FLUORIMETRICKE STANOVENiI FLUORESCEINU

navod vznikl jako soucast bakalarské prace Martiny Vidrmanové
., Fluorimetrie s vyuzitim spektrofotometru SpectroVis Plus firmy Vernier

(http.//is.muni.cz/th/268973/prif b/Bakalarska_prace.pdf)

Teorie

Fluorimetrie vyuzivd jevu fotoluminiscence. Fluoreskujici latka je excitovana
monochromatickym svétlem, ¢imz se néktery z valencnich elektrond vybudi do vyssi
energetické hladiny. Pfi ndvratu zpét do ptivodniho energetického stavu promari ¢ast
energie jako teplo, ¢ast vyzafi ve form¢ fotonu. Energie emitovaného zafeni je proto
vzdy niZ8i nez energie zareni excitacniho, tj. emitované svétlo méa vétsi vinovou délku.
Emitované svétlo se snimd zpravidla ve sméru kolmém na excitaéni paprsek a po
prachodu emisnim monochromatorem se jeho intenzita meii fotondsobic¢em.

V zékladnim stavu S, vétSinou obsazuji vzdy dva elektrony stejny elektronovy stav
s opaénym spinem. Jejich spiny se vzdjemné kompenzuji, takze celkové spinové
kvantové ¢islo molekuly je 0. Takovy stav molekuly je oznacovan jako singletni.
I po excitaci jednoho valen¢niho elektronu na vys$si elektronovou hladinu mohou
elektrony zachovat sviij celkovy spin, coZ je vyznaceno fadou excitovanych singletnich
stavli molekuly Si, S, atd. Po excitaci vSak jiZz dva elektrony nejsou sparovany a jejich
celkové spinové kvantové ¢islo také miize mit hodnotu 1. Molekula se pak nachazi ve
stavu oznacovaném jako tripletni, kterych opét mize byt cela fada (T, T»,...). Pfechody
molekuly mezi singletnim a tripletnim stavem jsou o nékolik tadl pomalejsi, nez
podobné piechody uvnitt fady sigletnich stavli a uvniti fady tripletnich stavi.

Kazdy elektronovy stav je v dusledku vibra¢niho pohybu molekuly, ktery zvysuje jeji
celkovou energii, tvofen sérii vibra¢nich hladin. Hladina elektronového stavu
stavu. Ve stavu tepelné rovnovahy se za normdlnich teplot pfevaznd cast molekul
nachdzi na zakladni vibra¢ni hladiné stavu S,. Pfi absorpci zafeni je energie

absorbovaného fotonu spotfebovana na prevedeni molekuly do excitovaného stavu.
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obr. 1 — Schéma energetickych hladin molekuly a prechodi mezi nimi
Sy — zékladni stav, S;, S, — excitované singletni stavy, T;, T, — excitované tripletni stavy;
1 — absorpce zafeni, 2 — vnitini konverze, 3 — mezisystémovy piechod, 4 — vibracni

relaxace, 5 — fluorescence, 6 — fosforescence

Pii absorpci zafeni je energie absorbovaného fotonu spotiebovana na pievedeni
molekuly do excitovaného stavu (d¢j 1). Po absorpci fotonu excitovana molekula velmi
rychle pfedava ziskanou energii svému okoli a tzv. nezafivymi ptechody (vnitini
konverze — d¢&j 2, mezisystémovy piechod — d¢j 3) nasledovanymi vibracni relaxaci
(d¢j 4) se dostava postupné do nizsich excitovanych stavli. Pomalejsi byva vétsinou az
nezafivy prechod ze zékladni vibrac¢ni hladiny prvého excitovaného stavu S; do
zékladniho stavu S,. Teprve mezi témito hladinami se vedle nezatfivych prechodi miize
uplatnit pfechod spojeny s vyzarenim (emisi) fotonu. Tato emise zafeni je oznaCovéna
jako fluorescence (d&j 5). Jeji doba dosvitu po pieruseni excitace byva fadoveé 10 az
10? s. Vétsinou az z hladiny S, se pfipadné uplatni i nezafivy mezisystémovy piechod
tripletniho stavu T, do zédkladniho stavu S, ma dlouhou dobu dosvitu fadu 107 az
10" s a je oznaGovan jako fosforescence (dgj 6).

