





Instrukcja dydaktyczna do ćwiczenia nr  6











Pomiar stopnia polaryzacji luminescencji cząsteczek organicznych w zależności od lepkości roztworu








Aparatura: 


Polarymetr Bauera-Rozwadowskiego o następujących parametrach:


- częstość generatora 1 kHz,


- modulator światła - komorka Billingsa,


- współczynnik załamania światła  płytek w kompensatorze Arago n=1.517, grubość płytek d=1.05 mm,


- napięcie zasilania fotopowielacza 1 kV.





Cel ćwiczenia: Poznanie zagadnień związanych z fotoluminescencją roztworów i użyciem światła spolaryzowanego do badania dynamiki ruchów obrotowych cząsteczek w roztworach, wyznaczenie rozmiarów cząsteczki 








Wymagana jest znajomość następujących zagadnień:





1. Oddziaływanie światła z materią. 


- zapoznać się z pojęciem momentu przejścia i prawdopodobieństwa wzbudzenia, 


- od jakich czynników zależy wartość momentu przejścia a od jakich prawdopodobieństwo przejścia (wartość wektora natężenia pola elektrycznego, różne spiny stanu górnego i dolnego, wzajemna orientacja momentu przejścia i wektora elektrycznego, itp.), 


- jaki jest związek miedzy barwą światła a energią fotonu. 


2. Diagram Jabłońskiego. 


- czy w cząsteczce barwnika prócz stanów singletowych i trypletowych możliwe są np.stany dubletowe i kwartetowe, 


- pokazać na Diagramie możliwe przejścia między stanami w cząsteczce barwnika po wzbudzeniu do stanu S1 i do stanu S2, 


- co decyduje o widmie absorpcyjnym i widmie emisyjnym cząsteczki, 


- wskazać przejścia najszybsze i najwolniejsze. Czy na podstawie analizy Diagramu można uzasadnić regułę Wawiłowa-Kashy, że widmo emisji barwnika nie zależy od sposobu i energii wzbudzenia, 


- czy można przy pomocy fotonu światła czerwonego wzbudzić molekulę barwnika fluoryzującego na zielono? 


3. Anizotropia fluorescencji. 


- definicja anizotropii fluorescencji, 


- związek anizotropii fluorescencji mierzonej przy wzbudzeniu nieskończenie krótkim impulsem światła z anizotropia fluorescencji mierzonej przy wzbudzaniu stacjonarnym, 


- czynniki depolaryzujące, 


- jaki wpływ na anizotropię fluorescencji ma wielkość cząsteczki fluoryzującej, czas gaśnięcia fluorescencji i lepkość ośrodka, 


- wzór Perrina. 


4. Aparatura. 


1. Polarymetr Bauera - Rozwadowskiego. 


- gdzie są umieszczone, jak są ustawione i jaką funkcję spełniają polaryzatory, 


- gdzie są umieszczone i jaką funkcję spełniają soczewki, 


- jak działa kompensator Arago (wzory Fresnela, kąt Brewstera), 


- do rejestracji sygnału użyty jest woltomierz selektywny. Czy mierzy on sygnał stały czy zmienny ? 


- komórka Billingsa - jak działa i jaka rolę tutaj odgrywa. 


2. Lepkościomierz Ostwalda. 











Podstawowe pojęcia, założenia i związki. 





1. Anizotropia emisji





	Wzbudzając promieniowaniem o określonej polaryzacji zbiór molekuł w roztworze, których momenty przejścia (klasycznie wirtualne oscylatory) są rozłożone izotropowo, obserwuje się na ogół anizotropową fluorescencję, to znaczy częściową polaryzację fotoluminescencji.


	Rozważania dotyczące anizotropii fotoluminescencji roztworów są oparte na następujących założeniach :


1. nie istnieją zależności fazowe pomiędzy światłem wzbudzającym fotoluminescencję roztworu i światłem wysyłanym przez molekuły fluoryzujące, gdyż procesy absorpcji i emisji są rozdzielone w czasie, a ponadto molekuły w czasie przebywania w stanie wzbudzonym doznają różnych zaburzeń (założenie  to  jest  słuszne  w  przypadku  wzbudzania  światłem  o  dostatecznie  małym  natężeniu);


2.    emitujące molekuły są źródłami niespójnymi, to znaczy że nie istnieją również zależności fazowe pomiędzy  światłem  wysyłanym  przez  różne  molekuły;


3.  kierunek odpowiedzialnego za emisję momentu przejścia w molekule względem jej osi nie zależy od sposobu  wzbudzania  (kierunek  ten  zależy  od  stanów  molekuły,  pomiędzy  którymi  zachodzi  przejście).


