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2. Bevezetés és célkitlizés

2. Bevezetés és célkitlizés

Doktori munkamat a Pécsi Tudomanyegyetem Természettudomanyi Kar Fizikai
Intézetének munkatarsaként végeztem. Egyuttal a Spektroszkdpia Kutatdcsoport tagja is
vagyok, amely a Szentagothai Janos Kutatokozpontban kapott helyet és a kisérletek
legnagyobb részét is az itt talalhatd Horiba Jobin-Yvon NanolLog spektrofluoriméterrel

hajtottam végre.

A fluoreszcencia spektroszkdpia utdbbi évtizedekben tapasztalhaté széleskord
elterjedése a biofizikai, biokémiai és orvostudomanyi kutatdsokban alapvet6en két okra

vezethetd vissza:

- A fluoreszcencia élettartama (0,1-100 ns) a molekuldris folyamatokat leird id6allanddk
nagysagrendjébe esik. Példaul az oxigén molekulanak kb. 10 ns-ra van sziiksége, hogy a
sejtfal vastagsagdval megegyez6 utat megtegyen diffuzio segitségével, ami lehetévé
teszi a fluoreszcencia kioltasanak elterjedt alkalmazasat. Hasonldéan, a makromolekulak
forgasat jellemz6 id6allandd is ebbe a tartomdanyba esik, ami a fluoreszcencia
anizotrépids vizsgalatok alkalmazhatdsaganak alapjait szolgdltatja.

- A fluoreszcencia jellemz6i (spektrum, hatasfok, élettartam, anizotrdpia)
nagymértékben fliggnek a fluoreszcens molekula kozvetlen kdrnyezetétél, vagyis a

fluoreszcencia a molekularis kdrnyezet nagyon érzékeny indikatora.

CELKITUZES: Fluoreszcencia spektroszképiaval, mint alkalmazott médszerrel, az alabbi

harom terileten folytatott vizsgalataim céljai a kovetkez6k:

- Tetrakis (ketokarboxamid) kavitand - antracén rendszerben a fluoreszcencia kioltasanak
kvalitativ és kvantitativ jellemzése és az azt leir6 modellek 6sszehasonlitasa.

- Tetra-triazol-piridazin kavitand fluoreszcencidja UV-fény hatdsdara bekovetkezd
feler6sodésének részletes vizsgalata, valamint a jelenség magyarazata.

- Szilicium-karbid nanokristalyokban (SiC NC-ben) a lumineszcencia spektralis- és
élettartam komponensekre bontasa és a komponensek eredetének feltarasa.
A szdhaszndlat jelen idejd, mert mindkét témaban jelenleg is él6 egyuttmUikodést

valdsitunk meg, a disszertacidban bemutatott eredményekre épulé vizsgalatokat

folytatunk.
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A kavitandok tanulmanyozasa a Pécsi Tudomanyegyetem Szervetlen Kémia Tanszékével
vald egyuttmikodés keretében valdsult meg. Prof. Kollar Laszlé munkatarsai, Dr. Csék Zsolt
és Kégl Timea szintetizdltak a molekuldkat, a mi csoportunk pedig a fluoreszcencids
vizsgdlatokat végezte. Ezek a molekuldk a merev lreges felépitésiiknek kdszonhetGen
igéretes jeloltek gazda-vendég tipusu reakciékban a gazda szerepére, vagyis
megvaldsithatd a molekuldk reverzibilis &tmozgatdsa az oldészerbdl a kavitandba és vissza.
Tovabbi nagy el6nye ennek a molekulatipusnak, hogy a kavitand karjain elhelyezhetd
funkcids csoportokkal a kavitand célzott két6dése érhet6 el, ami a molekuldk iranyitott

szdllitdsdhoz szlikséges.

Kutatdsaim soran els6dleges célul tliztem ki olyan mérémoddszerek kidolgozasat,
amelyek a kavitandok széleskor( vizsgdlatat teszik lehetévé. A mddszereket alkalmazva, az
analizis elvégzésével célom volt a tapasztalt jelenségek magyarazata illetve a struktira és a

mUikddés kozotti osszefliggés meghatarozasa.

