Cwiczenie 9

WYZNACZANIE ODLEGLOSCI KRYTYCZNEJ POMIEDZY
CZASTECZKAMI DONORA I AKCEPTORA W PROCESIE
REZONANSOWEGO PRZENIESIENIA ENERGII (FRET)

Zagadnienia: procesy dezaktywacji stanéw elektronowo wzbudzonych (diagram
Jabtonskiego), mechanizmy przenoszenia energii wzbudzenia (Forstera i Dextera),
fotosensybilizacja, efekt filtru wewngtrznego I i II rodzaju, widma absorpcji 1 emisji,
prawo Lamberta—Beera.

Wstep

Proces przeniesienia energii ze wzbudzonej czasteczki do innej czasteczki w stanie
podstawowym odgrywajaq bardzo wazna role w fotochemii i fotobiologii. W tym
procesie czasteczka D wzbudzona w wyniku absorpcji §wiatla:

D +hv — D*

nazywana jest donorem energii wzbudzenia, a czasteczka A, ktéra zostaje wzbudzona
w wyniku procesu przeniesienia energii, nazywana jest akceptorem energii. Proces
przeniesienia energii mozna przedstawi¢ schematycznie za pomoca prostego rownania:

D*+A - D+A*

W wyniku tego procesu wzbudzona czasteczka donora D* przechodzi do elektronowego
stanu podstawowego (D), a czasteczka akceptora A ulega wzbudzeniu elektronowemu
(A*) [1]. Procesy przenoszenia energii sa odpowiedzialne za obserwowang dla
odpowiednich uktadow donora i akceptora sensybilizowang emisje (fluorescencjg Iub
fosforescencje) a takze za sensybilizowane reakcje fotochemiczne. Przyktadem reakcji
fotosensybilizowanej jest fotosynteza, wieloetapowy proces obejmujacy etapy
wymagajace $wiatla, jak i1 etapy zachodzace bez udziatu $wiatta. Ostatecznymi
produktami procesu fotosyntezy sa tlen i weglowodany. Sumaryczny zapis:

hv
H20 + COz —_—> (CH20) + 02
chlorofil

nie odzwierciedla wieloetapowosci procesu fotosyntezy, ale wskazuje na podstawowa
rolg absorpcji $wiatta w tym procesie. W pierwszym etapie fotosyntezy czasteczka
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chlorofilu absorbuje §wiatto 1 ulega wzbudzeniu elektronowemu. Nastepnie wzbudzona
elektronowo czasteczka chlorofilu przekazuje energi¢ wzbudzenia innym czasteczkom
znajdujacym si¢ w ukladzie fotosyntetycznym. Poznanie mechanizméw przenoszenia
energii wzbudzenia mialo istotne znaczenie dla wyjasnienia przebiegu reakcji
fotochemicznych, w tym takze tych, ktore zachodza w uktadach biologicznych.

W procesie przenoszenia energii moze uczestniczy¢ donor we wzbudzonym stanie
singletowym lub trypletowym oraz akceptor w elektronowym stanie podstawowym.
W szczegolnych warunkach, np. w procesie anihilacji tryplet—tryplet, akceptor moze
juz by¢ w stanie wzbudzonym (trypletowym). Proces przekazywania energii z D* do A
moze by¢ jakoSciowo opisywany poprzez obserwowany eksperymentalnie zanik
(zmniejszenie intensywnos$ci) emisji lub reakcji fotochemicznej zachodzacych z D*
(wygaszanie) i pojawienie si¢ emisji lub procesu fotochemicznego charakterystycznych
dla akceptora (sensybilizacja) pomimo, ze promieniowanie padajace na uktad D + A
jest absorbowane wytacznie przez czasteczki D (donora).

Mozna wyr6ézni¢ dwa podstawowe typy przeniesienia energii wzbudzenia
elektronowego [1,2]:

1) promieniste (radiacyjne) przeniesienie energii (proces trywialny),

2) bezpromieniste przeniesienie energii.

