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Atomova fluorescence

- Atomova fluorescence
- Energeticka vytéznost fluorescence xF
- Kvantova ucinnost fluorescence ©OF
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- Zhaseni fluorescence: kolize excitovanych atomu s
- ostatnimi Casticemi atomizatoru — predani E bez

- vyzareni fotonu.

- Rozptyl fluorescencniho zareni: na nevyparenych

- Casticich v atomizatoru a na optice spektrometru.



Atomova fluorescence
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Buzeni fluorescence
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Schematicky diagram spektrometru

Schematic diagram of laser-excited atomic fluorescence flame spectrometry system:
A, N2 laser; B, dye laser; C, dye laser control unit; D,vacuum pump; E, N2 laser power
supply; F, trigger source; G, beam expander; H, panel; |, diaphragm; J,
burner/nebulizer; K, light trap; L, light trap; M, diaphragm; N, light baffle and lens; O,
monochromator; P, photomultiplier detector; Q, recorder; R, boxcar integrator; S, photo
multiplier power supply.
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Kalibrace vinovych délek
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Koncentracni zavislost

- Analytical growth curves N

- nickel fluorescence N i
excited at 300.249 nm / /
and measured at g //
approximately 342 nm 4 //

- tin fluorescence excited /'/'
at 300.914 nm and . ey
measured at 317.5 nm. _ ///
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Element Ex/Fl, nm° AF? LoD, ng-mL"  LDR‘
Ag 328.1 RF 4 4.2
Al 394.4/396.1 S-DLF 0.6 8.7
Ba 553.7 RF 8 5
Bi 306.8 RF 3 5.2
- Ca 422.7 RF 0.01 S
LAF prehled Cd 228.8 RF 8 3.5
Co 357.5/347.4 AS-DLF 19 5
Deteké&ni limity a linearni gf ggz; llill:: : 2-5
PR u ’
Styannaorclecrﬁyvrglz:;gm Fe 296.7/373.5 S-DLF 0.06 6
Ga 403.3/417.2 S-DLF 0.9 54
acetylen — vzduch In 410.4/451.1 S-DLF 0.2 6.2
Li 670.8 RF 0.5 4.3
Mg 285.2 RF 0.009 6
Mn 279.5 RF 0.4 54
Mo 390.3 RF 12 4.9
Na 589.0 RF 0.1 5.7
Ni 300.2/~342 S-DLF/S-SLF 0.5 6
Pb 283.3/405.8 S-DLF 1.3 6
Sr 460.7 RF 0.15 5
Sn 300.9/317.5 S-DLF 3 5
Ti 365.4 RF 2 5.2
Tl 377.6 RF 4 4.9
\% 370.4/411.2 E-S-SLF 30 4.5
“Ex/FIl = excitation wavelength/fluorescence wavelength (if different than excitation
wavelength).
RF = resonance fluorescence; S-DLF = Stokes direct line fluorescence; AS-
DLF = anti-Stokes direct line fluorescence; E-S-SLF = excited Stokes stepwise line
fluorescence; S-SLF = Stokes stepwise line fluorescence.
‘LoD = limit of detection.

‘“LDR = linear dynamic range (order of magnitude).
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LAF - ICP
Element DL LAF-ICP (ppb) DL OES-ICP (ppb)
Al 0,08 8
B l 2
Ba 0,05 0,5
Ga 0,1 30
Mo 0,2 2
Pb 0,1 30
Si 0,1 10
Sn 0,3 30
Tl 03 50




LAF — Noble metals
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Element Excitation Emission DL — AF DL —-ICP
(nm) (nm) (ppb) b)
Ru 287 366 2 30
- Pd 324 340 0,1 2
Ir 266 407 0,9 20
Pt 266 270 0,07 1
Au 267 243 0,8 1
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LAF - ETA
Element DL abs (pg) DL conc. (pg/ml)
Ag 0,03 1
Co 0,02 1
Cs 0,5 10
Cu 0,01 0,1
Ir ] 50
Fe 0,002 0,1
Na 0,1 5
Pb 0,0002 0,01
Tl 0,005 0,03
Zn 0,03 0,1
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Trihladinovy system

Za predpokladu, ze spektralni
Sifka absorpcéniho profilu hladin je
mensi nez spektralni Sirka
budiciho zareni, plati:
dn,/dt=-n;(R;,+R13)+N2R,;+N3R 5,
dn,/dt=n;R;,-N5(Ry+R53)+N3R3;
dng/dt=n;R;3+N;R53-N3(R3;tR3,)
kde R; jsou rychlosti excitace a
deexcitace pfrislusnych hladin
zahrnujici radiacni a srazkove
procesy.