Najbardziej typowym przykładem anizotropowego wzbudzania fotoluminescencji roztworu jest wzbudzanie wiązką równoległą światła liniowo spolaryzowanego lub światła naturalnego. W obu przypadkach pole promieniowania ma symetrię osiową. Dla światła liniowo spolaryzowanego osią symetrii jest kierunek wektora elektrycznego światła wzbudzającego, natomiast przy wzbudzaniu światłem naturalnym - kierunek prostopadły do płaszczyzny drgań wektora elektrycznego w wiązce wzbudzającej.


	Do scharakteryzowania anizotropii pola promieniowania fotoluminescencyjnego przyjmujemy anizotropię  emisji,  zdefiniowaną  następująco:





�, 	          (1 )





 � OSADŹ Equation.2  ���, 				  (2 )





gdzie � OSADŹ Equation.2  ��� są względnymi natężeniami składowych światła fotoluminescencji o drganiach wektora elektrycznego równoległych do trzech osi prostokątnego układu współrzędnych, którego orientację dobieramy tak, aby występowała możliwie największa różnica natężeń składowych najsilniejszej i nasłabszej.Jeżeli przez � OSADŹ Equation.2  ��� oznaczamy składową najsilniejszą, a przez � OSADŹ Equation.2  ���- najsłabszą, to orientacja musi być taka, by � OSADŹ Equation.2  ��� osiągnęło wartość maksymalną. Osiowa symetria pola wymaga, aby natężenia składowych  prostopadłych  do  osi  symetrii  były  równe. Dla � OSADŹ Equation.2  ���   z powyższych równań otrzymujemy zależność :





� OSADŹ Equation.2  ��� .			          (3 )





Gdy wzbudzamy molekuły światłem spolaryzowanym liniowo, � OSADŹ Equation.2  ��� jest składową równoległą do wektora elektrycznego E światła wzbudzającego (� OSADŹ Equation.2  ���), a � OSADŹ Equation.2  ��� są składowymi prostopadłymi do tego kierunku. Stąd, na podstawie poczynionych założeń i równań dochodzimy do wzoru opisującego anizotropię emisji r 





� OSADŹ Equation.2  ��� , 			        (4 )








gdzie � OSADŹ Equation.2  ��� jest  całkowitym  natężeniem.  Znak  r  tak  dobrano  w  powyższych wzorach by � OSADŹ Equation.2  ��� dla � OSADŹ Equation.2  ��� i � OSADŹ Equation.2  ��� dla � OSADŹ Equation.2  ���.                                        	





	Maksymalną anizotropię fluorescencji otrzymujemy wtedy, gdy nie występują żadne czynniki depolaryzujące. W przypadku wzbudzania światłem liniowo spolaryzowanym, w obszarze długofalowej absorpcji zbioru izotropowo rozłożonych molekuł fluoryzujących, w sztywnym przezroczystym ośrodku obserwujemy graniczną anizotropię emisji bliską teoretycznej wartości � OSADŹ Equation.2  ���.


	Jeżeli całkowite natężenie fluorescencji I zanika zgodnie z prawem wykładniczym





� OSADŹ Equation.2  ��� , 			   ( 5 )





a anizotropią emisji jest funkcją czasu � OSADŹ Equation.2  ���, to równania na zanik oddzielnych składowych równoległej � OSADŹ Equation.2  ��� i prostopadłej � OSADŹ Equation.2  ��� można zapisać w postaci:





� OSADŹ Equation.2  ��� , 			( 6 )





� OSADŹ Equation.2  ���  .			( 7 )





	Anizotropia fluorescencji jest redukowana wskutek rotacyjnych ruchów molekuł. W wypadku większych stężeń molekuł luminezujących zmniejsza się ona ponadto wskutek międzymolekularnej migracji energii wzbudzenia. Powyższe czynniki depolaryzujące, poza drganiami torsyjnymi, można wyeliminować przez  odpowiedni  dobór  warunków  doświadczalnych. 


	Doświadczalnie wyznaczona anizotropia emisji  r (t, n, T ) zależy od wielu statystycznie niezależnych czynników i może być przedstawiona w postaci iloczynu różnych  funkcji  czasowych: 





� OSADŹ Equation.2  ���. 		        ( 8 )





	Obserwowaną graniczną anizotropią emisji jest � OSADŹ Equation.2  ���. Wartość � OSADŹ Equation.2  ��� zależy od kąta ( między momentami przejść absorpcji i emisji: 





						� OSADŹ Equation.2  ���					   ( 9 )


. 		


� OSADŹ Equation.2  ��� wyraża redukcję � OSADŹ Equation.2  ��� w wyniku  termicznych ruchów rotacyjnych molekuł. � OSADŹ Equation.2  ���   uwzględnia redukcję � OSADŹ Equation.2  ��� wskutek rezonansowej migracji energii ( n jest stężeniem molekuł  luminezujących).


