Fluoreszenz Grundlagen

Fluoreszenz

Grundlagen

Aktivierung

Bei der Bestrahlung eines Atoms oder Molekiils werden abhéngig von der Wellenldnge
der Strahlung verschiedene Effekte erzeugt.
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Wie im obenstehenden Schema gezeigt, finden bei Bestrahlung mit Licht der
Wellenldinge von etwa 200 bis 700 nm Elektroneniiberginge statt. Es kommt zur
Lichtabsorption, die mit einem Ubergang des Molekiils in einen elektronisch
angeregten Zustand unter Anderung der Elektronenkonfiguration einhergeht.
Gleichzeitig finden Schwingungsanregungen statt, da die Schwingungsniveaus dichter
liegen als die Niveaus fiir die elektronische Anregung wund aullerdem
Rotationsanregungen, die noch tiefer als die Schwingungsiiberginge liegen.

Ea(Rotation) < Ea(Schwingung) < Ea(Elektroneniibergang)

Geht man vom Grundzustand (Singulettzustand Sy, T!) des Molekiils aus, so kann die
Absorption von Strahlung Elektronen von einem besetzten Orbital in ein energetisch
hoher liegendes unbesetztes Orbital {berfiihren. Die Spinorientierung wird
normalerweise beibehalten, weshalb nach der Anregung wiederum ein Singulettzustand
(S1, Sy, ...) vorliegt.

Die Anregung erfolgt unter Beachtung des
Franck-Condon-Prinzips. Dieses besagt, dass der
elektronische Ubergang so schnell erfolgt, dass die
schweren Kerne ihre gegenseitige Lage nicht
veridndern konnen und der Ubergang im Diagramm
vertikal erfolgt. Das Molekiil kann sich also nach ¢
der Absorption in verschiedenen | ~
Schwingungsniveaus des elektronisch angeregten { 7
Zustandes befinden. Ubergiinge von S, in einen \ /
Triplettzustand (T, Ty, ..., 1) unter Spinumkehr \ [Fiuoreszenz

sind verboten und finden daher nur sehr selten N/

statt.  Ubergdnge von T; zu  hdheren >
Triplettzustdnden sind erlaubt.

Absorption
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Fluoreszenz Grundlagen

Desaktivierung

Die Desaktivierung eines elektronisch angeregten Molekiils kann auf vielfdltige Weise
erfolgen. Das angeregte Molekiil kann an einer chemischen Reaktion teilnehmen und so
seine Energie abgeben (photochemische Reaktion). Ferner gibt es mehrere
physikalische Desaktivierungsmdoglichkeiten, mit und ohne Emission von Strahlung.

Strahlungslose Desaktivierung

Da keine messbare Strahlung emittiert wird, sind diese Prozesse nur schwer direkt zu
verfolgen. Sie sind jedoch indirekt an schlechten Quantenausbeuten nach der Anregung
erkennbar.

Zu  den strahlungslosen ~ Prozessen  zdhlt  die innere Konversion
(internal conversion, IC), die unter Spinerhaltung ablauft, also z. B. S; — Sy oder
T, — T1. Der Ubergang erfolgt isoenergetisch und dauert etwa 10~ s. Dazu gehdren

a) Die  Schwingungsrelaxation von einem &
hoéheren Schwingungsniveau in den
Schwingungsgrundzustand eines angeregten
Zustandes. Dies kann z.B. durch
ZusammenstoBe mit anderen Molekiilen - 7 N ——
erfolgen.
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b) Der Ubergang von einem Schwingungsniveau
eines  hoher  angeregten elektronischen
Zustandes zu einem entarteten
Schwingungsniveau des nichst niederen elektronischen Zustandes gleicher
Multiplizitt.

c¢) Die Schwingungsrelaxation des Sy-Zustandes zu seinem Schwingungsgrundzustand.

Der zweite strahlungslose Prozess ist der Systemiibergang (intersystem crossing, ISC).
Er erfolgt ebenfalls isoenergetisch und stellt einen Ubergang von einem
Schwingungsniveau eines hoher angeregten elektronischen Zustandes zu einem
entarteten Schwingungsniveau des nédchst niederen elektronischen Zustandes
unterschiedlicher Multiplizitdt dar (z. B. S; — T;), wobei Spinumkehr stattfindet. Die
Dauer fiir einen ISC betriigt analog zum IC etwa 1072 s.

Singulett . . .. .
Die Voraussetzung, dass iiberhaupt Uberginge

Triplett zwischen verschiedenen Zustinden auftreten
konnen, ist das  Vorhandensein  von
Schnittpunkten zwischen deren Potenzialkurven
oder eine grof3e Uberlappung der
isoenergetischen Schwingungswellenfunktionen.
\ 7 Das nebenstehende Bild zeigt einen ISC von
\ / einem Singulett-Niveau zu einem entarteten
\ / Triplett-Niveau und anschlieender
\ Phosphoreszenz Phosphoreszenz in ein Niveau des So-
\t7 Grundzustandes.