N 3
R32
Fluor.
I:213 R31 \ 2 2
R21
\ \ 4 1
Cerpani 1 - 3:

R =Ry =0; Ry =@B3y + Ay + 273
R13 = @By3; Ry; =251, Ry = Agy + 23,



Detekce olova v plynne fazi

Trihladinovy systém, hladina 2
metastabilni:

1-3: 6p? 3P, — 7s3°%P, (283,31 nm)
3-2: 7s39P, — 6p? 3P, (405,78 mn)
R,,=5.10%s"1 (A,,=1,8.10%s)
A;, = 6.108st

A5, = 3.108s1

V pripade saturacniho vykonu

laseru:
Az,

N 1 = Ny
/ Azp + Z3;
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Detekce olova v plynne fazi

*Pas = 2 kWem log n (at/ml)
. AA= 0,02 nm |
-T=5nNS

-0 =0,16 sr
-fiIiD=1:2,5
-F=50Hz
., =15Ss

- MD = 30 atomu Pb | N

200 400 °C

12 —
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LAF v grafitove kyvete - Ti

* Aoy = 276,8 nm,
« Ay =352,9 + 351,9 nm
- Laser barvivovy,
2. harmonicka
- Buzeni dusikovy laser
* Pos =150 nJ, T=5ns,
AA = 0,01 nm

- RSD: 0,5 pg Tl 9%; 50 pg
T1 6%, 500 pg Tl 4%

107

10°

10715 1010 106 gTl
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Atomarni svazky — absorpce a

fluorescence

- Svazek atomu ¢i molekul
expandujici do vysokeho
vakua ve forme paprsku

ma ve smeru

Kolmém na

pohyb Castic teplotu

blizici se OK.
fluorescence

Pomoci

| mozné

(neprimo) merit
absorpcni spektrum.
Primé mereni absorpce
je obtizné diky nizke
koncentraci merenych

castic.

LS — laserovy svazek
frekvenéné stabilizovaného
laseru, G — generator
atomoveho svazku,

S — &térbina, ¢ — &otka,
V — vybojka,

M — monochromator,

D — detektor



2010 prof. Otruba 17

Absorpcni a fluorescencni spektrum NO,,

- A — absorpcni
spektrum merene v
kyvete

- B — fluorescencni
spektrum merené v

molekularnim svazku AA W 30K
pri teplote 30 K
SR !

- C — fluorescenéni J\
I\

300K

spektrum merene pri
teplote 3Kv 610,0 600,0 5900 5600
pritomnosti Ar jako ~ Alnm)
naraznikoveho plynu

3K
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_L A

1 1 ]
35000 36000 37000 38000
Wavenumber/cm-1

Fig. 4.14 Excitation spectra of diphenyl acetylene: (a) Normal vapour-phase spec-
trum; (b) Supersonic jet spectrum (cooling achieved by a modest four atmosphe-
res excess pressure in a helium carrier gas). Reprinted with permission from [8]
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Excitace molekulové fluorescence

Spektrum perylenu v ethanolu

- Nevyhodou klasickych
excitacnich
Sirokopasmovych zdroju
zareni je souCasha
excitace vetsiho poctu
vyssich energetickych
hladin, z nichz dochazi na
celé radé prechodu ke
spontannimu vyzarovani.
- V pripade laserem
vzbuzené fluorescence
(LIF, laser induced
fluorescence) se obvykle
excituje jen jedna horni
hladina.

pri

T pfi =
2 —
laserem AA= 0,0125 nm.

