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1. Darbo tikslas

IStirti  jvairiy medziagy (dazikliy tirpaly, biologiniy pigmenty bei
sensibilizuoty audiniy)” pagrindinius fluorescencijos désningumus.

2. Darbo uzduotys

1.Spektrofotometru iSmatuoti tiriamojo bandinio ir etaloninio daZziklio tirpalo
sugerties spektrus.

2.Vienodomis zadinimo ir registracijos salygomis iSmatuoti tiriamojo bandinio
ir etaloninio daziklio tirpalo fluorescencijos spektrus.

3.Sunormuoti sugerties ir fluorescencijos spektrus. Patikrinti veidrodinio
atspindzio désni. [vertinti fluorescencijos maksimumo bangos ilgi, Stokso poslinki ir
apskaiciuoti grynai elektroninio Suolio daznj vo.

4.Palyginamuoju budu apskaiciuoti tiriamojo bandinio fluorescencijos kvantini
nasuma.

3. Teoriné dalis

3.1. Absoliuciai juodo kiino spinduliavimas ir liuminescencija

Gamtoje yra stebimos jvairios spinduliavimo rtsys:

— chemiliuminescencija — spinduliuojantis kiinas naudoja savo viduje
vykstanc¢iy cheminiy reakciju iSlaisvinta energija;

— biochemiliuminescencija — biologinis objektas naudoja biocheminiy vyksmuy
metu iSlaisvinta energija;

— fotoliuminescencija — spinduliuojantis kiinas naudoja sugerta Sviesos
energija;

— elektroliuminescencija — dujos ar garai naudoja elektros i§lydzio energija;

— Siluminis spinduliavimas — kiinas spinduliavimo metu naudoja Siluming
energija.

IS visy Zinomy spinduliavimo rtsiy Siluminis spinduliavimas iSsiskiria viena
i§skirtine savybe. Tegu tam tikroje ertméje, kurios sienelés visiSkai atspindi Sviesa,
yra patalpintas ikaitintas ktinas. Jei per laiko vieneta Sis kiinas i§spinduliuos daugiau
energijos nei sugére, tai jo temperatira turés mazéti (ir atvirksciai). Tokiu bidu
spinduliuotés intensyvumas didés ar mazés, kol pagaliau nusistovés pusiausvyros
biisena. Tokia pusiausvyros biisena yra stabili. Bet kaip ja pazeidus, sistema vél sugris
1 stabilia biisena. Tokiu biidu galima teigti, kad Siluminis spinduliavimas yra
pusiausvyrasis.

PrieSingai  Siluminiam, bet koks kitos ruSies spinduliavimas yra
nepusiausvyrasis. ISnagrinékime, pavyzdziui, fotoliuminescencijos atveji. Tarkime,
kad Sviesa suzadintas kiinas yra patalpintas spinduliuotés nesugeriancioje ertmeéje,
kurios sienelés visiskai atspindi $viesa. Sio kiino spinduliuoté laikui bégant slops.
Nezitrint { tai, kad Sis kiinas sugers dalj atspindétos nuo sieneliy Sviesos (kurios gali
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18ilti), jis nieckuomet nebesugris i prading biisena. Juk tam, kad grazinti kiing i prading
bisena, reikia ji zadinti trumpesnio bangos ilgio Sviesa, nei jis spinduliuoja (Stokso
désnis). Taigi, Sis pavyzdys rodo, kad fotoliuminescencija — tai nepusiausvyrasis
spinduliavimas. Analogiskai iSnagringj¢ ir kitas spinduliavimo riisis gausime ta pacia
iSvada: visos neSiluminio spinduliavimo riiSys yra nepusiausvyrojo pobiidzio.
Siluminis spinduliavimas kartais vadinamas temperatiiriniu.

Pagrindinis dydis, apibtdinantis kiino S$ilumini spinduliavima, yra jo
temperatiira. Keliant kokio nors kiino (pvz., anglies, metaly ar ju oksidu) temperatura,
spinduliuoté tampa vis ryskesne, o jos spektras pasipildo vis trumpesnémis bangomis.
Be to, pastebéta, kad skaidriis kiinai (kvarcas, stiklas ir kt.) sugeriantys toje pacioje
temperatiiroje spinduliuoja skirtingo ryskio $viesa. Si désninguma 1809 m. pirmasis
suformulavo Pnevo: jei du kiinai per laiko vieneta sugeria skirtinga energijos kieki, tai
ir ju spindulivoté turi buti skirtinga. Kiekybing §io désnio iSraiSka 1859 m. pateike
Kirchofas (Kirchhoff). Kiino S$iluminiam spinduliavimui kiekybiSkai apraSyti
ivedamos spinduliavimo ir sugerties pajégumuy savokos. Spinduliavimo pajégumas E
— tai energijos srautas, spinduliuojamas kiino vienetinio pavirSiaus visomis kryptimis.
Tuomet, remiantis auks$c¢iau iSdéstytomis mintimis, akivaizdu, kad ikaitinto kiino
spinduliavimo pajégumas E priklauso nuo jo temperatiiros T bei spektrinio daznio v,
kuriame matuojamas energijos srautas

dd=FE, ,dv, (1)
¢ia E,r - koeficientas, nusakantis kiino, kurio temperatira yra T, spinduliavimo (v
spektriniame daznyje) pajéguma.

Jei 1 kiino ploto vieneta krenta Sviesos srautas d®, tai tam tikra jo dali d®°
sugers $is kinas. Santykis kiino sugertos Sviesos srauto d®° su kritusiu 1 ji d® yra
vadinamas kiino sugerties pajégumu A, t.y.

do'
A= 10 (2)

Maksimali galima A vert¢ yra 1. Kinus, kuriy sugerties pajégumas visu
temperattiry ir dazniy intervale A, 1=1, Kirchofas pavadino absoliuciai juodais kiinais.

