Zaawansowana chemia
Katedra Chemii Ogolnej i Nieorganicznej
Cze$é 1 — spektroskopia fluorescencyjna (dr inz. Krzysztof Zamoj¢)
Cze$¢ 2 — spektrofotometria UV-Vis (dr Aleksandra Tesmar)

Czes$¢ 3 — miareczkowanie potencjometryczne (dr hab. Dariusz Wyrzykowski)

Cel ¢wiczenia

Celem catego ¢wiczenia jest zaproponowanie mechanizmu reakcji pomigdzy 6,7-dihydroksykumarynag

a stabilnym rodnikiem nitroksylowym 4-amino-TEMPO.

Nie da si¢ tego zrobi¢ dysponujac wynikami uzyskanymi z jednej techniki — jest to jednak tatwe
zadanie po analizie wynikow z pomiarow fluorescencyjnych, spektrofotometrycznych oraz

potencjometrycznych, a takze zapoznaniu si¢ z podstawowg literaturg.
Wzory poétstrukturalne 6,7-dihydroksykumaryny oraz 4-amino-TEMPO sa przedstawione ponize;.
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Cze$¢ 1 — dr inz. Krzysztof Zamojé (spektroskopia fluorescencyjna)

Podstawy teoretyczne

1. Fizyczne podstawy luminescencji

Kazda czasteczka chemiczna charakteryzuje si¢ typowym dla siebie uktadem elektronowych,
oscylacyjnych oraz rotacyjnych poziomdéw energetycznych. Szereg mozliwych zjawisk, jakie
nastepuja po akcie absorpcji kwantu energii przez dang czasteczke przedstawia si¢ schematycznie

na tzw. diagramie przejs¢ energetycznych Jabtonskiego (rysunek 1).
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Rysunek 1. Diagram Jabtonskiego.

(zrédto: https://snauka.pl)

W wigkszosci czasteczek w stanie podstawowym elektrony s3a sparowane (elektrony
o przeciwnym spinach zajmujg ten sam orbital), co okreslamy jako stan singletowy (S). Dla
wyjasnienia stan trypletowy (T) oznacza stan, w ktérym elektrony w orbitalu nie s3 sparowane
(posiadaja te same spiny). W wyniku absorpcji kwantu §wietlnego (A) o odpowiedniej energii
czasteczka przechodzi ze stanu podstawowego (So) na jeden z pozioméw oscylacyjnych
pierwszego stanu wzbudzonego (S1) lub wyzszych standéw wzbudzonych (Sz, ..., Sn). Powroét
czasteczki z wyzszych poziomow oscylacyjnych danego stanu wzbudzonego do jego najnizszego
poziomu oscylacyjnego nazywamy relaksacja oscylacyjng. Czas zycia czasteczki w stanie

wzbudzonym miesci sie w przedziale 107" — 10 s. Powr6t czasteczki do stanu podstawowego
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moze odbywaé¢ si¢ na drodze promienistej (przejscie pomigdzy stanami o tej samej
multipletowosci to fluorescencja (F), za$ przejscie pomiedzy stanami o r6znej multipletowosci to
fosforescencja (P)) lub bezpromienistej (przejscie pomiedzy stanami o tej samej multipletowosci
to konwersja wewnetrzna (IC), za$ przejScie pomigdzy stanami o réznej multipletowosci to
przejscie interkombinacyjne/migdzysystemowe (ISC)). Przejscia elektronowe pomiedzy stanami
o tej samej multipletowos$ci (singlet-singlet oraz tryplet-tryplet) sa dozwolone, za$ przejscia
pomiedzy stanami o réznej multipletowosci (singlet-tryplet oraz tryplet-singlet) sa wzbronione.
Wyemitowany przy przejsciu ze stanu wzbudzonego do stanu podstawowego foton ma mniejsza
energi¢ niz foton wzbudzajacy. Z tego powodu widmo emisji fluorescencji jest przesunigte
w kierunku fal dluzszych w stosunku do widma absorpcji, co okreslamy jako przesuni¢cie Stokesa

(rysunek 2).
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Rysunek 2. Widmo absorpcji i emisji pewnego zwigzku z zaznaczonym przesuni¢ciem Stokesa.

(zrédto: http://optoelektro.blogspot.com)

2. Budowa spektrofluorymetru

Przyrzadami stosowanymi do pomiarow intensywnosci fluorescencji, w tym m. in. do
rejestrowania widm emisji fluorescencji, sa spektrofluorymetry. Przyktadowy schemat uktadu

pomiarowego typowego spektrofluorymetru przedstawiono na rysunku 3.



Rysunek 3. Schemat uktadu pomiarowego spektrofluorymetru.