	Termiczne ruchy rotacyjne molekuł luminezujących, jak i migracja energii wzbudzenia mają wpływ na składowe natężeń  � OSADŹ Equation.2  ���  i � OSADŹ Equation.2  ��� poprzez zmianę anizotropii emisji r(t) w czasie zaniku fluorescencji.








2. DEPOLARYZACJA  ROTACYJNA  FLUORESCENCJI  MOLEKUŁ  KULISTYCH


	W przypadku bardzo lepkich i sztywnych roztworów słuszne jest założenie, że nie występują ruchy rotacyjne molekuł luminezujących. W ciekłych rozpuszczalnikach cząsteczki wykonują obroty brownowskie pod wpływem ruchu cieplnego. Podstawą teorii ruchów Browna jest założenie, że molekuły znajdują się pod działaniem bezładnych przypadkowych uderzeń ze strony molekuł rozpuszczalnika. Z każdą z  kulistych cząsteczek  związany  jest  liniowy  oscylator ( moment przejścia ).


Orientację molekuł w przestrzeni wyznaczają kąty � OSADŹ Equation.2  ��� i � OSADŹ Equation.2  ���, oznaczające położenie określonego kierunku, jakim w tym wypadku jest kierunek dipolowego momentu przejścia � OSADŹ Equation.2  ���. Rozkład orientacji wzbudzonych cząsteczek jest opisany rozkładem prawdopodobieństwa � OSADŹ Equation.2  ���. W celu znalezienia funkcji� OSADŹ Equation.2  ��� stosujemy równanie dyfuzji opisujące brownowskie ruchy rotacyjne luminezujących molekuł. Występujący w nim współczynnik dyfuzji rotacyjnej D związany jest z lepkością � OSADŹ Equation.2  ��� rozpuszczalnika i objętością V molekuły luminezującej następującym wzorem: 





� OSADŹ Equation.2  ��� ,  				     ( 10 )


gdzie k jest stałą  Boltzmanna i T - temperaturą bezwzględną.





	Można pokazać, że w wyniku wzbudzenia w chwili początkowej t =0 anizotropia fluorescencji izotropowego roztworu kulistych drobin zanika wykładniczo





� OSADŹ Equation.2  ���. 			        ( 11 )





	Pomiary anizotropii wykonuje się często przy ciągłym naświetlaniu. Jeśli obliczymy wówczas średnią czasową wartość funkcji r( t ) to uzyskamy: 





� OSADŹ Equation.2  ���,  			       ( 12 )





przy założeniu, że gaśnięcie całkowitego natężenia I światła fluorescencji (emitowanego we wszystkich kierunkach)  odbywa się zgodnie z prawem wykładniczym





� OSADŹ Equation.2  ��� , 			          ( 13 )





gdzie � OSADŹ Equation.2  ��� jest średnim czasem życia. Równanie Perrina (13) przedstawia się często w postaci





� OSADŹ Equation.2  ��� , 				       ( 14 )





gdzie � OSADŹ Equation.2  ���  jest czasem relaksacji rotacyjnej molekuł luminezujących. 














Polarymetr Bauera-Rozwadowskiego























Wykonanie ćwiczenia





1. Przygotować serię 6 roztworów glicerolowo-wodnych fluoresceiny (m.cz.332.32)  o stężeniu 2*10-5 M/dm3 i o różnej lepkości mieszając wodę z glicerolem w taki sposób, aby odwrotności lepkości poszczególnych roztworów różniły się w przybliżeniu o stałą wartość (skorzystać w tym celu z odpowiednich tabel). 


2. Wyznaczyć lepkości uzyskanych roztworów lepkościomierzem Ostwalda.


3. Wyznaczyć kąty ustawienia kompensatora Arago odpowiadające pełnej depolaryzacji światła padającego na komórkę Billingsa dla wszystkich roztworów. Pomiary należy przeprowadzić kilkakrotnie.


4. Obliczyć anizotropię emisji ze wzoru Neumanna.


5. Sporządzić wykres zależności odwrotności anizotropii emisji od odwrotności lepkości i dopasować linię prostą. Znaleźć nachylenie i punkt przecięcia prostej z osią rzędnych.


6. W oparciu o dane uzyskane w punkcie 5 wyznaczyć kąt między momentami przejść absorpcji  i emisji oraz promień cząsteczki fluoresceiny (przyjąć, że cząsteczka ma kształt kulisty, a czas życia jej stanu wzbudzonego wynosi 5 ns).


7. Przeprowadzić dyskusję błędów.  
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