Absoliuciai juodo kiino spektrini spinduliavimo pajéguma pazyméje &,r1, O
sugerties o, 1, galima uzraSyti Kirchofo désni

EV,T gvT

= 2 =& , 3
A a o v,T ( )

v,T
kadangi a,, 1=1.

Gamtoje paprastai sutinkame kiinus, kurie negali buiti priskirti absoliuciai
juodiems. Ju A, 1<1. Tokie kiinai vadinami nejuodais kiinais.

IS Kirchofo désnio (3) seka, kad E, 1=¢, 1 A, 1. Vadinasi, nejuodiems kiinams
(kuriy A, r<l) spinduliavimo pajégumas E,r<e,1. Tai reiSkia, kad nejuodo kiino
spinduliavimo pajégumas bet kokiam dazniui negali buti didesnis uz absoliuciai juodo
kiino, esancio toje pacioje temperatiiroje, spinduliavimo pajéguma.

Kirchofo désnis 1§ esmés nusako, kad absoliuciai juodo ktino spinduliavimo
pajégumas yra daznio ir jo temperatiros funkcija, t.y. &,7=f(v,T). Tiriant Sios
funkcijos iSraiSka pradzioje buvo suformuluotas Stefano (Stefan) ir Bolcmano
(Boltzmann) désnis, nusakantis sumini absoliu¢iai juodo kiino spinduliavimo
pajéguma er:

0

Er =j8V’TdV=O'T4 : 4)

0



¢ia o — Bolcmano konstanta.
Véliau 1893 m. Vinas (Wien) teoriSkai suformulavo antraji absoliuciai juodo
kiino spinduliavimo désni:

c’ c j
e, ,r=—7fl—1; 5
v,T 2’5 /IT ( )

¢ia ¢ — Sviesos greitis terp¢je (vakuume), o f — funkcija, kurios Vinas nejstengé
nustatyti. Nors Siame Vino désnyje funkcija f(c/AT)=f(v/T) néra uzrasyta, taiau i$ jo
gaunama viena svarbi iSvada. Panagrinékime, kaip elgiasi Siluminio spinduliavimo
maksimumas &nay. Siuo tikslu isdiferencijave (5) ir prilygine nuliui gauname $itokia
iSraiska:
A-g,... T =const. (6)

Si lygtis isreiskia taip vadinama Vino poslinkio désni, kuris teigia, kad absoliuciai
juodo ktino spinduliuotés spektrinio intensyvumo maksimumas, keliant temperatiira,
slenka i trumpuyjy bangy puse. Siuo désniu pagrista pirometrija.

Véliau buvo bandoma gauti tikslia funkcijos f(v/T) iSraiSka. Reléjus
(Rayleigh) ir Dzinsas (Jeans) pateiké Sitokia minétos funkcijos iSraiska:
2

c2

Si Reléjaus ir Dzinso formulé neblogai apraso Siluminés spinduliuotés energijos
pasiskirstyma ilgabangiame S$laite, tuo tarpu trumpabangiame $laite ji prieStarauja
eksperimentui. Sis priestaravimas { fizikos istorija i¢jo ,.ultravioletinés katastrofos“
pavadinimu: dazniui didéjant &, monotoniskai auga iki begalybés — neturi
maksimumo. Sio priestaravimo, aprasant Kirchofo funkcijos &, 1 israiska, prieZastis
glidi klasikinés fizikos pagrindiniuose postulatuose, pagal kuriuos bet kokios
sistemos energija gali tolydziai kisti, t.y. ji gali igauti bet kokias artimas vertes.

Minéta prieStaravima panaikino Plankas (Planck), ivedes kvantuoto energijos
spinduliavimo principa, pagal kuri daznio v osciliatorius gali spinduliuoti tik tam
tikromis porcijomis:

&,r kT . (7)

E,=hv; (8)
&ia h — Planko konstanta (h=6,625 10°* J-s). Si kvantavimo principa pritaikes
absoliuciai juodo kiino spinduliavimui aprasyti, jis pateiké Sitokia absoliuc¢iai juodo
kiino spinduliavimo pajégumo formulg:

8zv?  hv
Eor =" 3 Tm > )
¢ et —1
arba
27’ h ,
o e )
e _ ]

Tai Planck’o formulés, gerai apraSancios absoliu¢iai juodo kiino spinduliuotés
energinj pasiskirstyma spektre.

Gamtoje paprastai mes sutinkame kiinus, kurie néra absoliuciai juodi. Realiy
kiiny Siluminio spinduliavimo spektras skiriasi nuo absoliuciai juodo kiino spektro.
Spektrai sutampa, kai vietoj tikros kiino temperatiiros i (9) arba (9’) formulg iraSoma
skaistinés temperattiros Tr verté. Skaistiné temperatiira — tai tokia temperatiros verte,
kuriai esant realaus ir absoliu¢iai juodo kiiny spinduliuo¢iy intensyvumu
pasiskirstymai sutampa. Tr verté yra mazesné uz tikraja kiino temperatiira. Praktikoje
rySkuminé temperatiira nustatoma specialiu prietaisu optiniu pirometru.



3.2. Daugiatomiy molekuliy fluorescencija ir sugertis

Ankstesniame skyriuje (3.1) buvo parodyta, kad liuminescencija, skirtingai nei
Siluminis spinduliavimas, yra nepusiausvyrasis vyksmas. Vavilovas (Vavilov),
nagrinédamas {vairiy medziagy liuminescencijos reiskinj, atkreipé démesi { tai, kad
liuminescencija 1§ visu kity neSiluminio spinduliavimo rusiy iSsiskiria tik
spinduliavimo trukme. Jis pateiké toki apibrézima: liuminescencija yra vadinamas
nuosavas nepusiausvyrasis perteklinis suzadinty daleliu Svytéjimas tuo atveju, jei jo
trukmé 10 s arba ilgesné.

Liuminescencija yra perteklinis daleliy Svytéjimas ta prasme, kad jis virSija
temperatirini (arba Silumini) spinduliavima, kaip kad seka i$ Kirchofo désnio (3).