Proces zachodzacy zgodnie z mechanizmem promienistego przeniesienia energii
mozna przedstawi¢ w nastepujacy sposob:

D* > D +hv
A+hv— A*

W mechanizmie tym mozna wyr6zni¢ dwa etapy: czasteczka D wzbudzona w wyniku
absorpcji $wiatla emituje kwant hv, a nastgpnie kwant $Swiatta hv (foton) jest
absorbowany przez znajdujace si¢ w ukladzie czasteczki A. Ten typ przeniesienia
energii moze wystapié¢, gdy czasteczki donora (D) emituja, a czasteczki akceptora (A)
absorbuja $wiatlo (promieniowanie z zakresu UV-VIS) w podobnym zakresie
spektralnym, tzn. wystepuje nakrywanie si¢ widm emisji donora i absorpcji akceptora
w pewnym zakresie spektralnym. Wydajno$¢ procesu przeniesienia energii zgodnie
z tym mechanizmem jest proporcjonalna do wydajnosci kwantowej emisji donora D
oraz absorbancji akceptora A w zakresie spektralnym odpowiadajacym nakrywaniu si¢
widm emisji donora i absorpcji akceptora. Prawdopodobienstwo reabsorpcji kwantu
Swiatta hv przez czasteczke A jest odwrotnie proporcjonalne do kwadratu odlegtosci
migdzy czasteczkami D oraz A. Przeniesienie energii z D* do A zachodzace wedhug
mechanizmu trywialnego nie powoduje zmian czasu zycia emisji donora. Ekspery-
mentalnie taki proces przeniesienia energii jest obserwowany jako zmiana ksztattu
pasma emisji donora (efekt filtru wewngtrznego 11 rodzaju).

Proces przekazywania energii elektronowej ze wzbudzonych czasteczek D* do
czasteczek akceptora A, podczas ktorego nie wystepuje zjawisko emisji i reabsorpcji
fotonu, nazywa si¢ bezpromienistym przekazywaniem energii. W przeciwienstwie
do mechanizmu trywialnego, bezpromieniste przeniesienie energii jest procesem
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jednoetapowym i nie uczestnicza w nim inne indywidua przejsciowe poza D* oraz A*.
Proces przekazywania energii wg tego mechanizmu nastepuje w wyniku oddziatywania
czasteczek wzbudzonego donora z czasteczkami akceptora. Przeniesienie energii
wzbudzenia wedlug tego mechanizmu powoduje zmniejszenia czasu zycia (Tp)
wzbudzonej czasteczki donora.

Znane sa dwa gltowne procesy (mechanizmy) bezpromienistego przenoszenia
energii [1, 2]:

1) mechanizm wymienny (Dextera),

2) mechanizm rezonansowy (Forstera).

a) Mechanizm Dextera

LMo —e- L —  ——
/’—\\\
Homo —o—t oo o0 —0
D* + A —_— D + A*

b) Mechanizm Forstera

LUMO —’— W @o—
| I
| |
HoMo —o—t-  —o-0- oo -0—
D* + A — D + A*

Rys. 1. Schematyczne przedstawienie procesu przeniesienia energii wg mechanizmu Dextera
i Forstera

Przeniesienie energii wg mechanizmu Dextera zachodzi tylko przy bardzo matych
odlegtosciach pomiedzy donorem energii a jej akceptorem. Polega ono na wymianie
elektronéw pomigdzy czasteczka D* 1 A (rysunek la), ktora mozliwa jest tylko
woweczas, kiedy w wyniku natozenia chmur elektronowych D* i A ich elektrony staja
si¢ nierozroznialne. Wzbudzony elektron z czasteczki D* moze wowczas przejs¢ do
czasteczki A z jednoczesnym przemieszczeniem si¢ elektronu z czasteczki A do
czasteczki D*. Poniewaz oba procesy przeniesienia elektronu sa rownoczesne, zar6wno
D jak i A pozostaja w trakcie wymiany elektronéw czasteczkami oboje¢tnymi i nie
obserwuje si¢ tworzenia rodnikojonow jako twordow przejsciowych. Zgodnie z regula
zachowania catkowitego spinu uktadu (reguta Wignera), przeniesienie energii tryplet—
tryplet wg mechanizmu Dextera jest procesem dozwolonym:

D* +'A - D+ A*
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Przejscie takie jest zabronione wg mechanizmu rezonansowego, poniewaz w wyniku
przeniesienia energii zmianie ulega multipletowo$¢ akceptora (stan singletowy staje si¢
stanem trypletowym).