Az MTA Wigner Fizikai Kutatékézpontjabdl Prof. Gali Addm csoportjaval dolgozunk
egyltt. Beke David allitotta el6 azokat az adalékolt SiC NC-ket, amelyek fluoreszcenciajat
vizsgdltuk. A vizoldhatdsag, a stabil fluoreszcencia és a biokompatibilitds mind olyan
tulajdonsagai a SiC NC-knek, amelyek szlikségesek biomolekuladk vizsgalatakor. A mérettel
és a fellleti csoportokkal is hangolhaté fluoreszcens tulajdonsagoknak, valamint az
adalékoldssal bedllithatéan, a spektralis biolégiai ablakban torténd gerjeszthetfségnek
koszénhet6en a SiC NC-k igéretes jeloltek a vizsgdlt minta |athatéva tételére bioldgiai
képalkotd eljarasokban. Célul tliztem ki olyan kiértékeld, elemzé mddszerek megkeresését,

amelyek alkalmazasaval a SiC NC-k lumineszcencidja emisszids centrumokhoz rendelheté.
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3.1. Mlszerek

Az abszorpcids méréseket UV és lathatd tartomanyban egy Thermo Fisher Scientific
markaju, Evo600 tipusu kétsugaras spektrofotométerrel hajtottuk végre. A fluoreszcencids
vizsgdlatokhoz HORIBA Jobin-Yvon, NanolLog FL3-2iHR spektrofluorimétert hasznaltunk,

melynek blokksémaja az 1. dbran lathaté.

50cm

450W-o0s xenon lampa

50cm

Emisszi6 oldali iHR320 spektrograf
- 3 monokromator

600 vonas/mm, 1000nm

1200 vonas/mm, 500nm

100 vonas/mm, 780nm
- Emisszi6 oldali polarizator

Gerjesztési oldal

- Monokromator (500nm-re
optimalizalt kettSs racs)

- Steady-state polarizator

R928 fotoelektron sokszorozé

- Erzékenység: 200-900 nm

Mintatarté

- FF/RA optikai elemek

- Termosztalt kiivettatarté
(szilard és folyékony mintahoz)

- Optikai szalak az integralo
g6mbhoz (kvantum hatasfok)

3 Indium gallium arzenid CCD detektor sor
NanoLed forras - Erzékenység: 800-1550nm

. TCSPC, mérés.ekhgz. , - Csak steady-state mérésekhez
- Polarizator anizotrépia lecsengéshez - Folyékony nitrogénnel hitendé

1. dbra. A NanoLog mérérendszer blokksémaja

Folytonos meguvilagitasu vagyis steady-state mérések esetén egy nagynyomasu xenon
ivlimpa szolgalt fényforrasként. A ldmpa intenzitdsspektrumat a 2. dbra mutatja. JoI
megfigyelhet6, ahogy a folytonos spektrumra szuperpondlddnak a karakterisztikus vonalak
jellemzéen, de nem kizardlag 450 és 500 nm kozt. A ldmpa intenzitas eloszlasa nagyjabdl

1000 nm-ig torténd gerjesztést tesz lehetbvé.
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2. dbra. A xenon-lampa intenzitdsanak hullamhossz fliiggése 400 nm és 550 nm kozti