Singulett
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Fluoreszenz Grundlagen

Als Quenching bezeichnet man eine intermolekulare strahlungslose Desaktivierung
(auch ,Loschung®), wobei es zur Singulett-Singulett- und Triplett-Triplett-
Energietlibertragung bei Stoéflen mit anderen Molekiilen (Quencher) kommt.

Singulett—Singulett Triplett—Triplett

*

D+ A > D + A D"+ 'A > D + A
M)+ N> N () ™M+ N o> N (M)

* *

Bei der Triplett-Annihilierung befinden sich sowohl das Molekiil, als auch der
Quencher zunédchst im T-Zustand, nach dem Stof3 ist das Molekiil im Sy-Zustand und
der Quencher im S,-Zustand.

*

D + A N D + A
N o+ W > N +  (h”

(hoherer Anregungszustand)

* #ok

Desaktivierung unter Emission

g _1 Zur Desaktivierung unter Emission von

1 -0 Strahlung stehen ebenfalls zwel
verschiedene Wege zur Verfligung. Bei der
Fluoreszenz erfolgt ein Ubergang vom

< <

Y
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ng Schwingungsgrundzustand des niedrigsten
| Absorption = — elektronisch angeregten Singulettzustandes

zu  einem  Schwingungsniveau  des
elektronischen  Grundzustandes (Kasha-
Regel). Durch die oben erwihnte
A Schwingungsrelaxation ist die Fluoreszenz
gegeniiber der Absorption zu groferen

Wellenldngen verschoben (Stokes-Shift).
Singulett

Triplett
Phosphoreszenz bezeichnet den Ubergang vom
Schwingungsgrundzustand des ersten
angeregten Triplettzustands in den g Simguled
Grundzustand Sy. Ubergiinge mit Spinumkehr
sind eigentlich quantenmechanisch verboten. \ 7
Dennoch beobachtet man einen Ubergang mit \ /
geringer Intensitit, da durch Spin-Bahn- \ /
Kopplung das Ubergangsverbot teilweise \ Phosphoreszenz

aufgehoben wird. \<7 R
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Fluoreszenz Grundlagen

Die Absorption und die verschiedenen physikalischen —‘'g—onpo«—
Desaktivierungsmoglichkeiten werden sehr Ubersichtlich in ¢
einem Jablonski-Diagramm dargestellt.

Die roten  Pfeile  symbolisieren  darin  einen ¢
Absorptionsvorgang, die griinen strahlungslose Uberginge.

Fluoreszenz

K
Zeittabelle
Art des Vorgangs Dauer
Absorption 107 — 1075
Fluoreszenz 10°° — 107°s
Phosphoreszenz 1072 — 1075
Internal Conversion 1072 s
Intersystem Crossing 10*- 107"
Schwingungsrelaxation >10"%s

Sédmtliche Desaktivierungsmdglichkeiten konkurrieren miteinander. Daher ist der
Vergleich ihrer Geschwindigkeiten interessant. Da Schwingungsrelaxationen auf einer
Zeitskala von 10™ bis 107" s ablaufen, diirfte Fluoreszenz mit einer Lebensdauer von ca.
10® s kaum oder gar nicht stattfinden. Bei vielen Molekiilen ist IC von S; nach Sy
allerdings stark gehemmt, weshalb hier Fluoreszenz oder Phosphoreszenz erfolgen
konnen.

Der Zusammenhang zwischen pK- und pK -Werten (Forster-Zyklus)

Das undissoziierte Molekiil ROH und das Anion RO~ weisen im allgemeinen Fall
unterschiedliche Anregungsenergien E und E’ auf. Aus thermodynamischen Griinden
besteht ein wichtiges Verhéltnis zwischen den Differenzen pK—pK* und E-E’, mit dem
man die pK'-Werte bestimmen kann.

Aus der allgemeinen Beziehung

pK=-logK =1In

K : Gleichgewichtskonstante
In 10

und der Formel fiir die freie Standardreaktionsenthalpie AG®
AG’ =-RT-InK AG": freie Standardreaktionsenthalpie

ergibt sich durch Differenzbildung:

. AG’—AG"”
K-pK'=—/———
PP RT-In10
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Fluoreszenz Grundlagen

Die freie Standardreaktionsenthalpie ist experimentell jedoch nur schwer bestimmbar,
daher muss die Messung auf eine andere Weise erfolgen. Da die Reaktion unter
konstantem Druck durchgefiihrt wird und das Volumen der Probe wihrend des

Reaktionsverlaufs annihernd konstant bleibt, kann A,G" durch die Freie Energie AF°
ersetzt werden, welche spektroskopisch gemessen werden kann.