W uktadzie donora i akceptora (9,10-difenyloantracen i perylen) stosowanym
w ¢wiczeniu przeniesienie energii nastgpuje w procesie migdzyczasteczkowym zgodnie
z mechanizmem rezonansowym (Forster resonance energy transfer, FRET). Przenie-
sienie energii zachodzace wedlug tego mechanizmu to proces, ktéry moze zachodzic¢
pomigdzy czasteczkami znacznie od siebie oddalonymi. Odlegloéci pomigdzy D*
oraz A moga wynosi¢ 5-10 nm, a wigc znacznie przewyzsza¢ rozmiary czasteczek.
W opisie jako§ciowym proces rezonansowego przeniesienia energii mozna przedstawié
za pomoca uktadu dwodch sprz¢zonych ze soba oscylatorow. W wyniku tego sprzgzenia
energia moze by¢ przeniesiona z jednego oscylatora na drugi (rysunek 1b).

Przeniesienie energii wg mechanizmu rezonansowego jest wynikiem oddziatywania
pomigdzy momentem dipolowym przejscia w czasteczkach donora (D* — D)
i akceptora (A — A*) (oddziatywanie dipol-dipol). Zmiana momentu dipolowego
zwiazana z przej$ciem elektronowym w donorze (D* — D) powoduje powstanie pola
elektrycznego, ktore oddziatuje na elektrony czasteczki A. W wyniku tego oddziaty-
wania nastgpuje przejscie jednego elektronu w czasteczce A z orbitalu o nizszej energii
na orbital o wyzszej energii (stan elektronowo wzbudzony). Temu przejsciu elektro-
nowemu towarzyszy takze powstanie pola elektrycznego, ktore z kolei oddziatuje
na elektron w czasteczce donora.

Podobnie jak obydwa oscylatory powinny mieé t¢ sama czgstotliwosé dla
optymalnego sprze¢zenia, tak analogicznie przejscia w donorze (D* — D) i przejscie
w akceptorze (A — A*) powinny posiada¢ niemalze t¢ sama energig. Warunkiem
koniecznym w przypadku mechanizmu rezonansowego jest niezmiennos¢ multipleto-
wosci stanu elektronowego zaré6wno donora jak i akceptora. Najwazniejszym i w pelni
dozwolonym procesem zachodzacym wedlug tego mechanizmu jest przeniesienie
energii singlet—singlet:

'D*+'A > 'D+'A*

Teoretyczny opis procesu przeniesienia energii dipol-dipol w roztworach podat po raz
pierwszy Forster. Traktujac uktad donor—akceptor jako sprz¢zone oscylatory dipolowe
1 zaktadajac, ze energia oscylacyjna wzbudzonego donora pozostaje w réwnowadze
termicznej z otaczajacym osrodkiem Forster otrzymat nast¢pujace wyrazenie na stata
szybkoS$ci przeniesienia energii w przypadku, gdy widmo emisji donora naktada si¢
na widmo absorpcji akceptora [1]:

9000 (In10) k* @,
128 7 Nn* 1 R®

FRET —

xJ':fD(V) sA(V)%dV (1)

gdzie: N — liczba Avogadro
®p — wydajnos¢ kwantowa emisji donora
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n — wspotczynnik zatamania o$rodka

D — czas zycia stanu wzbudzonego donora

R — odlegto$¢ pomigdzy wzbudzonym donorem D* i akceptorem A

K — czynnik okre$lony przez przestrzenne orientacje wektorow momentow
przejcia, $rednia warto$é i° = 2/3

fo(v) — funkcja okreslajaca spektralny rozklad emisji donora znormalizowany

do jednosci (tzn. J: fo(Wdv=1)

€, (V) — molowy wspolczynnik absorpcji akceptora dla liczby falowej Vv

(V wem™).