4,2 K. 1 — excitace Hg vybojkou
365 nm.
excitace pfi 443 nm

Jlasep N S
! -
, [ T | ! |
440 460 480 500
: b
|
|
I
|
|
! é
|
|
T - [ T ] T .
440 460 480 500

VInova délka, nm
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Casoveé rozlisena fluorescence

- Ruzna doba Zivota
excitovanych stavu u ruznych
molekul dovoluje pfi pouziti
casove rozlisené
fluorescence zvysit selektivitu
detekce napr. u kapalinove
chromatografie, ale i v rade
dalSich aplikaci, predevsim
ve fluorescencni mikroskpii.

- Na obr. je ilustrovana zména
fluorescencniho spektra
fluorescencniho detektoru v
HPLC.

- 1-antracen, 2-azulen, 3-1,12-
benzperylen, 4-chrysen, 5-
fluoranten, 6-pyren

115 ns 45 ns

) | |
20 10 q a0 0 o 10

Elucni ¢as, minut
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Konfokalni mikroskopie

- Odlisnosti konfokalniho zplisobu
od klasického SM

- osvétlen je jen jeden bod a signaly Emission filter
od okolnich bodu (vedle, pod a nad)
jsou omezeny otvorem — eliminacni
aperturou

- rezim osvétleni: epi (reflexni) nebo
fluo — (fluorescencni)

- konfokalni kondenzor = objektiv
(méné odrazu)

- skenovani: rozmitani laserového
svazku, pfi¢né posouvani vzorku
pred objektivem, pfripadnée X
posouvani objektivu nad vzorkem . N\ /, |

- konfokalni obrazy jsou vzdy
zaostrené a predstavuji opticke rezy Background” 2l
vzorkem (pro A = 488 nm tloustka = /

0,4 um) 7

Detection volume

Detector (PMT)

Pinhole

Dichroic mirror Beam expander

Laser

Microscope objective




Konfokalni mikrofluorimetrie
‘l Laser

E‘)x/citaéni dirkova clona

/== Excitacni filtr

Fotonasobic¢

ﬁ \Emisni filtr

a Emisni dirkova clona
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Dvoufotonovy mikroskop

- Dvoufotonovy mikroskop je novy typ optického mikroskopu.
Poprve jej r. 1990 predstavili ameriCti vedci v Cele s Wattem W.
Webbem z Cornellovy univerzity v Ithace. Podobné jako
,,kIaS|cky konfokalni mikroskop umoznuje zobrazovat tenke
opticke rezy tlustsim vzorkem, jeho princip je vsak odlisny.
Misto jednofotonové excitace vyuziva specialni laser k excitaci
dvéma fotony, které jsou absorbovany témeér souCasne, s
Sirkou pulzu radove pouhych 100 femtosekund.
Pravdépodobnost dvoufotonoveé excitace je umerna druhé
mocniné intenzity excitacniho pole. Je nejvyssi v rovine
zaostreni, a proto k ziskani obrazu optickych fezu vzorkem
nepotrebujeme konfokalni clonku. Mezi vyhody dvoufotonove
mikroskopie ve srovnani s mikroskopii konfokalni patfi
napriklad vetSi hloubka proostreni (az do 400 um), atoiu
vzorku, jejichz povrchoveé vrstvy silné fluoreskuji, dale pak
zvysSeny podil signalu vuci Sumu, tedy i kontrastnéjsi
zobrazeni, zejména v hlubsich vrstvach vzorku.
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Rozptyl zareni

- Rozptyl budiciho zareni ve fluorescencni spektrometrii je
obvykle zakladni faktor limitujici mez detekce, a to:
- Rayleighuv rozptyl je pruzny rozptyl na ¢asticich mensich nez
vinova délka primarniho zareni
- Mieho rozptyl je pruzny ropzptyl na Casticich vétsich nez vinova
délka primarniho zareni
- Rozptyl nekoherentni (nepruzny) — rozptylené zareni ma jinou
vinovou délku nez zareni primarni
+ Fluorescence molekul
- Ramanuv rozptyl
- Rezonancni fluorescence

- Rozptyl zareni na méfici instrumentaci
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Rayleighuv rozpty!

- Tento rozptyl nastava na Virtualni
casticich podstatné mensich nez hladina
je vinova délka dopadajiciho

zareni.