tartomanyban

Kett6s rdcsos monokromatorral valasztjuk ki a gerjesztés hulldmhosszat és az itt
talalhatd rések vastagsaganak valtoztatdsaval allithatd be az optimalis intenzitds. A rés
szélességének valtoztatasakor a kozponti hulldmhossz kornyezetében taldlhatd
keskenyebb vagy szélesebb hulldmhossz tartomanybdl engedjik at a fényt. A helyes
intenzitas meghatdrozasakor két jelenséget kell figyelembe venniink: a nagyobb intenzitds
erGsebb fluoreszcencia emisszidét hoz létre, viszont ugyanakkor a szélesebb gerjesztési
tartomany miatt a vizsgalanddé minta spektrumanak esetleges finomszerkezete rejtve
maradhat. A steady-state polarizacios méréseknél alkalmazandd, gerjesztés oldali
polarizator is itt kapott helyet. Szintén itt, a gerjesztési oldalon helyezkedik el a referencia-
detektor. Ez a mintatérbe belép6 fény intenzitasat méri, ami azért sziikséges, mert az
emisszid a gerjesztd intenzitdssal egyenesen aranyos, tehat a mért emisszio és a referencia
jel hanyadosa adja meg fluoreszcencia emisszié korrekt spektralis alakjat. A mintatérben
talalhaté az allandé hémérsékleten tarthatd klvettatartd. A h6mérsékleti stabilitast egy
Thermo Scientific (AC200-A25) vizkeringet6 termosztdt biztositja. A mintatérben tudunk
valtani az FF (Front Face) és az RA (Right Angle) megfigyelési moédok kozt. Altaldban RA
Uzemmaédban, vagyis a gerjeszté fényre mer6leges megfigyelést alkalmazva hasznaljuk a

fluorimétert. Az FF megfigyelést az indokolhatja, ha nagy az oldat optikai denzitasa és
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emiatt nem jut a gerjeszt6 fény az oldat belsejébe, ekkor - ahogy az az 1. dbrdan is lathato -

az emittalt fotonokat a gerjesztéssel kozel azonos iranybdl gydijtjik be.

A Nanolog mérdeszkd6z modularis felépitésének koszonhetéen a kivettatartd
egyszerlien lecserélhetd egy olyan kiegészit6re, amely optikai szdlon keresztil a gerjeszt6
fényt az Ugynevezett integrald gombbe vezeti, majd az ott talalhatd minta altal kibocsajtott
fotonokat szintén szaloptikdval visszajuttatja a mér6berendezésbe. Ebben az

elrendezésben abszolut kvantumhatasfok mérést tudunk megvaldsitani.

A fluoreszcencia lecsengésének mérését a kés6bb targyalandd id6korreldlt egyfoton
szamlalas (Time-Correlated Single Photon Counting, TCSPC) mddszerével hajthatjuk végre
a berendezéssel. A mi esetiinkben Nanoled tipusu diddak szolgdltatjdk a TCSPC-hoz
szikséges fényimpulzusokat. Az alkalmazott Nanoled-ek egy jol meghatarozott
hulldmhosszon, nagyjabdl 1ns id6beli félértékszélességl impulzust bocsajtanak ki. Az
elérhet6 hulldmhosszak a kovetkez6ek: 280 nm, 295 nm, 321 nm, 453 nm, 570 nm, 632 nm,
745 nm és 785 nm. A Nanoled-ek az 1. dbrdn jelzett bemenetnél kapcsolddnak a
m{(iszerhez, az ugyanitt elhelyezett polarizator ad lehet6séget az anizotrépia lecsengésének
méréséhez. A minta altal kibocsajtott fénybdl az emisszié oldali reflexiés racsos
monokromatorok a rések segitségével hatdrozzdak meg a vizsgalandé hulldmhossz
tartomanyt. Az emisszid oldali polarizator mind a steady-state polarizdcié6 mind az
anizotrépia lecsengésének mérésében szerepet kap. A harom kilonbo6z6 racsédllandéju
monokromator jelenlétét az InGaAs CCD detektor felhaszndlasa magyarazza meg. Haa CCD
detektorral rogzitjik a fényintenzitast, akkor a fényt nem egy szilk résen at engedjik a
detektorhoz, hanem egy viszonylag széles spektralis tartomany érkezik a detektorhoz és ez
a fénynyaldb a teljes detektorsort megvilagitia. Amig a fotoelektron-sokszorozé mint
detektor felhasznaldsakor egy résen atengedve jon létre a spektralis bontas, a CCD detektor
esetében az egymds melletti 512 detektor-pixel egymastdl elkilonilten, de egyidejlileg
mért jele adja meg a teljes spektrumot. Mivel a reflexids racs és a detektor tavolsaga
allandé, ezért a racson vald elhajlast leird egyenlet (A=dsina ahol d a racsédllandd) hatarozza
meg milyen hulldmhossz tartomany felel meg annak a Ag szognek ahol a CCD detektor
l[atszik a monokromator fel6l tekintve. Lathatéan, ha a racsdllandét noéveljik, akkor
szélesebb hulldmhossz tartomany esik a detektorsorra, viszont a rogzitett szamu detektor