Panagrinékime daugiatomiy molekuliy elektroninius energijos lygmenis bei
Suolius tarp ju.

Pagrindin¢je biisenoje visos molekulinés orbitalés yra uzpildytos elektrony
poromis. Pagal Pauli draudimo principa vienoje orbitaléje esanciy elektrony sukiniai
yra prieSingi, todél pagrindinés busenos suminis sukinys lygus nuliui. Suzadinus
molekule virSutinio sluoksnio elektronas perSoka i aukStesng orbitalg. Elektrono
sukinys gali biiti orientuotas ta pacia arba priesinga kryptimi. Tokiu budu suzadinta
molekulé gali buti dvejopy biiseny, kuriy suminiai sukiniai yra 0 ir 1. ISoriniame arba
vidiniame magnetiniame lauke pirmuoju atveju sukinio projekcija gali igyti viena
vertg (0), antruoju — tris vertes (-1, 0 ir 1), todél Sios biisenos atitinkamai vadinamos
singletinémis ir tripletinémis. Paprastai daugiatomiy molekuliu pagrindinés busenos
yra singletinés. ISimti sudaro kai kurios dviatomés molekulés (pvz., O, ), kuriy
pagrindiné¢ biisena yra tripletiné. 1 pav. pavaizduota daugiatomés molekulés
Jablonskio (Jablonski) pasiiilyta energijos lygmeny diagrama. Zadinant $viesa,
medziagos molekulés 1§ pagrindinés singletinés Sy biisenos pereina 1 aukStesnes
suzadintas singletines biisenas (S;,...,S,). Daugiatomiy molekuliy kiekvienas energinis
lygmuo turi daug virpesiniy-rotaciniy polygmeniuy, tod¢l sugerties spektry juostos yra
i$plitusios. Be to, sugerties spektro juosty iSplitima salygoja ir tarpmolekuliné saveika.

Suzadintos molekulés nespinduliniu keliu sparciai (1077 s) relaksuoja i to
paties suzadinto elektroninio lygmens nulini virpesini polygmenj. Toks vyksmas
vadinamas virpesine relaksacija. Nespindulinis Suolis tarp elektroniniy lygmenu
vadinamas vidine konversija. Galiausiai suzadinta molekulé atsiduria S; lygmens
nuliniame virpesiniame polygmenyje. IS Zemiausio suzadinto energinio lygmens S,
galimi trys relaksacijos vyksmai: vidiné konversija S;—S,, interkombinaciné
konversija S;—T; ir fluorescencija — molekulés sugrizimas i pagrinding Sy biisena
isspinduliuojant fotona. Siy vyksmy tikimybés priklauso nuo energinio tarpo AE tarp
S ir Sp lygmenu. Kuo AE didesnis, tuo vidinés konversijos S;—S tikimybé mazesné,
o fluorescencijos tikimybé didesné. D¢l Sios priezasties dazikliai, kuriy pagrindinés
sugerties juostos yra raudonojoje arba artimojoje infraraudonojoje spektro srityje
(700 — 1200 nm) paprastai fluorescuoja silpnai arba fluorescencija i§ viso nestebima.
Tokiy dazikliy fluorescencijos kvantinis nasumas padidéja zemose temperatiirose, kai
vidinés konversijos tikimybé sumazeja. Taigi, fluorescencijos tikimybe (tuo paciu ir
kvantinis nasumas) priklauso nuo konkuruojanc¢iy vyksmuy, kurie mazina suzadintojo
S1 lygmens uZzpilda.

1 pav. pavaizduotoje daugiaatomés molekulés lygmenu diagramoje pazyméti
galimi elektroniniai Suoliai bei suzadintos molekulés deaktyvacijos vyksmu keliai.
Zemiau pateikta trumpa deaktyvacijos vyksmy schema (skliausteliuose pateikti $iy
vyksmy spartos konstanty zyméjimai k=1/t, kur t yra vyksmo trukmeé, ir apytikslés ju
vertes):



suzadinimas (kz~1018 s'l) hvo+So—S; (Sa,...,Sh);

vidiné konversija (ky;~10"" - 10" s™) Shy-..,S—>S +siluma;
vidiné konversija (ky~10"" s™) S1—>So+siluma;
interkombinaciné konversija (kST~107 s'l) S1—T;+siluma;
interkombinaciné konversija (kT~10'2 -10° s'l) T1—SptSiluma;
fluorescencija (kﬂ~108-1011 s'l) S1—>Sothvy ;
fosforescencija (kfosf<106 s'l) T1—Sothvsest ;
uzlaikytoji fluorescencija (kyz) T;+Siluma—S;—>Sethvy .
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1 pav. Daugiaatomés molekulés energijos lygmeny diagrama.

Pagal §vytéjimo trukme liuminescencija skirstoma i fluorescencija (10™'-10
s), fosforescencija (>107 s) ir uZlaikytaja fluorescencija (vidinés virpesinés ar iSorinés
Siluminés energijos déka vyksta Suolis 1§ T; 1 S; lygmeni, 1§ kurio ir vyksta
fluorescencija). UZzlaikytoji fluorescencija buidinga medziagoms, kuriy energinis
tarpas tarp S; ir T; lygmeny yra mazas (mazdaug kT eilés). Tokiu biidu uzlaikytosios
fluorescencijos daznis lygus fluorescencijos dazniui, taciau Svyté¢jimo trukmé yra
zymiai ilgesné.

