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Cwiczenie nr 1 Zastosowanie spektroskopii

Cel ¢wiczenia:
Celem ¢wiczenia jest zapoznanie z wtasciwos$ciami optycznymi wybranych chromoforéw.

1. Wprowadzenie teoretyczne
1.1. Spektroskopia absorpcyjna

1.1.1. Wprowadzenie

Spektroskopia opisuje zjawiska oddziatywania fali elektromagnetycznej z materig. Do
podstawowych zjawisk spektroskopowych nalezg absorpcja, luminescencja i odbicie.
Wyrdznia sie jeszcze wiele innych metod pomiarowych, jak wzbudzanie luminescenc;ji,
rozpraszanie Ramana i Brillouina, fotoodbicie i inne, ktdre stuzg do bardzo subtelnych badan
materiatowych. Zaleznos$¢ wielkosci absorpcji, intensywnosci luminescencji i innych wielkosci
od dtugosci fali lub energii nazywamy widmem. Widma spektroskopowe sg
charakterystyczne dla danego atomu, czgsteczki lub ciata statego.

Spektroskopia zajmuje sie badaniem struktury energetycznej czgsteczki. Badaniom
podlegajg widma elektronowe, oscylacyjne i rotacyjne. Na ich podstawie okreslane sg
podstawowe parametry czasteczki. Widma elektronowe, oscylacyjne i rotacyjne lezg w
roznych obszarach dtugosci fal (energii). Widma elektronowe lezg zazwyczaj w obszarze
widzialnym, bliskiego nadfioletu i bliskiej podczerwieni. Widma oscylacyjne i rotacyjne lezg w
obszarze dalekiej podczerwieni i mikrofal. Spektroskopia ma réwniez zastosowanie w
badaniach fizykochemicznych (np. przy okreslaniu sity wigzan chemicznych) i kinetyki reakcji
chemicznych. Zjawiska spektroskopowe mozna bada¢ zardwno ilosciowo, jak i
jakosciowo [1].

1.1.2. Absorpcja i transmisja. Prawo Lamberta-Beera

Metodg badania spektroskopowego jest m.in. pomiar transmisji promieniowania
elektromagnetycznego przez substancje. Jesli do prébki wnika fala Swietlna o natezeniu lo, to
po wyjsciu z probki natezenie wynosi

I=1e"™
gdzie a oznacza wspétczynnik absorpcji, a x grubos¢ badanej prébki. Jest to tzw. prawo
Lamberta-Beera.

Jak juz wspomniano, podstawowymi zjawiskami opisujgcymi oddziatywanie swiatta z
materig sg transmisja, absorpcja, rozpraszanie i odbicie. Odpowiednie wielkosci fizyczne
opisane nastepujaco:



1. Transmitancja (opisuje transmisje) rowna:
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I,

iloraz intensywnosci promieniowania wychodzgcego do wnikajgcego do proébki.

2. Absorbancja (opisuje absorpcje)
I,—1
A:I—T:I—L: 0
IO ]0
iloraz intensywnos$ci swiatta zaabsorbowanego do sSwiatta wnikajacego do prébki.
Absorbancja moze by¢ opisana réwniez nastepujgcym wzorem:
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tj. jako iloczyn wspodtczynnika absorpcji o i grubosci x badanej prébki.

Na ogét wielkosci te podawane sg w jednostkach wzglednych. Jednostek wzglednych
uzywamy, gdy interesujg nas jedynie charakterystyczne energie przej$¢ optycznych, a pomiar
w jednostkach bezwzglednych jest trudny w realizacji eksperymentalnej.

1.2. Spektroskopia luminescencyjna

1.2.1. Wprowadzenie

Luminescencja jest to emisja kwantu promieniowania elektromagnetycznego przy
przechodzeniu elektronu ze stanu wzbudzonego do stanu o nizszej energii. Luminescencja to
emisja promieniowania elektromagnetycznego o natezeniu wiekszym od natezenia
promieniowania cieplnego w danej temperaturze i o skonczonym czasie trwania $wiecenia,
niezanikajgcym natychmiast po przerwaniu wzbudzenia. Ze wzgledu na sposdb wzbudzenia
mozemy wyrdézni¢ kilka rodzajéw luminescencji:

a) fotoluminescencja — wywotana promieniowaniem elektromagnetycznym, np.
laserem lub za pomoca lampy halogenowej, ksenonowej, deuterowej lub
innej;

b) elektroluminescencja — wywotana polem elektrycznym, np. przy przeptywie
elektronéw w zfaczu p-n;

c) chemiluminescencja — Swiecenie nastepuje w wyniku wzbudzenia reakcjami
chemicznymi;

d) bioluminescencja — wywotana procesami biologicznymi;

e) radioluminescencja — wywotana promieniowaniem jonizujgcym;

f) rentgenoluminescencja — Swiecenie nastepuje w wyniku wzbudzenia
promieniami X;

g) tryboluminescencja — wystepuje w wyniku wzbudzenia sitami tarcia i
elektrostatycznymi;

h) sonoluminescencja — wywotana promieniowaniem ultradzwiekowym;

i) katodoluminescencja — wzbudzenie strumieniem elektronéw;

i) elektrochemiluminescencja — wywotana procesami chemicznymi i polem
elektrycznym [2].



1.2.2. Diagram Jabftorskiego

Diagram Jabtoniskiego przedstawia przejscia energetyczne w czgsteczce. Struktura
energetyczna czgsteczki jest opisana za pomocg stanéw singletowych i stanéw trypletowych.
W wyniku absorpcji energii okreslonymi porcjami, zwanymi kwantami, atom moze przejsé¢ do
stanu wzbudzonego. Spin elektrondw w stanie wzbudzonym moze by¢ skierowany
antyrownolegle (Rys. 1a - stan singletowy) lub moze by¢ ustawiony réwnolegle (Rys. 1b -
stan trypletowy).
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Rys. 1 Ustawienia spindw elektronéw w stanie wzbudzonym a) singletowym b)
trypletowym [3].

Jezeli czasteczka zaabsorbuje dostatecznie duzg ilos¢ energii, wtedy moze przejs¢ ze
stanu podstawowego do wzbudzonego stanu oscylacyjnego. Kazda czasteczka posiada
energie elektronowg, oscylacyjng i rotacyjng. Wartos¢ energii elektronowej informuje o
potozeniu elektronéw oraz méwi o rodzajach utworzonych wigzan i odlegtosciach miedzy
jadrami atomow. Energia oscylacyjna zwigzana jest z poruszaniem molekut, czyli ich
zblizaniem i oddalaniem sie od siebie. Energia rotacyjna czgsteczki odpowiada ruchom
obrotowym molekut. Czgsteczka przebywajac we wzbudzonym stanie oscylacyjnym,
pozbywa sie nadmiaru energii i powraca do stanu podstawowego, co moze odbywac sie na
kilka sposobdw [3].

W wyniku absorpcji promieniowania czasteczki materii przechodzg na wyzsze stany
singletowe S, (na Rys. 2 proces oznaczony jako A od ang. absorption). Stany te sg jednak
niestabilne i w krotkim czasie czgsteczka relaksuje na najnizszy wzbudzony stan singletowy S
wolny od drgania. Jest to konwersja wewnetrzna (na Rys. 2 jako IC od ang. internal
conversion), ktéra to zachodzi bez emisji energii promienistej. Stad nastepuje powrédt
elektronéw na poziomy oscylacyjne stanu podstawowego So. Powrdt ten moze odbywac sie
przez fluorescencje (F od ang. fluorescence na Rys. 2), czyli emisje fotonu o energii rowne;j
roznicy energetycznej miedzy odpowiednimi stanami oscylacyjnymi poziomdéw Si a So.
Natezenie fluorescencji jest proporcjonalne do natezenia sSwiatta wzbudzajgcego, a jej zanik
nastepuje niemal natychmiast po zaniku czynnika wzbudzajgcego.

Zauwazy¢ nalezy, ze energie fotondw zaabsorbowanego i emitowanego s3 sobie
rowne tylko dla przej$é¢ miedzy wolnymi od drgan stanami Si1 i So. Zwykle jednak energia
pochtonieta przez elektrony czgsteczek fotouczulacza jest wyzsza, niz energia potrzebna do
emisji fotonu. Dlatego tez promieniowanie emitowane w wyniku fluorescencji ma
zwiekszong dtugosé fali wzgledem $wiatta wzbudzajgcego.