miatt a két szomszédos detektorra esé hulldmhossz tavolabb keril egymdstdl, vagyis a
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spektralis felbontas romlasa az az ar, amit a megnovekedett tartomanyért fizetnink kell.
Természetesen az InGaAs CCD detektor szobahémérsékleten tul zajos jelet szolgéltat, a
szikséges lizemi h6mérsékletet folyékony nitrogénnel érjiik el. A CCD detektorok a lathaté
fény voros tartomanyaban és a kozeli infravorosben hasznalhatdak, mig az ultraibolya és a
[athatd tartomanyban fotoelektron-sokszorozéval rogzitjik a fény intenzitasat. Steady-
state mérésekhez InGaAs CCD detektor és fotoelektron-sokszorozé egyarant hasznalhaté
detektorként, ebben az esetben a fluoreszcencia emisszids hullamhossza hatarozza meg,
melyik tipust érdemes alkalmazni. TCSPC esetében nincs ekkora szabadsagunk, ennél a

madszernél csak fotoelektron-sokszorozd hasznalhato detektorként.
3.2. Id6korrelalt egyfoton szamlalas (TCSPC)

Az id6korrelalt egyfoton szamlalas esetében a mintat nem folytonosan, hanem rovid
idejd fény impulzussal gerjesztjik. A fluorofor altal kibocsajtott fotonok legnagyobb része
érzékeletlen marad a detektor szamadra és csak a maradékot, ami kb. 100 gerjesztésenkénti
1 foton, érzékeli. A minél kisebb fotonszamra azért van sziikség, hogy minimalisra
csokkentsiik az egy id6ablakon beliili 2 vagy tobb foton megjelenésébdl szarmazé jelalak-
torzuldst. Regisztraljuk, mennyi idé telt el a gerjeszté impulzus és a beérkez6 foton kozt. A
mért id6beli késlekedésnek megfelelS idGablakban eggyel néveljik a belitésszamot. Ha ezt
az elemi mérést elegend6en sokszor megismételjiik, akkor a gerjesztéstdl eltelt id6
figgvényében kapott belitésszdm megadja azt, milyen intenzitds — id6 Osszefliggést
kapnank, ha képesek lennénk egyetlen gerjesztés utdni intenzitast mérni.

A mért intenzitas a gerjeszt6 jel és a valddi lecsengés konvolucidjaként jon létre, hiszen
a gerjeszt6 jel mindig véges hosszUsagu és a t id6ben mért intenzitds az 6sszes korabbi

gerjesztés hatasara létrejoveé lecsengés Osszege. Ezt a 1. egyenlet irja le [1]:
t
N(t)= IL(I')[(I—I')dt', (1)
t'=0

ahol: L(t) a valédi gerjeszts jel intenzitdsa az id6 fliggvényében, I(t) pedig az impulzus
valaszfliggvénye, vagyis egységnyi és igen rovid gerjeszt6impulzus utan t id6vel a
fluoreszcencia elméleti intenzitasa. Lathatéan a konvolucid a valds gerjeszt6 impulzus

id6beli viselkedésének a jelalakra gyakorolt hatdsat veszi figyelembe. Az illesztés az a
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m(ivelet, amikor megkeressiik azt az impulzus valaszfliggvényt, amelynek a mért gerjesztd

jellel vett konvollcidja legjobban egyezik a mért intenzitassal.
3.3. Id6emisszids matrix (TRES, Time Resolved Emission Spectra)

A fluoreszcencia élettartam meérésekor egy fix hulldamhosszon rogzitjiik a minta
emisszidjat példaul a 3.2 fejezetben targyalt idGkorreldlt egyfoton szamlalas modszerével
[/(A,t)]. Az id6emisszids matrix [1] az élettartam mérés kiterjesztésével kaphaté meg. Ekkor
a fluoreszcencia intenzitasat nem csak egyetlen hulldmhosszon, hanem kiilonb6z6
hulldmhosszakon egy hulldmhossz tartomanyt lefedve rogzitjiik. A mért lecsengési gorbék
hulldmhossz fliggéek. Ezutan a mért lecsengési gorbéket multi-exponencialis fliggvénnyel
illesztjuk [2].