3.3. Pagrindiniai sugerties ir fluorescencijos désniai

Sviesos sugertj vienalytése sistemose apraso Bugero (Bouguer) désnis:
I=1I,e"; (10)



¢ia Ip yra kritusios, o I - pragjusios Sviesos intensyvumas, | — optinio kelio ilgis
(bandinio ar kiuvetés storis). Dydis k yra vadinamas sugerties koeficientu. Sviesos
sugerti pigmenty silpnuose tirpaluose apraso Bugero ir Bero (Beer) désnis:

I=1,e"; (11)
Gia o yra sugerties rodiklis, n — pigmento molekuliy skaicius tirio vienete (cm™).
Skai¢iavimuose patogu naudoti deSimtainius logaritmus, todél (11) désni galima
parasyti kitaip:

I=1,10""", (12)
Sioje formuléje & vadinamas ekstinkcijos koeficientu arba tiesiog ekstinkcija.
Medziagos tirpalo koncentracija ¢ iSreiSkiama mol/I=M, optinio kelio ilgis 1 — cm,
todel ekstinkcijos koeficiento dimensija yra M~ cm™. I§logaritmavus (12) formule

lg]70: el . (13)

Dydis T=I/Ip vadinamas bandinio pralaidumu, o D=ecl — bandinio optiniu tankiu.
Taigi, (13) formule galima perrasyti taip:

1
lgF:gcl:D. (14)

ApraSant Sviesos sugerties molekulinése sistemose vyksma, yra jvedama
molekuliy, patalpinty $viesos sraute, sugerties akto statistikinés tikimybés savoka, t.y.
molekuliy sugerties skerspjiivis o. Sugerties akto tikimybé, perskaiiuota vienai
molekulei, yra vadinama sugerties skerspjiiviu:

k
o=—; (15)
n

&ia n — molekuliy skaiius tiirio vienete. Sugerties skerspjivio dimensija yra cm®.

Auksciau apraSyti pagrindiniai fluorescencijos désningumai rodo, kad tarp
sugerties ir fluorescencijos vyksmy yra tam tikras rySys. Pabandykime nustatyti §j rysi
idealioms molekuléms, kuriy fluorescencijos tikimybe biity lygi 1.

Jei Sviesos srauto intensyvumas yra I, tai fotonuy skaicius bus I’hv, o sugerty
fotony skaicius ttrio vienete onl/hv. Tuomet idealioms molekuléms nuostovaus
zadinimo salygomis sugerty fotony skaiCius per 1 s turi bati lygus iSspinduliuoty
fotony skaiciui:

1
onﬁzkﬂn*; (16)
&ia kq - fluorescencijos spartos konstanta [s'], n' - suzadinty molekuliy koncentracija.
Perrasome (16) iSraiska:
I k,(v)n*hv
c(vyn—=-"t—-—"2=, 17)
hv hv,
¢ia vq - fluorescencijos daznis, h — Planko konstanta, o(v)n=k(v).

Nuostovaus zadinimo salygomis kairéje lygybés pus€je esantis narys
I/hv=const., o deSinéje puséje esantis narys kn(v)n'hvy idreidkia fluorescencijos
intensyvuma Iy. Tada (17) iSraiSka galima uzrasyti Sitaip:

1
1l

k(v)-const = (18)
Vv

Si israiska naudojama sugretinant sugerties ir fluorescencijos spektrus, o taip
pat skaiciuojant grynai elektroninio Suolio daznj. Ji yra i§vesta idealioms molekuléms,
kai kiekviena sugerties akta lydi fluorescencijos aktas. Taiau praktikoje, molekuliu
fluorescencijos kvantinis naSumas @q<1. Nezilrint i tai, (18) iSraiska turi savo prasme



ir Sivo atveju. Lyginant sugerties ir fluorescencijos spektrus, (18) formuléje vietoje
sugerties koeficiento galima naudoti ekstinkcijos koeficienta g(v).

Fluorescencija apibudinama jos trukme tp=1/ks. Realiai matuojame jos
gyvavimo trukme t,, mazesng uz tikraja tn, nes lygmens S; uZpildos mazéjimas
salygotas keliy deaktyvacijos vyksmuy: fluorescencijos (kg), vidinés (ky) ir
interkombinacinés (kst) konversiju bei gesinimo (kg), jeigu tirpale yra gesiklio (pvz.,
deguonies). Taigi, tikroji fluorescencijos gyvavimo trukmeé

1

8Tk +hy +hsy + kg [0)
¢ia [Q] — gesiklio koncentracija.
Fluorescencijai buidingi tam tikri désningumai. Egzistuoja ir iSimtys, bet jos
yra retos. Jei pigmentams koks nors i§ zemiau iSvardinty désningumy negalioja, tai
galima daryti iSvada, kad §1 medziaga pasizymi ypatingomis savybémis.

(19)

3.3.1. Fluorescencijos spektro nepriklausomumas nuo zadinancios spinduliuotés
bangos ilgio

Fluorescencijos spektras paprastai nepriklauso nuo Zadinancios $viesos bangos
ilgio. Tai rodo, kad susidaro tam tikra konkreti, nepriklausanti nuo Zadinancios
spinduliuotés bangos ilgio, suzadintosios molekulés biisena, i§ kurios ir vyksta
fluorescencija. Si biisena — tai Zemiausias virpesinis pirmosios suzadintos elektroninés
S; biisenos polygmenis. IS Sio désnio seka, kad fluorescencija galima tik i§ Zemiausio
suzadinto S; elektroninio lygmens. Jei molekul¢ suzadinama | aukStesnjji S,
elektroninj lygmeni, tai ji greitai nespinduliniu biidu (vidin¢ konversija) relaksuos | S;
elektronini lygmenj, o véliau virpesinés relaksacijos keliu atsidurs zemiausiame
virpesiniame elektroninés biisenos polygmenyje. Gilesné fizikiné priezastis to fakto,
kad nestebima molekuliy fluorescencija i§ auksStesniu suzadinty elektroniniy lygmenuy
(egzistuoja labai retos iSimtys) yra ta, kad nespindulinio Suolio tikimybé¢ priklauso nuo
energinio tarpo tarp lygmeny. Kadangi energinis tarpas tarp auksStesniyju suzadinty
elektroniniy lygmeny mazéja, tai ir nespindulinio Suolio tikimybé smarkiai didéja.
Taigi, tarp auksStesniyju elektroniniy lygmenuy galimi tik nespinduliniai Suoliai.