- Lord Rayleigh objasnil, ze hy
rozptylujici Gastice nejsou hv —
nezbytne, protoze i nejCistsi latky
maji drobné fluktuace indexu Zakladni
lomu, coz muze rozptylovat hladina

svetlo. Také ukazal, ze pomer
intenzity rozptyleneho svétla I a
dopadajiciho svetla |, je neprlmo
umerny ctvrté mocnine vinoveé

delky A: Og = 10-10 oA
1_5 — konst
Iy A%
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Mieho rozptyl

- KdyzZ se velikost ¢astic pfiblizi a hv
nakonec presahne vinovou
délku svétla A, Rayleightv
pristup se jiz neda pouzit. Pro
kulaté Castice se da pouzit hv
teorie odvozena v roce 1908
némeckym fyzikem G. Miem.

DA Z A,

- Mieova teorie predpoklada, ze
kazda castice, na kterou
dopadne svétlo,se chova jako
rezonancni oscilator, pfi Cemz
bere do uvahy, ze pfi interakci
paprskem dochazi k rozptylu,
odrazu, absorpci, lomu a
interferenci svétla.

26




voda

mléko - Rayleightv rozptyl

prachova zrna - Mieho rozptyl
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Ramanuv rozptyl

- Nepruzny Ramanuv

rozptyl vznika pri interakci *;® LT
Virtual energy

mezi fotony dopadajiciho - -

zareni s vibracnimi nebo ) )

rotacnimi stavy atomu oz, | =i i) | ) | ani i

nebo molekul, kdy g i g |

rozptylené zareni ma jinou CR DU A - TN B L R

vinovou délku nez omisme | L ] L &

dopadajici zareni: Ragleigh | Sokes | ani-Soks

scaitering scaitering ~ : scattering

E=hw++)

kde €2 odpovida
energetickému rozdilu .
kvantfovych hladin dané er=107"°Qp

I atky absorpéni prafez


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8a/Ramanscattering.png
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Fluorescence molekul

- Fluorescence molekul
muze byt velmi rusSivy
jev, ponevadz
fluorescencni
spektrum muze
pokryvat velky rozsah
vinovych delek — az
stovky nm.

N/ | T

\

1
38€ 387 388
WAVELENGTH (nm)

FIG. 5. Excitation spectrum of CN in a nitrous oxide-acetylene flame:
= 385.5 nm, 400 pm slit width, 385-389 nm wavelength range, BBQ dye.

BBQ - [4,4" "-bis-(2-butyloctyloxy)-p-quaterphenyl]
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Korekce pozadi

- Korekce signalu na rozptylené zareni, resp. snizeni
rozptyleného zareni, dovoluje snizit mez detekce az o
nékolik Fadu. Optimalni je méreni fluorescence na jiném
prechodu, nez na kterem probiha excitace. Dalsi
moznosti jsou:

- Vyuziti Zeemanova jevu — stépeni absorpcni Cary v magnetickém
poli

- Skenovani pomoci laditelného laseru — méreni rozptylu v okoli
fluorescencéni Cary.

- Periodické rozmitani emisni Cary budiciho laseru v kombinaci s
frekvencné selektivni detekci (napf. lock-in)

- Vyuziti Casove rozliSené fluorescence
- Multikanalova detekce
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Korekce pozadi Zeemanovym jevem

-V proménnem magnetickem poli se
meni absorpCni profil spektralni Cary, te) Emission
kterou excitujeme pro mereni
fluorescence. V pfipadé dokonalého
stépeni Cary merime v pfitomnosti
magnetického pole pouze rozptylené
zareni. Pokud dokonalé Stepeni
absorpcniho profilu nenastava (v praxi
temeér vzdy), pak fluorescencni signal

kolisa v rytmu zmeén magnetickeho e
pole a tuto frekvenci je mozné dobre

oddélit od konstantniho signalu
rozptyleného zareni.

- Molekulova spektra nekterych
molekul, napf. O,, NO, CIO,, NO, jsou
Vv magnetlckem poI| také modulovana
takze Zeemanuv jev ke korekci jejich
fluorescence neni mozné pouzit.