t

1(2.0)=3 a,(2)e *¥ 2

i=1 '

ahol [(A,t) a kiilonb6zé hullamhosszakon mért intenzitas gorbéket jeldli, ai(A) a

preexponencialis faktor ti(A) pedig az adott tag lecsengési ideje. A preexponencidlis
n

faktorok 6sszegére normalunk, vagyis Zai(ﬂu)=1.
i=1

Az igy kapott lecsengési gorbéket arra haszndljuk, hogy a mért intenzitdsnak egy
simitott, tehat a szikségszerlen jelen |év6 mérési zajtdl mentes megfeleldjét allitsuk eld.
A kapott illesztési paraméterekhez nem kapcsolunk fizikai jelentést, csak az a célunk, hogy
az eredeti gorbét minél jobban megkozelit6, ugyanakkor megfelel6en simitott intenzitas
lecsengést kapjunk.

Lathatéan az igy elGallitott lecsengési gorbe sorozat valamennyi tagja a t=0
idépillanatban /=1,0 értéket szolgaltat. Ez nyilvdn nem az intenzitdsok valds aranyait
tikrozi. Az intenzitdsokat a kovetkez6 megfontoldsok alapjan allitottam el6. Barmely
csatornan az id6egységenként mért intenzitds egyenesen aranyos az adott hulldmhosszon
az adott csatorndhoz tartozé idGintervallumban kibocsajtott fluoreszcencia intenzitassal.

Tehat a valddi intenzitdsokat leird lecsengési gorbét a kovetkez6 egyenlet adja meg:

ra)=3, T((j))() , e
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ahol T(A) az adott hulldmhosszon az id6korrelalt egy foton szamldlas futdsi ideje. Ez a

megfontolds csak akkor érvényes ha:

- A kilonb6z6 hulldmhosszakon végrehajtott mérések koriilményei megegyeznek.

- Az intenzitdsgorbék mérésekor azonos csucs belitésszam eléréséig tartson a mérés.

Meg kell emliteni, hogy tébb munkais [1,3,4] a megfelel6 intenzitds aranyok eléréséhez
a steady-state fluoreszcencia értékek felhasznaldsat javasolja. Mivel a mérési id6 a
lefutatott mérés természetes paramétere, én aranyossagi tényezéként az id6
felhasznalasat részesitettem elényben. igy megmarad az a lehet8ségiink is, hogy a mar
korrigalt lecsengési gorbe alatti teriiletet integralva és azt teljes kisugarzott intenzitdsnak
tekintve, az igy kapott értéket a steady-state emisszids fluoreszcencia spektrummal vessiik
Ossze.

Az igy el6allitott, kiilonb6z6 hulldmhosszakhoz tartozé intenzitas gorbék egytitt alkotjak
az id6-emissziés matrixot, mely haromdimenzids abrazolasban egy feliiletet képez két
fliggetlen valtozdval: a gerjesztéstdl eltelt id6vel és a hulldmhosszal. A képzett felliletet id6-
emisszidés matrixnak hivjuk és segitségével mind a fluoreszcencia idGbeli fejlédése, mind az
esetlegesen jelen levs, egymassal spektrdlisan atfedd, de kiilonb6z6 élettartammal
jellemezhet6 emittdldé centrumok vizsgalhatdak tovabbi analitikai modszerek (TRANES és

DAS) segitségével.
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4. Tetrakis-kavitand kioltja az antracén fluoreszcenciajat