3.3.2. Stokso désnis

1852 m. Stoksas pasteb&jo, kad medziagy fluorescencijos bangos ilgis Aq yra
visuomet didesnis uz sugertos Sviesos bangos ilgi As. Fluorescuojanciy molekuliy
tirpaluose ir kristaluose tarp suzadinimo ir spinduliavimo susidaro neiSvengiami
energijos nuostoliai (iSimtj sudaro atomai dujinéje fazéje). Pagrindiné priezastis yra
ta, kad suzadintoji molekul¢ greitai relaksuoja | Zemiausia virpesini S; lygmens
polygmenij, 1§ kurio ir vyksta spindulinis Suolis (fluorescencija). Taigi, yra
i§spindulivojama tik dalis sugertos energijos. Likusi energijos dalis hvs-hvy
sukaupiama molekulése perteklinés Siluminés energijos forma, kuri yra atiduodama
aplinkai. 2 pav. pateiktos daugiaatomiy molekuliy { maksimumus normuotos sugerties
ir liuminescencijos kreivés. Fluorescencijos juosta dalinai persikloja su sugerties
juosta. Juosty persiklojimo srityje, kur vg>vy (uzbruksniuota sritis), Stokes’o désnis
negalioja. Tai antistoksin¢ sritis (vg>Vs), kurioje molekulé iSspinduliuoja didesnés
energijos kvanta nei sugéré. Pagal energijos tvermes désni tai gali jvykti tik tuomet,
kai molekul¢ tritkstama energijos dali kompensuoja virpesinés energijos saskaita.
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2 pav. Fluorescencijos ir sugerties spektrai.

Lomelis (Lommel) paSalino §i Stokso désnio prieStaravima ji pakoregaves
tokiu biidu: liuminescencijos spektras ir jo maksimumas visuomet pasislinkes
sugerties spektro ir jo maksimumo atzvilgiu i ilgabange puse. Sis désnis vadinamas
apibendrintu Stokes’o arba kartais Stokes’o ir Lommel’io désniu, kurj galima uzraSyti
taip:

hv ™ <hv™. (20)

3.3.3. Veidrodinio atspindZio désnis

Sis désnis yra i§vestinis i§ auk$¢iau pateikty. Ji galima suformuluoti Sitaip:
normuoti sugerties k(v) ir fluorescencijos Ig(v)/v spektrai yra veidrodiskai simetriski
ties€s, einancios per spektry persikirtimo taska ir statmenos abscisiy (dazniy) asiai,
atzvilgiu.

Taigi, remiantis Siuo désniu sugerties ir fluorescencijos spektry taSkai yra
nutolg nuo simetrijos tasko vy vienodu atstumu Av (2 pav.). Matematiskai tai galima
uZzraSyti taip:

v.-Av=v,,

VytAv=v,. @1
Sudéjus Sias lygybes, gauname matemating veidrodinio atspindzio désnio iSraiska:
Ve t+v,=2v,. (22)
Sia lygybe galima perrasyti Sitaip:
V=V, =2(v,=v,). (23)

Pastaroji iSraiska yra patogi veidrodinio atspindZio désniui tikrinti. Siuo tikslu
braizoma funkcija f(vs)=vs-va. Pagal (23) lygti, galiojant veidrodinio atspindZzio
désniui, gaunama tiesé, kurios kampinis koeficientas lygus 2.

Grieztai kalbant, veidrodinio atspindzio désnis galios, kai bus patenkinta
atitinkamuy sugerties ir fluorescencijos juosty dazniy ir intensyvumu simetrija. Pagal
veidrodinio atspindzio désni sugerties ir fluorescencijos dazniy vertéms, simetrinéms
Vo atzvilgiu, intensyvumai turi biti lygus:

bB(v,) = A(v,), (24)
¢ia B ir A — EinSteino (Einstein) koeficientai sugerciai ir savaiminiam spinduliavimui,
b — tam tikras normavimo koeficientas, ivestas dél to, kad fluorescencijos

intensyvumas matuojamas santykiniais vienetais. Pasinaudojus (21) sarySiu pastaraja
lygybe galima perrayti taip:
bB(v,+Av)= A(v, —Av). (25)



Pabandykime aprasyti intensyvumy pasiskirstyma sugerties ir dazniy juostose.
Tegul p(Ey) yra virpesiniy lygmenu E, uzpildymo tankio funkcija pagrindinéje Sy
elektroningje biisenoje, o a( E,, vs) — Suolio, kurio metu molekulé sugers Sviesos
kvanta hvs, tikimybé. Tuomet galime uzraSyti sugerties intensyvumo pasiskirstymo
lygti:

I (v)=nhv Tp(Ev)a(Ev,vS)dEv. (26)
Analogiskai uzraSome ir spinduliniZ:loéuoliui i§ suzadintojo lygmens:

I,(v)=nhv jp(E:)f(E:,Vﬂ)dE:, 27)
Cia p(EV*) - virpesiniy ly§menzouipildymo tankio funkcija suzadintoje S
elektronin¢je busenoje, f(E,, va) — spindulinio Suolio, kurio metu molekule

18spinduliuoja Sviesos kvanta hvy, tikimybé.