Powrot elektrondw z najnizszego singletowego stanu wzbudzonego Si1 na poziomy
oscylacyjne stanu podstawowego So moze réwniez nastgpi¢ bezpromieniscie - na zasadzie



konwersji wewnetrznej. Wigze sie to z wydzieleniem pewnych ilosci ciepta. Konwersja
wewnetrzna zachodzi bez zmiany multipletowosci (np. S1—So lub T2—Ti)

Przejscia interkombinacyjne (na Rys. 2 jako ISC od ang. intersystem crossing)
polegajg na bezpromienistym transferze energii miedzy stanami o réznej multipletowosci
(np. S1— T1 lub T1—So). Zatem towarzyszy im zmiana spinu elektronéw. Przejscia takie sa
zabronione, a wiec mato prawdopodobne. Oznacza to, ze wydajno$¢ tego procesu w
porownaniu z np. fluorescencja bedzie znacznie nizsza.

Czasteczka ze stanu T1 moze tez spontanicznie powrdci¢ do singletowego stanu
podstawowego So. Proces ten jest jednak bardzo mato prawdopodobny, poniewaz wymaga
ponownej zmiany spinu elektrondw. Przejscie tryplet-singlet moze zachodzi¢
bezpromieniscie lub tez z emisjg fotonu. Emisja kwantu energii towarzyszaca przejsciu
elektronu ze wzbudzonego stanu trypletowego na singletowy stan podstawowy nazywana
jest fosforescencjg (jako P od ang. phosphorescence na Rys. 2). Proces ten charakteryzuje sie
powolnym zanikiem intensywnosci Swiecenia po zakoniczeniu naswietlania.

Na rysunku Rys. 2 pokazano procesy, jakie mogg zajs¢ w badanej molekule.
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Rys. 2. Diagram Jabtonskiego (zaadaptowane z [4]).

2. Uktady pomiarowe

Pomiary wykonuje sie przy uzyciu spektrofotometru firmy Avantes. Zrédtem $wiatta Z
jest lampa halogenowa, halogenowo-deuterowa lub laser z wbudowanym sprzegaczem
Swiattowodowym. Badane probki umieszcza sie w uchwycie do standardowej kuwety.
Swiatto doprowadzane jest od zrédta do prébki za pomoca wtdkna doprowadzajacego, a za
probkg zbierane przy pomocy witdkna odprowadzajgcego i doprowadzane do
spektrofotometru.

Do rejestracji wynikéw pomiaréw wykorzystuje sie oprogramowanie AvaSoft,
dostarczone przez producenta spektrofotometru.

2.1. Pomiary absorpcji i transmisji



Uktad pomiarowy do rejestracji widm absorpcyjnych i transmisyjnych charakteryzuje sie tym,
ze widkno odprowadzajace jest skierowane pod katem 180° do wtékna doprowadzajgcego.
Schemat uktadu pomiarowego do rejestracji tych widm przedstawia Rys. 3.

spektrofotometr lampa halogenowa
(lub laser)

wlokno
doprowadzajace

wlekno
odprowadzajace

uchwyt na prebki

Rys. 3. Uktad do pomiaru widm absorpcyjnych, transmisyjnych i luminescencyjnych.

Absorbancja jest wyliczana na podstawie nastepujgcego wzoru:

Ay = —logiol (S2-Da) / (Ra-Da) ]

gdzie symbole oznaczaja: Ay - absorbancja, Si - natezenie swiatta za prébka, Dx - natezenie
przy szczelinie zamknietej, Rx - natezenie swiatta przed prébka, A - dtugos¢ fali.

Natomiast transmitancja probki liczona jest wedtug wzoru:
T = [ (Sa-Dx) / (Rx-Dx) 1 100%

gdzie T - transmitancja w procentach, Sx - natezenie swiatta za probka, Dx - natezenie przy
szczelinie zamknietej, Ry - natezenie Swiatta przed prébka, A - dtugosc fali.

Pomiary absorbancji wykonuje sie w trybie ABSORBANCE, a pomiary transmitancji w trybie
TRANSMISION programu AvaSoft.

2.2. Pomiary luminescenc;ji

Zrédtem promieniowania jest laser pdtprzewodnikowy emitujacy promieniowanie o
dtugosci fali 405 nm (niebieski) lub 532 nm (zielony). Pomiardw luminescencji dokonuje sie w
trybie SCOPE.