1 VD

Al

Absorption

N Conbinuous
Polarizetion: O O | Sockground

{b) Emission

)

Absorption

Continuous
Polorization: L 1l 1 | background

v(Xx)
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Detekce jednotlivych atomu

IX
& N
X(t) . -
' ™

1r

i

RX}; \( U xy)

r'- & ‘ R
Y0 2,/ o :

atomu/sec
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Detekce jednotlivych atomu
N

laserovy paprsek,

—> 1>

A\

\‘AF (n)

tom

Ter
274

S|
|
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Nejbeznejsi nahodne procesy:
- Gaussovsky proces (spojita promenna)
- Brownuav pohyb,
- difuze,
- rychlost molekul,
- Sifeni tepla,
- Sum v elektr. obvodech,

- fluktuace tlaku,
- elektricka intenzita svétla

- Poissonovsky proces (diskrétni proménna)

- radioaktivni rozpad,

- pojistovaci udalosti,

- poruchy, zmetky,

- dopravni zacpy,

- fluktuace hustoty atomu (molekul),

- vystrelovy sum,

- fotodetekce,

- standardni kvantovy Sum
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Korelace nahodnych veliCin

- Stfedni hodnota «xy> soucCinu dvou nezavislych velicin je
rovna soucinu jejich stfednich hodnot «x» <y» — xy»-<><¢y»=0

- Mira zavislosti neboli korelace C(x;y) je definovana
vztahem:

C(X;y) = «<Xy»-<X0<y)»
Korelace fluktuaci C(Ax;Ay):
AX =X -0, Ay =y -«
jsou fluktuace prislusnych veli€in a jelikoz
Ax>=0; <Ay =0
Bude C(AX;Ay) = (AX.Ay> - (AX>Ay> = «Xy>-<xx¢y» a tedy
C(Ax;Ay) = C(x;y)
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Diskrétni nahodny proces

pravdépodobnost impulzu je umérna Casu
— Poissonovsky proces

p(n) = (m)"/n!

Poissonovsky proces ((An)?) = (n)
Chaoticky proces ((An)?) > (n) (shlukovani impulz()

Deterministicky proces ((An)?) = 0 (antishlukovani impulzu {(An)?) < (n))

N N N N A
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Spektroskopie jednotlivych molekul

- Je-li ve vzorku 10° molekul,
dostavame Siroky pas, Casto
nazyvany nehomogenne
rozsireny pas.

- Snizime-li poCet molekul na
103, pas zustava Siroky a
objevuje se jemna statisticka
struktura.

- Je-li 10 molekul ve vzorku,
napocitame ve spektru 10
dobre rozliSenych spektralnich
car.

- Laser zaostrime na

10° mikrometrovy prameér pfi

L koncentraci vzorku 10=7 mol/I.

&ary molekul

podet molekul
ve VEZorku

slroky pas

frekvence svétla
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Experimentalni pozadavky

- Bude svétlo vyzarené jednou molekulou dost silné na to, abychom ho dokazali
zaregistrovat?

- Svétlo musime zachytit co nejucinnégji — nejlépe tak, Ze vzorek umistime do
ohniska parabolického zrcadla nebo objektivu mikroskopu.

- pouzit co nejcitlivéjSi detektor svétla, nejlépe fotonasobic a Cita¢ fotonu. | tak ale
zaregistrujeme prinejlepSim nékolik procent vyzareného svétla. A vzhledem k
tomu, Ze na vystupu z detektoru bychom potrebovali detegovat aspon stovky
impulzu za sekundu, abychom svétlo molekuly odlisili od pozadi, musi byt
molekula schopna vyzarit za stejnou dobu desetitisice (1Q“v)vfotonu aniz by pfi
mé&fici laserové svétlo také G&inné pohlcovat. Z toho vSeho se nam pomalu rysuji
vlastnosti, jaké bude muset molekula mit: vysoky absorp¢ni prufez, vysoky
kvantovy vytézek fluorescence, vysokou stabilitu a zanedbatelné obsazovani
tripletniho stavu. To jsou pomérné pfisné pozadavky, které doposud splnuje
nékolik malo aromatickych uhlovodikl. NejCastéji se pro spektroskopii pouzivaji
pentacen a terrylen,