Ze wzoru (1) wynika, ze stala szybkos$ci przeniesienia energii jest odwrotnie
proporcjonalna do széstej potegi odlegtosci pomigdzy czasteczkami donora i akceptora
oraz czasu zycia stanu wzbudzonego donora. Natomiast zgodnie ze wzorem (1)
warto$¢ kprpr TO$nie wraz ze wzrostem wartosci wydajnosci kwantowej emisji donora
energii oraz warto$ci catki, ktora opisuje nakrywanie si¢ widma emisji donora i widma
absorpcji akceptora. Proces przenoszenia energii bedzie najbardziej wydajny wtedy,
gdy energie stanow wzbudzonych D* oraz A* sg takie same (stany izoenergetyczne).
Wartos$¢ parametru k w roéwnaniu (1) jest zalezna od kata, jaki tworza momenty przejs$é
elektronowych w czasteczkach D 1 A. Czynnik ten dla poszczegodlnej pary D + A
bardzo trudno wyznaczy¢; dla przypadkowej przestrzennej orientacji obu czasteczek
przyjmuje sie, ze «* = 2/3.

Roéwnanie (1) ma zastosowanie w odniesieniu do pojedynczej pary czasteczek donora
1 akceptora znajdujacych si¢ w odleglosci R. Zastosowanie tego réwnania do uktadu
ztozonego z wielu czasteczek wymaga usrednienia po wszystkich wartosciach, jakie
moze przyjmowa¢ R w duzym zbiorze czasteczek. Dlatego tez proces rezonansowego
przekazywania energii opisuje si¢ czgsto za pomoca tzw. krytycznej odleglosci Ry,
definiowanej jako odleglos$¢, dla ktorej szybko$¢ przeniesienia energii (kgrgr) jest
rowna sumie szybkos$ci wszystkich pozostatych proceséw dezaktywujacych stan
wzbudzony donora (1/1p) [1]

1
kFRET = (2)

Tp

Podstawiajac rownanie (2) do rownania (1) otrzymujemy:

¢ 9000 (In10) x* ®p
Ry = 5 4
128 N n

<[ Fo@ @ g d¥ ®)
v

Z powyzszego rownania (3) wynika, ze odleglos$¢ krytyczna moze byé wyznaczona
z widm absorpcji akceptora oraz emisji donora.
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Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest wskazanie, ktory ze zwiazkow mieszaniny 9,10-difenyloantracen
(DFA) + perylen (P) moze pehi¢ rolg donora a ktory akceptora energii wzbudzenia
W procesie przeniesienia energii zachodzacym zgodnie z mechanizmem Fdérstera oraz
wyznaczenie warto$ci odleglosci krytycznej Ry dla pary donor—akceptor w oparciu
o rownanie (4) oraz widma absorpcji i emisji DFA i P w heksanie.

Odleglos¢ Ry wyznaczamy ze wzoru (4), ktorego modyfikacja wzgledem wzoru (3)
wynika z konieczno$ci znormalizowania do jedno$ci pola powierzchni pod ekspery-
mentalna krzywa fluorescencji I - (V) (wzory 5 i 6).

U
[RAGENGEYE:
RE=a=—— v [em®] 4)
jo 1,(V)dv

gdzie:
, = 2000 (In10) K2 @
128 ©° Nn*
I(V) — intensywno$¢ emisji donora dla liczby falowej v
Znaczenie pozostalych symboli takie jak w opisie rownania (1).

dla badanego uktadu a = 11,47 x 10° [mol]

1o, o ©
7[{) Ip(v)dv_jo fHE)d =1 (5)
gdzie 4 to czynnik normalizujacy o wartosci:

A= j: 1)y (6)

Z réwnania (1) wynika, ze kprer>0 tylko wtedy, gdy warto$¢ calki
Jm Jo(V) ea(V) %d? zwanej calka nakrywania si¢ widm emisji donora i1 absorpcji
0 v

akceptora ma warto$¢ > 0. Wartos¢ tej catki wyznaczamy obliczajac pole powierzchni
pod nakrywajacymi si¢ krzywymi emisji donora 1 absorpcji akceptora

on] (V) ex(V) Ni4 dv (licznik réwnania 4), a nastgpnie dzielac otrzymang warto$¢
0 \Y

przez pole powierzchni pod krzywa fluorescencji I i (V) dVv (mianownik rownania 4).
0
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Wykonanie ¢wiczenia

W ¢éwiczeniu wykonywane sa obliczenia w programie MS Excel. Konieczne do
przeprowadzenia obliczen dane eksperymentalne pomiaréw absorbancji i intensyw-
nosci fluorescencji (w zaleznosci od dlugosci fali) roztworow 9,10-difenyloantracenu
(DFA) oraz perylenu (P) o stezeniu ¢=2x 10> mol dm™ w cykloheksanie sa zamiesz-
czone jako pliki tekstowe:

UV_DFA.txt warto$ci absorbancji (A_DFA) 9,10-difenyloantracenu w zaleznoS$ci
od dhugosci fali (nm),

UV_P.txt wartosci absorbancji (A_P) perylenu w zaleznosci od dhugosci fali (nm),
F_DFA.txt warto$ci intensywnosci fluorescencji (IF_ DFA) 9,10-difenyloantracenu
w zaleznosci od dlugosci fali (nm),

F_P.txt warto$ci intensywnosci fluorescencji (IF_P) perylenu w zaleznosci od dtugosci
fali (nm).

1) Wprowadzi¢ do arkusza MS Excel dane eksperymentalne pomiaréw absorbancji
i intensywnosci fluorescencji (w zaleznosci od dhugosci fali) roztworow 9,10-di-
fenyloantracenu (DFA) oraz perylenu (P) zapisane jako pliki UV_DFA.txt,
UV _P.txt, F DFA.txt oraz F_P.txt. (Dane>Pobierz dane zewn¢trzne>Importuj plik
tekstowy...)

2) Wartosci absorbancji (A) dla DFA i P przeliczy¢ na molowe wspdtczynniki absorp-
cji (¢) stosujac prawo Lamberta—Beera: € = A / (¢ x [), gdzie stezenie roztworéw
c=2x10"moldm>, a dtugosc¢ drogi optycznej (szerokos¢ kuwety) /=1 cm

3) Zaréwno dla widm absorpcji jak i fluorescencji, dlugosci fali promieniowania (A)
wyrazone w nm (1 nm = 10’ m) przeksztalci¢ w liczby falowe (V) korzystajac
z zaleznosci: v (cm ') = 107/ A (nm)

4) Sporzadzi¢ dwa wykresy:
i. na wykresie (1) przedstawié¢ zalezno$¢ € od liczby falowej v dla DFA oraz
Ir od Vv dla P (skorzystaé z opcji dodatkowej osi Y);
ii. na wykresie (2) przedstawi¢ zalezno$¢ € od liczby falowej v dla P oraz Ig
od v dla DFA.
Dla kazdego wykresu odczyta¢ zakres spektralny pokrywania si¢ widm absorpcji
1 emisji. Wskaza¢ donor i akceptor energii oraz zakres spektralny, w ktorym widma
si¢ nakrywaja.
5) Dla wskazanej pary donora i akceptora energii obliczy¢ warto$¢ catki znajdujacej

sig¢ w liczniku réwnania (4): J.w I-(V) e, (V) % dVv. W tym celu sporzadzi¢ wykres
0 v

zalezno$ci I.(V)e, (V)NL4 (wartosci y) od liczby falowej v (wartosci x) (wykres
Y

3). Pole powierzchni pod wykresem rowne jest wartosci szukanej catki.
W zakresie spektralnym, w ktérym widmo emisji donora nie pokrywa si¢
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z widmem absorpcji akceptora catka wynosi¢ bedzie zero. Pole pod krzywa nalezy
)(xi+1 _
2
jako formuta w programie MS Excel), gdzie / i k£ oznaczaja liczby falowe
okreslajace zakres nakrywania si¢ widma emisji donora z widmem absorpcji
akceptora.

%) (wpisywanego

k
obliczy¢é metoda trapezéw wg wzoru: P = Z Qi+ Vi
1

6) Dla tej samej pary donora i akceptora obliczy¢ warto$¢ catki znajdujacej si¢ w mia-
nowniku réwnania (4): J I »(V)dVv W tym celu sporzadzi¢ wykres zalezno$ci
0

I-(V) (wartoci y) od liczby falowejV (wartosci x) (wykres 4). Wartos¢ catki,
a wigc pole powierzchni pod krzywa, obliczy¢ w sposdb analogiczny jak
w punkcie 5.

7) Znajac wartosci calek w liczniku i mianowniku réwnania 4 obliczy¢ odlegtos¢

krytyczna R, dla obserwowanego procesu przeniesienia energii i wyrazi¢ ja
W nanometrach.
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