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I. Zagadnienia do opracowania

1.

Energia wewnetrzna czasteczek wieloatomowych.
Procesy dezaktywacji standw wzbudzonych czgsteczek wieloatomowych. Zjawisko
fluorescenciji.
Reguta Stokesa.
Parametry pasma spektralnego.
Wybrane, podstawowe obserwable fluorescencji:
— widmo fluorescenc;ji;
— wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji,
— zanik natezenia fluorescencji.
Budowa i zasada dziatania spektrofluorymetru.
Zastosowania zjawiska fluorescencji w réznych dziedzinach nauki.
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II1. Zestaw przyrzaddw.

1.

2.

Spektrofluorymetr firmy Horiba Jobin Yvon, model FluoroMax 4 TCSPC.

Zestaw komputerowy.

IV. Wykonanie doswiadczenia i opracowanie wynikéw

1. Zapoznaj sie z instrukcjg dziatania spektrofluorymetru dostepng w Dodatku B.

2. Zmierz widma fluorescencji przygotowanych prébek (do wyboru przez prowadzgcego
zajecia np.: chlorofil a, beta-karoten, fluoresceina, NR). Wybierz dtugos¢ fali swiatta
wzbudzajgcego na podstawie widm absorpcji. Dla danego zwigzku pomiary
przeprowadz w tych samych warunkach (szczeliny, kuweta). Omoéw z prowadzgacym
czynniki moggce mie¢ wptyw na ksztatt i potozenie widma emisji.

3. Nanie$ otrzymane widma fluorescencji na jeden wykres.

4. Unormuj otrzymane widma do jednosci.

5. Przeanalizuj otrzymane wyniki zgodnie ze wskazowkami prowadzgcego zajecia
(potozenie maksimum widma, szerokos¢ potéwkowa widma).
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Dodatek A

Widma absorpcji badanych prébek
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Dodatek B

Instrukcja obstugi stanowiska do pomiaru widm fluorescencji

1. Zapozna¢ sie z uktadem pomiarowym.

Zdjecie 1 Uktad pomiarowy z zaznaczong komorg pomiarowg.

2. Wiaczy¢ zasilanie poszczegdlnych elementéw uktadu:
¢ wiaczy¢ zasilanie spektrofluorymetru (wtgcznikiem po prawej stronie obudowy);
o wigczy¢ komputer (wtacznikiem na przedniej ptycie obudowy);

3. Sprawdzi¢ czy w porcie USB znajduje sie klucz typu SENTINEL umozliwiajacy uruchomienie
programu obstugujgcego spektrofluorymetr.

4. Uruchomic¢ gtéwng aplikacje pod nazwa FluorEssence V3 pozwalajgcg na gromadzenie
danych pomiarowych. Jej ikona umieszczona jest na pulpicie 1, Zdjecie 3.

5. W oparciu o widma absorpcji probek umieszczonych w Dodatku A ustali¢ obszary dtugosci fal
wzbudzenia oraz luminescencji obu prébek.

6. W komorze probek, zamontowac wybrang prébke w specjalnym uchwycie przeznaczonym
do montowania prébek ciektych 1, Zdjecie 2.

7. Kat potozenia uchwytu prébek ustali¢ na okoto 45 stopni.

UWAGA!

Przed witgczeniem zasilania zamkng¢ komore prébek 2 na Zdjeciu 1'!!
Wartos$¢ liczby zliczeri powinna by¢ nizsza od liczby 10°.
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Zdjecie 2. Widok wnetrza komory pomiarowej: 1 — uchwyt do ciektych; 2 — miejsce na filtr w torze
emisyjnym.