- Zkusme tedy shrnout experimentalni podminky: potfebujeme méfit zfredény roztok
(o koncentraci nejvyse 10-" mol/l) vhodné vybranych molekul pfi nizké teploté
(nejlépe pod 2 K). Signal musime sbirat optikou s vysokou numerickou aperturou
a detegovat velmi citlivym detektorem. A potfebujeme merit excitacni spektra, tzn.
budeme sledovat, jakou frekvenci ma sveétlo, které molekula pohlti, tim, ze
budeme registrovat svétlo, které molekula po pohlceni vyzafri.
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Reprodukovatelnost spekter

- Vezméme organickou latku
terrylen a rozpustme ji

v normalnim alkanu (napf.
dodekan) na koncentram 10~/
mol/l. Na obr. vidime spektrum
takového vzorku, které na prvni
pohled vypada spisS jako
chaoticky Sum. Ve skuteCnosti
jde o dveé ruzna spektra mérena
hned po sobé, ktera se témér
dokonale prekryvaj| Podivame-li
se na obrazek, pfipomene nam
to prostredni spektrum ano, jde
0 jemnou statistickou strukturu.
Molekuly v krystalu zamrzly
chaoticky a vysledkem je znacné
rozdilny poCet molekul na
jednotlivych frekvencich.

fluorescanca [rl. jadn]

39

fekvwance [GHZ]

10



prof. Otruba 40

Spektrum jedné molekuly

- Preladme tedy
frekvenci svéetla laseru
na okraj sirokého pasu
— tam muzeme
jednotlivé cary rozlisit.
Pak celemu spektru
dominuje jedna uzka
intenzivni cara, ktera
pochazi od jedné
molekuly.

fluorescanca [rd. jecin.]

struldura tarrylanuy

e e CtR jEONG
o kekuly

frabovance [GHz)
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Orientace molekul v krystalu

dvé spektra celé série ¢ar jednotlivych molekul,
pfitom kazda z nich je jinak intenzivni

ne vSechny molekuly se nalézaji pfimo v bodé
nejvétsiho zaostreni laserového paprsku

Dalsi pfiCinou je, ze zareni laseru je polarizované.
Polarizované svétlo nejlépe pohlcuji molekuly jejichz
dipolové momenty pfechodu jsou orientovany
rovnobézné s rovinou polarizace laserového svétla.
Naopak molekuly, které jsou orientovany kolmo k
této roviné, nepohlcuji svétlo vubec.

Pfi méfeni spekter byl pouzit analyzator. Ten nam
umoznuje zjistit, jak je polarizované svetlo, které
molekuly vyzaruji. Opét nejlépe zaregistrujeme
molekuly, jejichz vyzarene svetlo je polarizované
rovnobézné s rovinou analyzatoru, kdezto ty, jejichz
rovina polarizace je kolma k analyzatoru,
nezaregistrujeme vlbec.

Spektra se liSi tim, Ze jedno je zméfeno s
analyzatorem rovnobéznym s rovinou polarizace
laseru, druhé s analyzatorem kolmo k polarizaci
laseru. Jak se tedy méni intenzity jednotlivych ¢ar?

Cary Cislo 1 a 3 jsou v dolnim spektru méné nez
poloviéni, ¢ara 2 zmizela upIné a ¢ara 4 zUstala
stejna. Co nam to fika o orientaci molekul? Molekula
2 musi byt rovnobézna s rovinou polarizace laseru,
molekula 4 s ni svira uhel pfiblizné 45 stupnua,

a molekuly 1 a 3 uhly mezi 0 a 45 stupni..