(zrédto: http://zcha.umed.pl)

Kazdy spektrofluorymetr zawiera zrodto $wiatta, dwa monochromatory, komorg, do ktorej
wstawiamy badang probke oraz detektor. Typowymi zrdédtami promieniowania wzbudzajacego
(symbol S na schemacie) sg zarowki wolframowe lub lampy wolframowo-halogenowe
(w przypadku wzbudzania w zakresie 400 — 800 nm) oraz lampy deuterowe lub lukowe lampy
ksenonowe (w przypadku wzbudzania w zakresie 200 — 400 nm). Jako monochromatory (symbol
M1 i M2 na schemacie), ktorych glownym zadaniem jest wybdr wiazki $wiatta o danej dtugosci
fali z widma niemonochromatycznego, stosowane sg pryzmaty i siatki dyfrakcyjne. Pierwszy
monochromator (M1) stuzy do wybrania okres§lonej dlugosci fali §wiatta wzbudzajacego, zas drugi
(M2) swiatla emitowanego. Probki przygotowuje si¢ najczgsciej w postaci roztworu i umieszcza
w kuwecie o grubosci 1 cm. Do detekcji promieniowania stosuje si¢ fotopowielacze Iub detektory
wielokanalowe typu diode-array, za$ do rejestracji danych i sterowania procesem pomiarowym
shuzg komputery. Po wzbudzeniu probki, fluorescencja emitowana jest we wszystkich kierunkach,
co narzuca konieczno$§¢ stosowania kuwet posiadajacych wszystkie $cianki boczne
przepuszczajace Swiatto w takim samym stopniu — nie mozemy uzywac¢ kuwet z matowymi

$cianami, jak ma to miejsce w badaniach spektrofotometrycznych (rysunek 4).



Rysunek 4. Kuwety do pomiarow spektrofluorymetrycznych (w statywie po lewej stronie) oraz

spektrofotometrycznych (w statywie po prawej stronie).
3. Glowne zalety metod spektrofluorymetrycznych

Metody spektrofluorymetryczne pozwalaja na detekcje i iloSciowe oznaczanie sladowych ilosci
substancji wykazujacych fluorescencj¢. Do ich gléwnych zalet nalezg m. in.:

a) mozliwo$¢ oznaczania zarowno zwigzkdéw organicznych, jak i nieorganicznych;

b) bardzo wysoka czuto$¢, precyzja, doktadnosé, selektywnosc;

¢) mozliwos¢ stosowania w badaniach biologicznych i biochemicznych;

d) mozliwo§¢ oznaczania zwigzkéw niefluoryzujacych poprzez tworzenie fluoryzujacych

kompleksow.
4. Kumaryny

Pochodne kumaryn jako naturalne zwiazki chemiczne sa czesto stosowane w lecznictwie.
Charakteryzuja si¢ one zroznicowang aktywnos$cig biologiczng. Wykazuja, miedzy innymi,
wlasciwosci  przeciwutleniajace,  przeciwzapalne, przeciwwirusowe, przeciwmalaryczne,

przeciwzakrzepowe, przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe.

Pochodne kumaryny posiadajg interesujace wlasciwosci spektroskopowe — zwlaszcza
charakterystyke absorpcji i fluorescencji, ktora zmienia si¢ wraz z réznorodnos$cig grup funkcyjnych
przytaczonych do jej pierscienia — co zostalo zglebione przez dwoch niezaleznych naukowcow
(Wheelocka i Bagchiego). Udowodnili oni, ze wprowadzenie do pier§cienia kumarynowego w
pozycje 4, 6 lub 7 ugrupowania elektronoakceptorowego Ilub podstawienie w pozycje 3
ugrupowania elektronodonorowego jest odpowiedzialne za zjawisko przesuni¢cia batochromowego

zard6wno widma fluorescencji, jak i widma absorpcji. Wykazali oni takze, ze wprowadzenie do
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pierScienia ugrupowania hydroksylowego, ktére wykazuje wihasciwosci auksochromowe, rowniez
wplywa na charakterystyke absorpcji. Kumaryny znane sa rowniez jako zwiazki posiadajace duze
przesuniecie Stokesa — zadecydowato to o tym, ze pochodne kumaryny wykorzystywane sa jako
sensory fluorescencyjne. Czynnikiem, ktory ma bardzo duzy wplyw na wlasciwosci
spektroskopowe dihydroksy-podstawionych pochodnych kumaryny, jest pH. W zrozumieniu tego

zjawiska bardzo przydatna moze by¢ publikacja [1] (plik PDF znajdziecie Panstwo w materiatach).