Krom¢ déji vyse zminénych se mize uplatnit i vliv dalSich komponent pfitomnych
v roztoku, které deaktivuji stav S1 a tak zhéSeji fluorescenci. Tyto latky jsou
oznacovany jako zhaSedla (angl. ,,quenchers®). Mezi nejbeznéjsi zhdsedla patii kyslik
a také latky obsahujici prvky s vy$§im atomovym ¢islem. I samotné fluoreskujici latka
muze pii vySSich koncentracich snizovat kvantovy vytézek. Hovofime pak

o koncentra¢nim zhaseni fluorescence.



I kdyz tvar emisniho spektra neni zavisly na podminkach excitace, meéni se celkovy
fluorescenéni zativy tok. Proto je G€elné pouZit jako charakteristiku emisnich vlastnosti
latky spektralni zativy tok vztazeny napf. na spektralni zafivy tok v maximu této
zavislosti. Takto definované emisni spektrum je bezrozmérné a v maximu ma
hodnotu 1. Pokud fluoreskujici roztok v kyveté ¢tvercového prifezu obsahuje jedinou
absorbujici slozku, kterd mé schopnost fluoreskovat, plati pro absorpci excitacniho

zatfeni Lambertav-Beeruv zakon

A=clze

kde A4 je absorbance roztoku, € je molarni absorpéni koeficient slozky, / je tloustka
kyvety a c je latkova koncentrace fluoreskujici slozky v roztoku.

Ptistroj pro méfeni fluorescenéniho zareni je oznacovan jako fluorimetr. Pokud miizeme
pristrojem méfit excitani a emisni spektra, byva pro zdaraznéni této skuteCnosti
pouzivano oznaceni spektrofluorimetr. Schéma fluorimetru je zndzornéno na obr. 2.
Ze zéteni vysilaného intenzivnim excitatnim zdrojem izolujeme primarnim
(excita¢nim) filtrem nebo monochromatorem zafeni téch vlnovych délek, které chceme
pouzit pro excitaci vzorku. Toto zafeni dopada na vzorek a excituje v ném fluorescenéni
zafeni. Fluorescen¢ni zafeni vystupuje ze vzorku vSemi sméry. Jenom jeho cast
vystupuje v takovém sméru, ze prochdzi pres sekunddrni (emisni) filtr nebo
monochromator a dopada na fotoelektricky detektor. Zde vyvola elektricky signal, ktery
se dale zesiluje a mé&fi. Jeho velikost je mirou fluorescenéniho zafivého toku vysilaného
vzorkem na vlnovych délkdch izolovanych emisnim filtrem (monochromatorem).
Podminky buzeni jsou pfitom urCeny zdrojem excitaéniho zafeni a primarnim filtrem
(nastavenim excitacniho monochromdtoru). Pokud je pfistroj v excitanim optickém
systému vybaven monochromatorem, mizeme plynule ménit vinovou délku, na kterou
je tento monochromator nastaven, a zaznamenat excitani spektrum vzorku. Pokud je
pristroj vybaven monochromatorem v emisnim optickém systému, mizeme plynule
meénit vinovou délku, na kterou je nastaven tento monochromator, a zaznamenat emisni

spektrum vzorku.
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obr. 2 — Schéma SpectroVis Plus spektrometru

obr.3 —spektrometr SpectroVis Plus

Ukoly

1. Seznameni s metodou fluorimetrie
= (Obecna instrumentace
2. Stanoveni koncentrace fluoresceinu
= Pfiprava kalibracnich roztokl fluoresceinu
= Me¢éfeni absorbance a fluorescence kalibra¢nich roztoku
= Stanoveni koncentrace fluoresceinu ve zndmém a neznamém vzorku pii dvou
vlnovych délkach
3. Vyhodnoceni analyzy

» kalibracni zavislost, limity detekce



Chemikalie
Fluorescein, methanol
Pristroje

Vernier SpectroVis Plus
Sklo + pomucky

25 ml odmérna barika (5x), mikropipeta (20-200 pL), kiemenna kyveta, 50 ml a 25 ml
kadinka