Die Freie Energie AF’ ist definiert nach:

AF’ =AU’ -T-AS° F: Freie Energie
U: Innere Energie
S:  Entropie

Der Forster-Zyklus ist ein Kreisprozess, der sich die Tatsache zunutze macht, dass die
Anderung der Inneren Energie U als Anregungsenergie E spektroskopisch messbar ist.

Im nebenstehenden Diagramm werden o

Energiebeziehungen deutlich. Es werden die o s 4 Ur-

Anregungsenergien fiir die undissoziierte Form . 1T i Fa-
. . .. 0*

AE(RH) und die dissoziierte Form AE(R") J AF

gemessen. 0Damit ist die Anderung der Inneren E,=AU" E, =AU

Energie AU" bekannt.

Es kann angenommen werden, dass die Anderung ——Ug-

der Entropie TS" sowohl im Grund- als auch im U’ o0 AFS— TSx- Fe.

angeregten Zustand gleich sind. F° .

Die Anderung der freien Energie berechnet sich RH K R +H

daher nach:

AF” = Fg’i —-F”
0 _ 10 0
AF’ =F! —F

Die Anregungsenergien berechnen sich analog durch:
E,=U"-U"
E,=U,-U.

Da es sich um einen Kreisprozess handelt, muss die Addition der Einzelschritte Null
ergeben. Die Gleichung des Prozesses lautet (im Uhrzeigersinn):

E, —TS" +AF” +TS" —E,-TS) —AF'+TS" =0
E,—E, =-TS" + AF" + TS -TS’ —AF’+TS"
E,—E, =AF” - AF"+T(8Y —8”)-T(S)_+8°)
E, —E, =AF” —AF’ + TAS” - TAS’
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Fluoreszenz Durchfiihrung

Da die Entropiednderung AS wie bereits erwdhnt als konstant angenommen werden
kann, also AS’ = AS”" gilt, vereinfacht sich die Gleichung zu

E,—E, =AE = AF” - AF’

Fiir die Frequenz gilt:

AE=h-v
Aus der Beziehung
. AG’-AG"” . AE
K-pK =——— = K-pK' =———
P P RT:-In10 P P RT-In10

folgt nun durch Auflésen nach pK*:

AE

K =pK-———
P P RT:In10

Durchfiihrung

Zur Ermittlung des pK -Wertes von 2-Naphthol wurden von verdiinnten Lsungen mit
verschiedenen pH-Werten jeweils ein Absorptions- und ein Fluoreszenzspektrum
aufgenommen.

Es wurde zunichst eine 5-10~ molare Stammlsung von 2-Naphthol in 0.1 molare
Natronlauge hergestellt. Dazu wurden 36.0 mg 2-Naphthol in 50 ml NaOH geldst.

Von dieser Stammldsung wurden jeweils 0.2 ml

a) mit 0.1 n HCI auf pH 1 (undissoziierte Form)
b) mit 0.1 n NaOH auf pH 13 (dissoziierte Form)
¢) mit 0.1 n Phosphatpuffer auf pH 8 (beide Formen)

auf 10 ml und damit eine 10~* molare Losung verdiinnt.

Von diesen drei Losungen wurde jeweils ein Absorptionsspektrum im Bereich von 380
bis 310 nm aufgenommen. Das entsprechende Losungsmittel (HCI, NaOH oder der
Puffer) diente als Referenz.

Durch Einstrahlen in das Absorptionsmaximum der Losungen wurde schlieBlich ein
Fluoreszenzspektrum aufgenommen.
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Fluoreszenz

Sicherheit

Sicherheit

Natronlauge NaOH
R 35
S 26
S 37/39

S 45

Salzsiure HCl

R 34
R 37

S 26

S 36/37/39

S 45

2-Naphthol C10H80

R 20/22
R 50
S 24/25

S 61

Xn

Verursacht schwere Verdtzungen

Bei Beriihrung mit den Augen sofort griindlich
mit Wasser abspiilen und den Arzt konsultieren
Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen

Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt
hinzuziechen (wenn moglich dieses Etikett
vorzeigen)

Atzend

Verursacht Veridtzungen
Reizt die Atmungsorgane

Bei Beriihrung mit den Augen sofort griindlich
mit Wasser abspiilen und den Arzt konsultieren
Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung,
Schutzhandschuhe und Schutzbrille/
Gesichtsschutz tragen

Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt
hinzuziehen (wenn mdglich dieses Etikett
vorzeigen)