5. Stabilne rodniki nitroksylowe

Rodniki  nitroksylowe (czasem nazywane nitroksydami), to grupa zwiazkéw chemicznych
zawierajacych ugrupowanie >N-O z niesparowanym elektronem zdelokalizowanym pomig¢dzy
atomem azotu i atomem tlenu. Najbardziej znanym przedstawicielem rodnikow nitroksylowych
jest rodnik 2,2,6,6-tetrametylopiperydyn-1-oksylowy (TEMPO). Wysoka stabilno$¢ nitroksydow
wynika z kilku aspektow: (i) z efektu delokalizacji niesparowanego elektronu, (ii) obecnosci
czterech grup metylowych w  pozycjach o wzglegdem atomu azotu, co uniemozliwia
rekombinacj¢ dwoch rodnikéw nitroksylowych, (iii) braku atoméw wodoru w obu pozycjach o
wzgledem atomu azotu, co uniemozliwia reakcj¢ dysproporcjonacji pomigdzy dwiema

czgsteczkami TEMPO.

Stabilne rodniki nitroksylowe sa szeroko stosowane w wielu dziedzinach nauki, m. in. w:
katalizie, spektroskopii, biochemii, medycynie czy chemii medycznej. Z punktu widzenia syntezy
organicznej zwiazki te uchodza za mato intersujace z uwagi na bardzo matg reaktywnos¢ — co

wigze si¢ oczywiscie z ich duza stabilnoscia.

Instrukcja obslugi spektrofluorvmetru

1. Uruchomienie urzgdzenia

Wszystkie pomiary spektrofluorymetryczne sa prowadzone z uzyciem spektrofluorymetru Cary
Eclipse Varian. Spektrofluorymetr ten jest wyposazony w kontroler temperatury oraz przystawke
umozliwiajaca prowadzenie pomiardow jednocze$nie w czterech kuwetach z dodatkowa funkcja
mieszania. Jednostke centralng spektrofluorymetru wtaczamy przelacznikiem z prawej strony, na

dole przedniej $ciany aparatu.
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2. Ustawienie parametrow pomiarowych w programie do obstugi spektrofluorymetru

a)  w zakladce Cary:

(1) w miejscu Instrument setup/Data mode wybieramy Fluorescence;

(1)) w miejscu Scan setup wybieramy Emission, ustawiamy dlugos¢ fali wzbudzenia
(Excitation: 350 nm), ustawiamy zakres dlugosci fali, w ktorym chcemy rejestrowac
widmo emisji fluorescencji (Start: 360 nm, Stop: 600 nm) oraz ustawiamy szczeliny
(Excitation slit: 5 nm; Emission slit: 5 nm);

(ii1) w miejscu Scan control niczego nie zmieniamy.



b)

w zaktadce Options niczego nie zmieniamy.
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¢)  w zakladce Accessories:
(1) wybieramy podzaktadke Multicell/Temperature;
(i1) w miejscu Multicell holder wybieramy liczb¢ kuwet, w ktérych bedziemy prowadzili
pomiar oraz ich potozenie w urzadzeniu,
(ii1)) w miejscu Temperature control wybieramy temperature, w ktorej chcemy prowadzi¢

pomiar.



d)

g)

w zaktadce Analyze niczego nie zmieniamy.
w zakladce Reports niczego nie zmieniamy.
w zaktadce Autostore niczego nie zmieniamy.

dla potwierdzenia wszystkich ustawien klikamy OK.
3. Rozpoczecie pomiarow

Wktadamy do komory pomiarowej badang probke. Komore zakrywamy nakrywka.

Klikamy Start, po czym rozpoczyna si¢ pomiar intensywnos$ci fluorescencji w funkcji
ustawionej wczesniej dlugosci fali — program rejestruje widmo emisji fluorescencji badane;j
probki.

Zmieniamy probke i w ten sposob rejestrujemy widma emisji fluorescencji wszystkich

probek.
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4. Zakonczenie pomiarow i wylaczenie aparatu

Zamykamy program i wylaczmy jednostke centralng spektrofluorymetru przetacznikiem z prawe;j

strony, na dole przedniej Sciany aparatu.

Wykonanie ¢wiczenia i interpretacja wynikow

Panstwa zadaniem w tej czes$ci ¢wiczenia jest sporzadzenie (na jednym wykresie) 21 widm emisji
fluorescencji 6,7-dihydroksykumaryny (c = 10 pM) w obecno$ci r6znych ilosci 4-amino-TEMPO
(0 — 100 uM), a nastepnie zastanowienie si¢, co moze by¢ przyczyna obserwowanych zmian. Plik

z danymi niezbednymi do przygotowania widm znajduje si¢ w ,,Materiatach dla studentow”.
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