Obecna instrumentace

'SpectroVis Plus

Spectrophotometer + Fluorom

obr. 4 — spektrometr

obr. 5 — fluorescence obr. 6 — absorbance



Postup

Priprava kalibraénich roztoku

Na analytickych vahach navazime 0,005 g fluoresceinu, rozpustime v kadince
a kvantitativné prevedeme do odmérné banky. Doplnime methanolem po rysku. Pro
uplné rozpusSténi fluoresceinu vlozime odmérnou baitkku do ultrazvukové vany
(5 az 10 min). Po vyjmuti odmérné banky si pfipravime z tohoto roztoku kalibracni
roztoky. Do 9 odmérnych banék (25 ml) pfipravime roztoky o koncentracich 1 —3x107,

jak je uvedeno v tabulce.

Priprava spektrofluorimetru k méreni

obr. 7 — zapojeni spektrometru

Zapojime spektrofluorimetr k pocitaci dle obrazku 7 , zapneme program Logger Pro 3,
mys$i klikneme na ikonu Experiment — Calibrate — Spectrometer:1. Pockdme 90 s, pak
vlozime do spektrofluorimetru kyvetu s destilovanou vodou — odklikneme Finish

Calibration a za par vtetin mizeme dokoncit kalibraci potvrzenim OK.

Méfeni absorbance

Do kyvety pfipravime blank, vlozime do fluorimetru, klikneme na collect (zelené
tlacitko). Klikneme na stop (Cervené tlacitko), odecteme hodnotu maximalni vlnové
délky. Z hodnot ¢asti linearniho spektra vypocitame smérodatnou odchylku, slouzi
k vypoctu limitu detekce. Prom&fime vSechny kalibracni roztoky, zndmy ineznamy
vyneseme do grafu a zkalibracni zavislosti koncentrace na absorbanci zjistime

koncentraci fluoresceinu v neznamém vzorku.



Méreni fluorescence

Klikneme na ikonu Experiment — Change Units — Spectrometer:1 — Fluorescence
405 nm a promé&fime kalibra¢ni roztoky pfi vlnové délce 405 nm. Hodnoty fluorescence
vyneseme do grafu a z kalibra¢niho grafu zjistime koncentraci neznamého vzorku.

Opét klikneme na ikonu Experiment — Change Units— Spectrometer:1— Fluorescence
500 nm — a proméiime kalibra¢ni roztoky pii vinové délce 500 nm. Hodnoty
fluorescence vyneseme do grafu a z kalibra¢niho grafu zjistime koncentraci neznamého

vzorku.

Vyhodnoceni

Do protokolu uvedeme: smérodatnou odchylku (vybérovou), relativni smérodatnou

odchylku, smérodatnou odchylku priiméru, Grubbstv test, limity detekce.

Smérodatna odchylka

1 S -%?

n-1=

Q=

Pti malém poctu paralelnich stanoveni (n << 10) lze smérodatnou odchylku odhadnout
z rozpeéti R

sp =k, 'R

n

Relativni smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka priméru

n — pocet namétenych hodnot

Grubbsiuyv test
T1:x—x1 Tn:xn—x
S  nebo 5

x —nameétfend hodnota, s — smérodatna odchylka, T, — kriticka (tabelovana) hodnota
Je-li T, (T, ) > T,, vysledek je odlehly a je tieba vyloucit jej ze souboru testovanych
hodnot.



Limit detekce

A1 ... rozdil mezi absorbanci (intenzitou fluorescence) blanku a absorbanci

0 ... smérodatna odchylka casti spektra blanku

¢ ... nejnizsi koncentrace roztoku

vvr

LOD ... limit detekce,; nejnizsi hodnota, ktera Ize detekovat

x= LOD= =
30 X
Tabulka
Poradi V (uL) | c(moll) | A F fluorescence | F fluorescence
fluores absorbance | pfi 405 nm pii 500 nm
ceinu
v
bance
1. 1,00x107
2. 1,25%107
3. 1,50x107
4. 1,75%107
5. 2,00x107
6. 2,25x107
7. 2,50x10”
8. 2,75%10”
9. 3,00x107
Vzorek o
znamé konc.
Vzorek o
nezn.konc.