V kazdém pfipadé nam obr. ukazuje jednu

z moznosti této metody — dokazeme pomérné
presné mefit orientaci jednotlivych molekul ve
vzorku!

tluorescence |rel. |edn. |

0 1 CIIOO EOIOO SOIOO 40:310 50:310
frekvence [GHz]
PolarizaCni spektra jednotlivych molekul. Intenzita
jednotlivych Car se méni pfi zméné orientace roviny
analyzatoru ze sméru rovhobézného s rovinou
polarizace laserového svétla (horni spektrum) do
sméru kolmého (dolni spektrum). Terrylen v dodekanu,
teplota 1,6 K.
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Emisni profil fluorescence

- Na obr. je detailné zmérena Cara
jedné molekuly. Ma lorentzovsky
profil, jak to predpovida kvantova
teorie, a je to také jeden z
argumentu, proc€ jde praveé o jednu
molekulu a ne o vice. Cara na obr.,
ma Sirku 52 MHz. Tady se znovu
obratime ke kvantove teorii, jejiz
princip neurcitosti nam rika, ze sirka
cary je nepfimo umerna dobé Zivota
vybuzeneého stavu molekuly. Doba
Zivota vybuzeného stavu se da
pfimo zmeérit a pro terrylen vychazi
3,8 ns, a méla by byt pro vSechny
molekuly stejna. Z toho pak snadno
spocitame, ze vSechny molekuly by
mely mit stejné spektralni Cary
o Sirce 42 MHz.

fluorescence [impuls/0,1 g]

BA0FS Detailni profil ¢ary

jedne molekuly

600 —

400 -

200 -

200 300 400 500 600 700
frekvence [MHZ]

Deatilné zméreny tvar ¢ary jedné molekuly,
naznaceny krizky. PIna Cara predstavuje prolozeni
zméfeného spektra lorentzovskou funkci
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Sitky ¢ar

- Histogram ukazuje, s jakou
pravdepodobnosti se ve
spektrech vyskytly Cary s
danou sirkou, ze proti
oCekavani byla vetsina Car
sirSich nez 42 MHz.
Behem mereni spektra se
Krystal nepatrné meéni, je v
neustalém pohybu | kdyz
merime pri teplotach 1,6 K.
Neustalé nepatrné zmény B, GG o B G %o g
struktury krystalu ovlivnuji Sitka s4ry [MHZ]
energeticke hladiny Histogram rozdéleni $ifek dar 120 molekul
molekul.

@

histogram sifek car
120 rGznych molekul

pravdépodobnost vyskytu
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Preladovani frekvence molekuly

- Zmeény okoli merené S
mOIGKUIy OVI'VﬁUJi f iaonoTsuEs;eymrélnl'
samozrejme jeji energeticke bezld
hladiny a tedy I frekvenci
vyzareného sveétla. Pokud
tyto zmény nastavaiji
podstatné rychleji, nez
dokazeme zmétit ¢aru,
merime vlastné jakousi
obalku rizné pozmeénénych
car. Histogramy nam pak | | | |
mohou fici hodne o dynamice 900 1000 1100 1200
krystalu, ale i skel nebo frefevence [MFz)
polymeru za nizkych teplot.

fluzrescence [rel. jedn.]

Spektralni skok ¢ary jedné molekuly pozorovany
béhem méreni spektra. Cara na nové pozici
je opét prolozena lorentzovskou funkci
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SNOM (scanning near-field optical

Mmicroscope)

- Studium rozli¢nych vzorkt béznou
optickou mikroskopii narazi na
neuprosnou mez rozliseni (plynouci
z vinove povahy svétla) — ohybovy
(difrakCni) limit, jenz omezuje
nejmensi vzdalenost dvou bodu,
které jesté mohou byt odlisSeny, na
zhruba polovinu vinove deélky
pouzitého svétla.

- Toto omezeni je mozné obejit u
mikroskopu pracujiciho v blizkém
optickém poli (scanning near-field
optical microscope — SNOM), ktery
je variantou jinych skenujicich (Ci
spravnéji radkujicich) mikroskopu
(STM — skenujici tunelovaci
mikroskop, AFM — mikroskop
atomarnich sil aj.).