Atzend

Y

Gesundheitsschadlich beim  Einatmen und
Verschlucken
Sehr giftig fiir Wasserorganismen

Berithrung mit den Augen und der Haut
vermeiden
Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere
Anweisungen einholen/Sicherheitsdatenblatt zu
Rate ziehen

Gesundheitsschéddlich / Mindergiftig
Umweltgefahrlich
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Fluoreszenz Messergebnisse
Messergebnisse
Maximum HCl NaOH Phosphatpuftfer
in nm pH1 pH 13 pH 8
Absorption Amax 327.1 345.9 345.0
Fluoreszenz Amax 357.0 414.0 357.0 | 419.0
Absorptions- und Emissionsspektrum bei pH 1
0. 501
&bs
0. 000 . " - ,
i 120 340 360 380
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Fluoreszenz Messergebnisse

Absorptions- und Emissionsspektrum bei pH 13

0, 500
1// _k-‘\‘“\
AbS / // \‘\
,”//f \‘\\\
/‘ N \\
\\‘—
0, 000 : : :
nm 320 2410 260 380
Absorptions- und Emissionsspektrum bei pH 8
0,500
fbs P \
/ - \\‘\
| \\\.
0, 000 . . . ™
rm 220 240 260 280
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Fluoreszenz Auswertung

Auswertung

Ziel des Versuches ist es, den pK -Wert mit Hilfe des Forster-Zyklus zu bestimmen.
Dafiir wurden fiir die dissoziierte und die undissoziierte Form die Frequenz des
0-0-Uberganges und Anregungsenergie ermittelt.

Fiir den 0-0-Ubergang gilt: Voo = % (v

max max )

abs + Vﬂuo

Fiir die Anregungsenergie gilt: AE=h-v-N,

Die Multiplikation mit der Avogadrokonstanten ist notig, da thermodynamische Grofen
standardmafig auf 1 Mol normiert sind.

Undissoziierte Form

vo_o=%(VZLZ"+VE’§§)=l( s j=l( = J=8.78135-10]4Hz

2\ A A ) 2\327.1nm  357.0 nm
14 ~19 kJ
AE,, =h-v, ,-N, =h-8.78135-10"Hz-N, =5.81859-10 J-NA=350.4O36—1
mo
Dissoziierte Form
Voo = (v v ) = S S| © 1 905420.10* Mz
2 2(am am ] 2(3459nm  414.0 nm
AE,_ =h-v,,-N, =h-7.95420-10"Hz-N, =527051-10"°J-N, :317.3973k—J1
mo

Der Forster-Zyklus

Durch Einsetzen der errechneten Werte fiir die Anregungsenergien in den Forster-
Zyklus wird der pK -Wert von 2-Naphthol berechnet.

. AE _—AE 403.6--—31 3L
pK =pK+—AE —pK+—A 1 _ 9,514 300403.605 7317397355 _ 5 69
R-T-In10 R-T-In 10 8.314 1296 K-In 10
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Fluoreszenz Fehlerbetrachtung
Wertetabelle
Undissoziierte Form Dissoziierte Form
pH 1 in HCI pH 13 in NaOH
Absorption Fluoreszenz Absorption Fluoreszenz
Ainax nm 327.1 357.0 345.9 414.0
v Hz 9.1651-10"* | 8.3976:10'* | 8.6670-10"* | 7.2414-10"
Voo Hz 8.7814-10" 7.9542-10"
AE .l 350.4036 317.3973
AAE T 33.0063
Fehlerbetrachtung
Literaturwert: pK* =3.0-33
pK" = 33730 302315
Abweichung = % =17%

Die Abweichung ist auf Ungenauigkeiten der Messgerite sowohl bei der Erstellung der
Losungen als auch bei der Messung der Absorptions- und Fluoreszenzwerte

zurickzufiihren.

Hinzu kommen systematische Fehler bei der Bestimmung der Maxima, die manuell
abgelesen werden mussten.
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Fluoreszenz Gesamtdiskussion

Gesamtdiskussion

pK =9.51 > pK =3.69
Der ermittelte pK -Wert fiir den angeregten Zustand ist kleiner als fiir den

elektronischen Grundzustand. Dies ist auf das Vorhandensein von mehreren mesomeren
Grenzformeln der undissoziierten Form im angeregten Zustand zuriickzufiihren.

Im Grundzustand wird im alkalischen Milieu die unpolare Form des Naphthols
deprotoniert:

©
OH @)

Im angeregten Zustand existieren jedoch noch einige zusitzliche mesomere
Grenzformeln, die eine Deptronierung mehr begiinstigen, als die unpolare Spezies des
Molekiils.

OH R ___GH SH
O - - XX

Dieses Protokoll wurde selbststédndig erstellt.

Frank Bock Benjamin Bulheller
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