=T MO0 TE oo

Zdjecie 3. Widok ekranu po uruchomieniu systemu: 1 — ikona programu FluoroEssence V3.
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Zdjecie 4. Widok ekranu programu po uruchomieniu
ikony programu FluorEssence V3 znajdujgcej sie na
pulpicie: 1 —ikona uruchomiajgca program pomiarowy.
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Zdjecie 5. Widok ekranu po uruchomieniu ikony E: 1-
widok statusu urzgdzern uruchamianych podczas
programu.
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Zdjecie 6. Widok ekranu po uruchomieniu ikony E: 1-
menu wyboru sprzetowej konfiguracji urzqdzenia do
pomiaréw widm wzbudzenia oraz emisji.

|
o
.06 i

o=

istmct] 8 3 [ Pomtssnecn- G 1ttt

Zdjecie 7. Widok ekranu po wybraniu z menu Main
Experiment Menu, Spectra: 1 — menu wyboru typu
eksperymentu.

8. Z paska przyciskow przy pomocy ikony [~ 1, Zdjecie 3 lub poprzez wybdr Experiment Setup
w menu Collect uruchomic program pozwalajgcy na wybdr jednego z trybdw pracy urzadzenia.

9. Skonfigurowac spektrofluorymetr do pomiaru widm emisji poprzez nastepujgce kroki:

z menu Main Experimental Menu, nalezy wybraé kolejno: Spectra 1 (Zdjecie 6) a nastepnie

Emission 1 (Zdjecie 7).

10. Ustawi¢ konfiguracje uktadu wzbudzajgcego i detekcyjnego w zaktadce Monos (1, Zdjecie 8).
W obszarze Excitation 1 (2, Zdjecie 9), wpisa¢ dtugosc fali wzbudzajgcej, okreslong na podstawie
maksimow pasm absorpcji wybranych prébek, natomiast w obszarze Emission 1 (3, Zdjecie 9)

wpisac zakres dtugosci fal skanowania emisji.

O

Instytut Fizyki DoSwiadczalnej

UNAWERSYTET GOANSK!



| DLF

{1:3;;;;{]%’:5 Cwiczenie G9 : Zastosowania zjawiska fluorescencji

FIZYCINE

11. Dobrac filtr krawedziowy lub pasmowy do obserwowanego zakresu dtugosci fal i wstawic¢ go
w tor detekcji w miejsce 2 na Zdjecie 3.

Ustawic parametry detektora w zaktadce Detectors (1, Zdjecie 9). W obszarze Select (2, Zdjecie
8) wiaczy¢ detektor S1 z korekcja widmowg Correction. Integration time ustawi¢ na 1 ms,
wtaczyé korekcje tta Dark Offset, zas w obszarze Signal Algebra (3, Zdjecie 10) klikajgc na sygnat
S1cidalej przy pomocy przycisku Add umiesc¢ go w oknie Formulas.
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Zdjecie 8. Widok okna eksperymentalnego Zdjecie 9. Widok okna eksperymentalnego

pozwalajgcego na ustawienie parametrow pozwalajgcego na ustawienie parametrow detektora w
eksperymentu do pomiaru widm emisji: 1 — konfiguracja trakcie pomiarow widm emisji: 1 — konfiguracja
uktadu wzbudzajgcego i detekcyjnego; 2 — ustawienie detektora; 2 — ustawienie parametrow czasu ekspozycji
dtugosci fali wzbudzajgcej oraz szerokosci szczeliny detektora oraz wyboru sygnatéw; 3 — okno
monochromatora wzbudzajgcego; 3 — konfiguracja algebraicznych operacji na mierzonym sygnale; 4 —
uktadu emisyjnego: poczqtku i korica skanowania, kroku przycisk Run uruchamiajgcy pomiar.

skanowania oraz szerokosci szczeliny monochromatora

emisyjnego.

Wskazdéwka

W trakcie pomiaréw widm emisji szerokos¢ szczeliny monochromatora wzbudzajgcego
ustawi¢ na 5 nm, szerokos¢ szczeliny monochromatora detekcyjnego na 0,5 nm, krok
skanowania na 0,25 nm natomiast w pomiarze widm wzbudzenia szerokosci szczelin
ustawi¢ odwrotnie. Zdolnos$¢ spektralna urzadzenia wynosi 4,25 nm/1 mm.