AVAVAVAVAV,

4
|

a) b) c)

AN
/7
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Fluorescencni SNOM

J. Michaelis s kolegy z Univerzity v Kostnici
(Nature 405,325-327, 2000) sestavili prvni
zarizeni tohoto typu. Vyuzili své zkuSenosti se
spektroskopii jednotlivych molekul a jako
vhodny svételny zdroj zvolili molekulu terylenu.
K jeho uchyceni pouzili mikrokrystal p-
terpenylu obsahujici nepatrnou pfimés
terylenu (jednu molekulu na 10 miliond i
molekul krystalu). Z mikronovych krystalka byl
vybran jeden s vhodnou fluorescenci prave
jedné molekuly terylenu a opatrné prilepen na
konec zaspicaténého optického vlakna. Vlakno
pak bylo pfipevnéno jako hrot do skenujiciho
mikroskopu pracujiciho za teplotyl,4 K.

laser budici
fluorescenci molekuly

optické vlakno

----------

-
-------

mikrokrystal

jedina
Terylen byl excitovan laserovym paprskem G'\:_u—::‘D optica  uoreskuiic molekula
ucinné budici fluorescenci molekuly terylenu, Ny ¥
jako pokusny vzorek poslouzily 25 nm velké - detektor

hlinikové ostrivky uspofadané v pravidelné
mfizce na sklenéné destiCce. Jedna molekula
osvetlovala postupné vzorek a prochazejici
svétlo bylo detegovano lavinovou fotodiodou.
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FotonasobicCe - rusive vlivy

- Teplota — termoemise z fotokatody — chlazeni na -20°C az
-40°C u multialkalickych katod, na -160°C u typu AgO-Cs

- Magnetické pole — deformace drahy elektronu v PM —
stineni slitiny typu pemalloy

- Elektrické pole — deformace drahy elektront v PM —
Faradayovo stineni

- Radioaktivita — zarfeni konstrukCnich materialu, predevsim
skla (napf. draslik), vybér neaktivnich materialt pro
vyrobu

- Kosmické zareni — sprsky Castic z atmosféry. Stinéni,
vylou€eni chybovych signalt korelaci s referenénim PM.

- Helium — difuze pres sklo. VyloucCeni He z atmofery (GC),
vymena PM.



Sum
- Je udavan obvykle jako stredni kvadraticka
hodnota fluktuace signalu (I, U, R, Q,...):

1! _
Ir = —f [Is(t) — Is]°dt
V1o

a je zavisly na Sirce pasma merenych frekvenci Af:

i
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NEP (noise equivalent power)

- Je definovan jako Ssumovy vykon detektoru pro
frekvenCni pasmo Af = 1 Hz:

_ Pr ~2-

NEP N |[WHz™ 4]

- NEP* (specificky NEP) je definovan jako
ekvivalentni sumovy vykon vztazeny na

jednotkovou plochu A fotodetektoru:
NEP* = NEP
VA
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Frekvencni spektrum sumu

- Oblast A: Ruzovy (pink
noise) sum 1/f

[, Ur(®dt=0 |

Oblast B: Bily Sum
(white noise):

[, Ur(®) dt =0

0,01 10 10000 Hz
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Citad fotoni

- Signal se nejprve zesili, komparatorem se Mq- A H [
oddeéli pulsy s dostateCnou amplitudou od  ~f===
sumu. Impulsy je pak mozno pocitat AN > = i) 6886

béznym CitaCem nebo zaznamenavat fotonasobi¢ predzesilovaé Sumové  tvarovac Citad
vvvvvv brana TTL

1

analogoveé méreni, ale dosahuje vétsiho
odstupu Sumu a stability.

- Fotokatoda a dynody vlivem tepelnych =~
kmitd mFizky emituji elektrony i kdyz zrovna
nedopada zadné zareni. Vznika tak
vystrelovy Sum. Odpovidajici stfedni
hodnota anodového proudu se pak nazyva
temny proud nebo proud za tmy. Pokud je
nezadouci elektron emitovan na nékteré z
dalSich dynod, nedojde k plnému zesileni a
vysledny impuls ma znatelné mensi
amplitudu nez impuls vyvolany fotonem.
Pokud vyuzivame rezim ¢itani fotonu, i
nastavime komparétor tak’ aby na tytO 10_200 300 400 500 600 700 800 900 1000
mensi impulsy nereagoval. WAVELENGTH (nm)

TPMHED340DEA
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100

CATHODE RADIANT SENSITIVITY (mAM)
QUANTUM EFFICIEMCY (%)
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