Tuo atveju, kai simetrinéms v, atzvilgiu sugerties ir fluorescencijos dazniy
vertéms intensyvumai yra lygis, pasinaudojus (25), (26) ir (27) formulémis galime
uzrasyti

b (BB, vy + AVME, = [ p(E)A(E v, )dE. (28)
Ey Ey=0

IS Sios formulés seka, kad veidrodinio atspindzio désnis pilnai galioja, kai (20)

lygybéje yra tenkinamos $ios salygos:
p(E,)=p(E)), (29)
bB(E,,v, + Av)= A(E,,v, — AVv). (30)
(29) salyga reikalauja, kad molekuliy virpesiniy lygmeny uzpilda tiek pagrindinéje,
tiek ir suzadintoje biisenose bty lygi, t.y. molekuliy virpesiniy lygmeny strukttra
pagrindinéje ir suzadintoje biisenose iSlikty vienoda. Tai iliustruoja 3 pav., a, kuriame
pavaizduotas molekulés harmoninio osciliatoriaus modelis (pagrindingje ir
suzadintoje elektroninése biisenose virpesiniai polygmenys iSsidést¢ vienodai ir

Y Z) _—
3

Y 4

[y

a b c

3 pav. Elektroniniy-virpesiniy lygmeny ir Suoliy tarp ju diagrama:
a) simetriniai liuminescencijos (L) ir sugerties (S) spektrai (harmoninio osciliatoriaus
modelis); b) simetriniai liuminescencijos ir sugerties spektrai (harmoninio osciliatoriaus
modelis); ¢) nesimetriniai liuminescencijos ir sugerties spektrai (anharmoninio
osciliatoriaus modelis).



ekvidistanciskai). Siuo atveju dazniy simetrija galios. Veidrodinio atspindZio simetrija
galios ir anharmoninio osciliatoriaus atveju (3 pav., b), kai virpesiniai polygmenys
iSsidéste neekvidistanciskai, bet juy iSsidéstymas pagrindingje ir suzadintoje biisenose
vienodas. Jei pagrindinéje ir suzadintoje elektroninése biisenose virpesiniuy
polygmeniy iSsidéstymas nevienodas, tuomet sugerties ir fluorescencijos dazniy
simetrija nebus stebima. Toks atvejis pavaizduotas 3 pav., c.

Dabar panagrin¢kime (30) lygybg. vy yra elektroninio Suolio daznis. Tuomet
hAv nusako virpesinés energijos pokyti elektroninio virpesinio Suolio metu. Konstanta
b yra buidinga duotai medziagai ir iSlieka pastovi visuy dazniy vertéms. Kitaip sakant,
Suoliy i§ pagrindinés biisenos virpesiniy polygmeniy, kuriy metu molekulés virpesiné
energija pakinta dydziu AE,, tikimybés bus proporcingos Suoliy 1§ suzadintos biisenos
virpesiniy polygmeniy, kuriy metu virpesiné energija pakinta tuo paciu dydziu,
tikimybéms.

3.4. Fluorescencijos kvantinis naSumas

Fluorescencija yra charakterizuojama jos energiniu arba kvantiniu naSumu.
Energinis nasumas - iSspinduliuotos Ejq ir sugertos Eg energiju santykis:
E
=1 31)
ES
Kvantinis nasumas — per ta pati laika iSspinduliuoty Ny ir sugerty Ny fotony skaiciy
santykis:

Pen

N
-1 32
¢kv NS * ( )
Nesunku jsitikinti, kad
1%
Pen = Pkv _‘./l, (33)

S
¢ia vy ir vs — vidutinés fluorescencijos ir sugerties dazniy vertés. Kadangi ve>vy, tai
(Pen<(ka .

Pagal Lomelio désnj suzadintos molekulés fluorescuoja visomis kryptimis, todél,
matuojant energini fluorescencijos naSuma, reikia tiksliai iSmatuoti sugertos ir { visa
erdve iSspinduliuotos energijos srauty absoliutines vertes.

Apskaiciuoti fluorescencijos energini ir kvantini nasuma pagal (31) — (33)
formules, remiantis absoliutiniais sugertos ir iSspinduliuotos energijos matavimais, yra
sudétinga. D¢l Sios priezasties fluorescencijos kvantinis naSumas praktikoje dazniausiai
matuojamas palyginamuoju biidu. Jo esmg sudaro tai, kad vienodomis eksperimento
salygomis yra iSmatuojami etalono ir tiriamojo tirpalo fluorescencijos integraliniai
intensyvumai:

) ) j F(A)dA j c“e“(A)dA
O = const= @i [Feda [ca2)da

gia F(L) ir F¥(L) - tiriamojo bandinio ir etalono kvantinio intensyvumo funkcijos
(F(M)=Ig/hvy), ¢ — etalono fluorescencijos kvantinis nasumas, const — spektry
korekcijos koeficientas.

Lygmens S; uzpildos mazéjimas yra salygotas keliy dezaktyvacijos vyksmu:
fluorescencijos, vidinés ir interkombinacinés konversijy, todél fluorescencijos kvantini
naSuma galima uZraSyti naudojant Siy vyksmy spartos konstantas:

(34)



R

kg+ky +ksr
Jeigu tirpale yra gesiklio (pvz., deguonies), tai fluorescencijos kvantinis naSumas bus
mazesnis:

Pkv (35)

kg+ky +ksp +kglO]
Fluorescencijos kvantiniy nasumy be gesiklio ir esant gesikliui santyki apraso Sterno
(Stern) ir Volmerio (Vollmeer) formulé:

2 1+ k[0], 37)

Pg
kur fluorescencijos gesinimo konstanta

0 (36)

k
g
= ) 38
k a+ ky +kgr (38)
Atliekant eksperimenta matuojamas fluorescencijos intensyvumas, todél kvantini
nasuma patogiau uzraSyti naudojant intensyvumus:

L _kely ¢ (39)

4. Metodiniai paaiSkinimai

Prie§ pradedant darba biutina susipazinti su naudojamy prietaisy aprasais ir
saugaus darbo taisyklémis.

Laboratorinis darbas susideda i§ dviejy daliy. Pradzioje uzregistruojami tiriamy
pavyzdziy (etaloniniy dazikliy, biologiniy pigmenty tirpaly) fluorescencijos ir sugerties
spektrai.

Antroje darbo dalyje apdorojami gauti rezultatai: normuojami sugerties bei
fluorescencijos spektrai ir palyginamuoju budu apskaiiuojamas tiriamo pavyzdzio
fluorescencijos kvantinis naSumas. Rezultatams apdoroti sitilome naudotis programiniais
paketais ,,Origin‘“ ,,Mathcad* ir pan.