12. Uruchomié pomiar poprzez nacisniecie klawisza Run (4, Zdjecie 9). Po zakonczeniu pomiaru dane
zostang automatycznie przestane do programu Origin.

13. Na podstawie zmierzonego widma emisji wyznaczy¢é maksimum luminescencji, dobraé filtr
krawedziowy lub pasmowy przepuszczajacy wyznaczong dtugos¢ fali oraz wstawi¢ go w tor
detekcji (2, Zdjecie 3).

14. Zmierzy¢ widmo wzbudzenia wykonujac kolejno nastepujgce kroki: z paska menu przy pomocy
ikony [~ 1, Zdjecie 4 lub poprzez wybor Experiment Setup w menu Collect a nastepnie z menu
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Main Experimental Menu, wybraé kolejno: Spectra (1, Zdjecie 4), Excitation (1, Zdjecie 3).
W zaktadce Monos (1, Zdjecie 5) w obszarze Excitation 1 (2, Zdjecie 10) wpisac zakres dtugosci
fal wzbudzajgcych prébke: Start 250 nm, End 550 nm za$ w obszarze Emission 1 (3, Zdjecie 11)
w pozycji Wavelength peak nalezy wpisa¢ wyznaczong wielko$¢ maksimum pasma.

15. Ustawié parametry detektora w zaktadce Detectors (1, Zdjecia 9 i 11). W obszarze Select (2,
Zdjecie ) wtgczy¢ detektory S1 z korekcjg widmowag Correction i R1. Integration time ustawi¢ na
1 ms, wigczy¢ korekte tta Dark Offset, zas w obszarze Signal Algebra (3, Zdjecie ) klikajac kolejno
na sygnat SI1c podzielony przez sygnat Ric i dalej przy pomocy przycisku Add iloraz umies¢
w oknie Formulas.

16. Uruchomié pomiar poprzez nacisniecie klawisza Run (4, Zdjecia 9 i 11). Po zakorczeniu pomiaru
dane zastang automatycznie przestane do programu Origin

17. Ustawié parametry detektora w zaktadce Detectors (1, Zdjecia 8 i 10). W obszarze Select (2,
Zdjecie ) wtgczy¢ detektory S1 z korekcjg widmowag Correction i R1. Integration time ustawi¢ na
1 ms, wtaczy¢ korekte tta Dark Offset, zas w obszarze Signal Algebra (3, Zdjecie ) klikajac kolejno
na sygnat SI1c podzielony przez sygnat Ric i dalej przy pomocy przycisku Add iloraz umies¢
w oknie Formulas.
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Zdjecie 11. Widok okna eksperymentalnego
Zdjecie 10. Widok okna eksperymentalnego pozwalajgcego na ustawienie parametrow detektora w
pozwalajgcego na ustawienie parametrow trakcie pomiaréw widm wzbudzenia: 1 — konfiguracja
eksperymentu do pomiaru widm wzbudzenia: 1 - detektora; 2 — ustawienie parametrow czasu ekspozycji
konfiguracja uktadu wzbudzajgcego i detekcyjnego; 2 — detektora oraz wyboru sygnafow; 3 - okno
ustawienie zakresu dfugosci fal monochromatora algebraicznych operacji na mierzonym sygnale; 4 —
wzbudzajgcego: poczgtku i korica skanowania oraz przycisk Run uruchamiajqcy pomiar.

szerokosci szczeliny monochromatora wzbudzajgcego; 3
— ustawienie dfugosci fali emisyjnej oraz szerokosci
szczeliny monochromatora emisyjnego.

18. Uruchomié pomiar poprzez nacisniecie klawisza Run (4, Zdjecia 8 i 10). Po zakorczeniu pomiaru
dane zastang automatycznie przestane do programu Origin.
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