3. Przebieg ¢wiczenia

3.1. Wykona¢ pomiary absorpcji i transmisji roztworéw wedtug wskazéwek
prowadzgcego.
3.2.  Wykona¢ pomiary luminescencji roztworéw wskazanych przez prowadzacego.
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Pomiary absorpcji / transmisiji

1.

2
3
4.
5

v ® N o

Zmontowac ukfad do transmisji.

Wytaczy¢ zrodto swiatta.

Wstawic kuwete z odniesieniem (np. powietrzem, rozpuszczalnikiem).

Ustali¢ czas integracji i Srednia.

Z menu wybrac Setup -> Smoothing and Spline (wtaczony Spline, wygtadzanie na ok.
5-10 punktow).

Wocisng¢ START.

Wcisng¢ DARK (czarny kwadrat na pasku).

Z menu wybraé Setup -> Substract Saved Dark.

Wiaczyé zrédio swiatta.

10. Wcisng¢ REFERENCE (biaty kwadrat na pasku).

11. Wtozy¢ kuwete z badang prébka.

12. Wybra¢ na pasku tryb pomiaru A lub T.

Zapamietanie danych

1.
2.

3.3.

Wcisngé STOP.

Z menu wybraé Save -> Experiment -> wprowadzié¢ komentarz do pliku (identyfikujgcy
dane, np. barwnik czerwony).

Z menu wybraé File -> Convert Graph -> To Excel.

Wybrac¢ swéj folder z danymi.

Zaznaczy¢ ostatni na liscie plik. W tle pojawig sie dane w postaci wykresu w
komentarzem. Sprawdzi¢, czy to jest wtasciwy plik!!!

Klikngé polecenie Otworz.

Otwiera sie arkusz Excela ze wszystkimi parametrami. Trzeba go zapamietac pod inng
Znaczaca nazwa.

Rejestracji widm nalezy dokonaé¢ analogicznie do podpunktu 3.2. Obiektem

odniesienia bedzie w tym przypadku pusta kuweta.

Wykonaé pomiary luminescencji roztworéw wskazanych przez prowadzgcego.

Pomiary luminescencji

1.
2.

Zmontowac uktad pod kgtem 90°.

Wytgczy¢ laser niebieski (lub inne wskazane zrédto promieniowania).
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3. Wstawié kuwete z odniesieniem (np. rozpuszczalnikiem).

4. Ustali¢ czas integracji i $rednia.

5. Z menu wybrac¢ Setup -> Smoothing and Spline (wtgczony Spline, wygtadzanie na ok.
5-10 punktow).

Wocisng¢ START.

Wocisng¢ DARK (czarny kwadrat na pasku).

Z menu wybrac Setup -> Substract Saved Dark.

v e N o

Whtozy¢ kuwete z prébka (np. PP z rozpuszczalnikiem, F z zol-zelem, itp. itd.).
10. Wtgczy¢ laser.
11. Pozostaé w trybie SCOPE.

Zapamietanie danych:

1. Wocisngc¢ STOP.

2. Z menu wybrac Save -> Experiment -> wprowadzi¢ komentarz do pliku.

3. Z menu wybrac File -> Convert Graph -> To Excel.

4. Wybrac swoj folder z danymi.

5. Zaznaczy¢ ostatni na liscie plik. W tle pojawig sie dane w postaci wykresu w
komentarzem. Sprawdzic, czy to jest wtasciwy plik!!!

6. Klikng¢ polecenie Otworz.

7. Otwiera sie arkusz Excela ze wszystkimi parametrami. Trzeba go zapamieta¢ pod inng

Znaczaca hazwa.

4. Opracowanie wynikéw

Widma absorpcji wszystkich roztworédw nalezy umiesci¢ na jednym wykresie i
opatrzy¢ go odpowiednig legenda. Analogicznie postgpi¢ z widmami transmisji. Uzyskane
wyniki poréwnaé i oméwié.

Widma luminescencji wskazanych przez prowadzgcego roztworéw umiesci¢ na

jednym wykresie i opatrzyé go odpowiednia legendg. Uzyskane wyniki omowic.

Opracowanie: dr hab. inz. Agnieszka Ulatowska-Jarza

Katedra Inzynierii Biomedycznej Wydziatu Podstawowych Problemow Techniki Politechniki
Wroctawskiej
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