4.1. Sugerties spektry registravimas

ParuoSiami tiriamo daziklio (porfirininés prigimties pigmento) ir etaloninio
daziklio (pvz., rodamino 6G) vandeniniai arba spiritiniai tirpalai. Dazikliy
koncentracijos parenkamos tokios, kad 1 mm kiuvetéje optinis tankis nevirSyty 1,0
opt.t.vnt.

Tiriamojo daziklio ir etaloninio bandinio sugerties spektruy registravimui
naudojamas Ocean Optics PC1000 spektrofotometras.

4.2 Fluorescencijos spektry registravimas

Bandiniy  fluorescencija  registruojama  Ocean  Optics  S2000FI
spektrofotometru.  Fluorescencijos registravimo schema pateikta 4  pav.
Fluorescencijos zadinimui naudojamas 1.3 mW galios Sviesos diodas (L), kurio
emituojamos spinduliuotés maksimumas lokalizuotas ties 400nm. LeSiy sistema (L,



L,) diodo emituojama Sviesos signala fokusuoja i bifurkacinio Sviesolaidzio ivada.
Bifurkacini Sviesolaidi sudaro du tarpusavyje sujungti Sviesolaidziai, o treCiame
bifurkacinio Sviesolaidzio gale (BF) atskiry Sviesolaidziy optinés skaidulos sueina i
viena pluosta. Eksperimente buvo naudojamas “saulutés” tipo Sviesolaidis, kuriame
viena Sviesolaidzio gija yra centriné (1), o kitos SeSios — iSsidéste aplink ja ratu (2).
Fluorescencijos surinkimui naudojamos apskritimu iSdéstytos Sviesolaidinés skaidulos
(bifurkacinio Sviesolaidzio i§vade — ta pati skaiduly iSdéstymo tvarka).

Siekiant atsiriboti nuo iSsklaidytos zadinimo Sviesos, tarp L3 ir L4 statomas
filtras F,, tuo tarpu Zadinimo spektriné sudétis priklauso nuo filtro F; optiniy
charakteristiky.

Sviesa (per OF $viesolaidi) patekusi i spektrofotometro darbinj bloka (FL),
sferinio veidrodzio yra kolimuojama { difrakcing gardelg. Difragavusia Sviesa antrasis
sferinis veidrodis iSskleidzia ant fotodiodinés liniuotés. Visas bandinio spektras
gaunamas vienu laiku. Fotodiodai (su CCD pikseliais) iSkrauna kondensatorius,
proporcingai patenkanciy fotony srautui. Pasibaigus kaupinimui, spektro analoginis
signalas paverciamas skaitmeniniu, ir i$ fluorimetro patenka | personalini kompiuterj
(PC). Monitoriuje matomas fluorescencijos spektras.

Fluorescencijos
zadinimas

Lo 1 L,

M~
b
g

/

1L
N

S

Fluorescencijos

surinkimas

| OF

4 pav. Fluorescencijos registravimo schema: PC D FL
L — $viesos diodas; — —
Ly, Lo, Ly, Ly — lcgiai; ‘—-
F — optiniai filtrai; =—
OF — §viesolaidis;
FL — spectrofluorimetras (Ocean Optics S2000F1);
PC — kompiuteris
BF — bifurkacinio $viesolaidzio antgalis:

1) skaidula bandinio zadinimui;

2) apskritimu i§déstytos skaidulos bandinio

fluorescencijos surinkimui;

G - stiklas, (arba kiuveté);
B — bandinys.

Laboratorinio darbo metu naudojama fluorescencijos spektry registravimo
programa “OQOIBase32”. Jos darbo langas pavaizduotas 5 pav.

Prie§ pradedant fluorescencijos matavima, jjungiamas Sviesos diodas. Norint
isitikinti, ar registruojamas fluorescencijos spektras, bifurkacinio Sviesolaidzio galas
priglaudziamas pvz., statmenai prie popieriaus. Kompiuterio ekrane turéty matytis
popieriaus fluorescencijos spektras (intensyvi spektriné juosta 400 — 500 nm srityje).

Pries atliekant etaloniniy dazikliy, biologiniy pigmenty tirpaly fluorescencijos
matavimus pasirenkamas integravimo laikas “Integ. Time” (nuo jusuy pasirinkimo
priklausys registruojamy fluorescencijos juosty intensyvumas).



Pastaba: pasirinke per mazq integravimo laikq, fluorescencijos spektro galite
ir neisskirti is triuksmy fono. Kiekvienam bandiniui integravimo laikas gali biiti
skirtingas, pvz. tai priklausys nuo bandinio koncentracijos, fluorescencijos kvantinio
nasumo. Rekomenduojamas integravimo laikas — apie 3000 ms.

i8]
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5 pav. OOIBase32 programos darbo langas.

Intensyvumo skalé pasirenkama atitinkamai pagal spektro pikuy auksti. Tai

galima padaryti paspaudus “Set scale” EH klaviSa jrankiy paletéje. Norint atsiriboti
nuo prietaiso vidiniy trikdziy, o taip pat nuo trikdziy atsirandanciy dél paSalinés
Sviesos, reikia uzregistruoti tamsini spektra. Tuo tikslu i§jungiama Sviesa bei diodas.
Tamsinis spektras uzregistruojamas komanda “Store dark”. Irankiy paletéje Sia

komanda atitinka = klavisas.

Pastaba: integravimo laikas, spektry vidurkinimo parametrai kurie buvo
nustatyti tamsinio spektro registravimo metu, negali biti keiciami eksperimento
eigoje. Jei vis délto nusprendéte padidinti ar sumaZinti kuri nors i§ parametry,
tamsinis spektras (pakeitus parametrus) turi buti uzregistruojamas is naujo, ir
tolimesni tyrimai atliekami esant naujiems nustatymams. Intensyvumo bei bangos
ilgio skale eksperimento metu gali biti keiciama tamsinio spektro papildomai
neregistruojant.

Tamsinis spektras turi biiti atimamas i§ registruojamo spektro. Tai atlickama

komanda “Substract dark spectrum”. [rankiy palet¢je tai atitinka klavisas. Po Sios
operacijos ekrane turéty matytis ,,Svaresnis“ (su maziau trikdziy) signalas.



Pries registruojant tiriamyjy dazikliy fluorescencija, bifurkacinio Sviesolaidzio
antgalis yra jtvirtinamas i laikiklj. Kiuveté su tiriamuoju tirpalu priglaudziama prie
antgalio. Kaip ir matuojant popieriaus fluorescencijos spektra, antgalis turi biti
statmenas kiuvetés sienelei.

Spektras registruojamas komanda ,,Snapshot“. [rankiy paletéje tai atitinka =
klavisas. Uzregistruotas spektras ijraSomas i pasirinkta aplanka atliekant ,File* —

»dave“ — | Processed“ komandu seka. [rasius spektra, klavisas ,,Snapshot* =
atspaudziamas ir prie Sviesolaidzio galo priglaudziama kiuveté su kitu tiriamuoju
dazikliu.

Pastaba: visi matavimai atliekami tamsoje. Stovas, kuriame jtvirtintas
Sviesolaidis, statomas taip, kad kuo maZiau patekty diodo bei nuo monitoriaus
sklindanti $viesa.

4.3 Pagrindiniy fluorescencijos désningumy patikrinimas

1. Pagal turimus duomenis apskai¢iuojama fluorescencijos fotony srauto
kvantinio intensyvumo funkcija Ig/hvy.

2 Nubraizomi istirty bandiniy sugerties D=f(v) bei fluorescencijos F(v)=Ig/hvqg
spektrai. Po to spektrai sunormuojami i ta pacia vertg ties fluorescencijos ir ja
atitinkancios sugerties juostos intensyvumo maksimumu.

3. Pagal spektriniy juosty susikirtimo taska nustatomas grynai elektroninio
Suolio daznis vy.

4. Vienodoms sunormuoty | maksimumus sugerties ir fluorescencijos spektry
intensyvumy vertéms apskaiciuojama ir nubraizoma funkcija f(vs)=vs-va. Ivertinamas
gautos tiesés kampinis koeficientas.

4.4 Fluorescencijos kvantinio naSumo nustatymas

Norint palyginamuoju biudu apskaicCiuoti pigmenty kvantini naSuma reikia
vienodomis salygomis uZregistruoti etaloninio daziklio ir tiriamo pigmento tirpaly
sugerties ir fluorescencijos spektrus. Pageidautina, kad fluorescencijos spektrai biity
registruojami naudojant plona kiuvete.

Kaip jau min¢jome, pigmento fluorescencijos kvantinis naSumas isreiSkiamas
(32) formule. Jei bandiniai yra Zadinami monochromatiniu Sviesos $altiniu (Saltinio
spektrinés linijos pusplotis Av; yra Zymiai maZzesnis uz pigmento sugerties juostos
pusploti Av, ty. Av;<<Av), tai nuostovaus zadinimo salygomis sugerty fotonu
skaiCius, tenkantis vienam ploto vienetui per laiko vieneta, bus lygus

NY:([O_[):IO(I_T)’ (41)

‘ hv. hv,

¢ia Iy ir I — krintancio i bandinj ir praéjusio pro ji Zadinancios Sviesos pluostelio
intensyvumai, T — bandinio pralaidumas Zzadinanciai Sviesai.

Bandinio molekulés, sugérusios Ny fotony, iSspinduliuos Ny fotony visomis
sferos kryptimis vienodai (Lomelio désnis). Todél, registruodami fluorescencijos
signala tam tikra pastovia kampine aperttira, galime uzraSyti

= af 12O

hv,
¢ia a yra proporcingumo koeficientas, In(v) — spektrinis fluorescencijos intensyvumas.
Tuomet bandinio fluorescencijos kvantini naSuma galima isreiksti taip:

; (42)



I,(v)dv

hv,

(p:am. (43)

Proporcingumo koeficienta a galime apskaiciuoti, jei paimsime etaloninio
daziklio tirpala, kurio kvantinis naumas ¢ yra Zzinomas, ir tomis padiomis salygomis
uzregistruosime jo fluorescencijos spektra. IS (43) formulés etaloninio daziklio atveju
apskaiciuojamas proporcingumo koeficientas:

I,1-T°
a:¢€t 0( ), (44)

et
j L (:) dv
hv
gia T - etaloninio daziklio tirpalo pralaidumas, I"(v) — etaloninio daZiklio tirpalo
fluorescencijos spektrinis intensyvumas. Tada tiriamo pigmento fluorescencijos
kvantinio naSumo iSraiSka galima uZraSyti taip:

JI (v)
0 (1=T) h"ﬂ
=901 Imv) (45)
h et
Kaip seka 1§ (45) lygties tiriamo pigmento kvantiniam nasumui apskaiciuoti
reikia:
1) apskaiciuoti tiriamo pigmento fluorescencijos kvantinio intensyvumo funkcijos
In(v)/hvq plota;

2) apskaiciuoti etaloninio daziklio fluorescencijos kvantinio intensyvumo funkcijos
I5%(v)/hvy™ plota;

3) iSmatuoti tiriamo pigmento pralaiduma T zadinancios §viesos bangos ilgiui;

4) i§matuoti etaloninio daziklio pralaiduma T Zzadinan¢ios §viesos bangos ilgiui.

5. Kontroliniai klausimai

. Absoliuciai juodo kiino spinduliavimo désniai. Planko formulé.
. Kokia yra skaistinés temperattiros fizikin¢ prasme?

. Fluorescencija, jos pagrindiniai désningumai.

. Fluorescencijos registravimo buidai. Fluorimetrai.

AW~
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