4. Tetrakis-kavitand kioltja az antracén fluoreszcenciajat

4.1. El6zmények

A kavitandok [5] olyan molekuldk, amelyek struktdraja egy viszonylag merev lreget
képez. Felépitésiiknek koszonhetéen a kavitandokat és a veliik rokon kalixaréneket
gazdaként hasznaljak gazda-vendég molekuldris koélcsénhatasokban. A kavitandok
jelent6ségiiket a szupramolekuldris- és a nano-kémidban a sokrétl alkalmazasi
lehet6ségeiknek koszonhetik. Szenzorokként, nanoreaktorokként, illetve gydgyszerszallito
rendszerekben alkalmazzdk 6ket [6—10]. A gazda-vendég par képzésekor mindkét szereplé
toltéseloszlasa moddosulhat és a valtozasok mind idében allandd, mind id6bontott
fluoreszcencias maédszerekkel kovethetbek, ezaltal a fluoreszcencia spektroszkdpia a
gazda-vendég par képz6dés érzékeny detektoraként alkalmazhatd. Tetrakis
(ketokarboxamid) kavitand (1) (3.a abra) és antracén kozti kdlcsdnhatdst vizsgaltunk, hogy
teszteljiik a kavitand (1) felhaszndlasi lehetGségeit tovabbi alkalmazasokban példaul

szelektiv molekulaszallitoként.

3. abra. A tetrakis (ketokarboxamid) kavitand (a) és az antracén (b) szerkezete

Az antracén a viszonylag kis molekulamérete miatt alkalmasnak tilnik arra, hogy

behatoljon a kavitand belsejébe, mégsem ez volt a {6 szempont, ami miatt az antracént

11



4. Tetrakis-kavitand kioltja az antracén fluoreszcenciajat

valasztottuk. Sokkal fontosabb volt az, hogy a kiilonb6z8 olddszerekben mar megvizsgalt
fluoreszcencia tulajdonsagai [11-14] stabil hatteret biztositanak az esetlegesen |étrejové
nem (itkdzéses, vagyis a komplexképz6dés miatti kioltds megfigyeléséhez oldatban,
kiilonb6z6 gazda-vendég molekula koncentraciok jelenlétében. A megfigyelt fluoreszcencia
kioltast két modellel vizsgaltuk: az Gtkozéses és a Smoluchowski tipusu statikus kioltasi

modell [15] egyidej( jelenlétével jellemeztiik.
4.2. Anyagok és mddszerek

4.2.1. A fluoreszcencia kioltasa

Ha fluorofort tartalmazé oldatba egy masik anyagot keveriink, akkor altaldban a
fluoreszcencia kioltasat tapasztaljuk. A molekuldk kozti kélcsonhatasok valtozatos fajtai
eredményezhetik a fluoreszcencia kioltdsat ezek példaul a gerjesztett allapotban létrejové
reakcidk, molekularis atrendez6dés, energia atadds, komplexképz6dés az alapallapotban
és az Utkozéses kioltas. En itt a felsoroltak koziil két fontos specidlis kioltasi folyamattal
foglalkozom részletesebben: a fluorofor és a kioltdé molekularis szintl (tkozésének -
ményeként l|étrejové kioltassal, amit dinamikus kioltasnak is neveznek, valamint az
alapallapotban 1évé molekulak kozti kotés eredményeként létrejové nem fluoreszcens
komplexképz&déssel, amely folyamatot statikus kioltasnak neveznek. Mind a dinamikus,
mind a statikus kioltas értékes informaciot szolgdltat a fluoreszcens rendszerrél. A fluorofor
és a kiolté talalkozdsanak szikségességébdl fakaddan a legalapvet6bb felhaszndlasa a
kioltasnak, hogy a fluoroforok kioltd molekulak altali elérhet&ségérél ad informaciot.

Dinamikus kioltds

A dinamikus kioltas esetében a fluorofor a gerjesztett allapotaban Gtkozik valamelyik
kioltd molekulaval és az (tkozés kovetkeztében sugdarzas nélkil keril alapdllapotba. Az

intenzitas gyenglilését a Stern-Volmer egyenlet irja le:

I,

T=1+KC‘Cq/ (4)

ahol Io és | a fluoreszcencia intenzitasa a kiolté tavollétében és jelenlétében, cq a kioltd

koncentracidja és Kc a dinamikus kioltasi konstans.

12



4. Tetrakis-kavitand kioltja az antracén fluoreszcenciajat

1y

A 4. egyenlet szerint dinamikus kioltas esetén 0 linedrisan valtozik a kioltd

koncentréacidjaval. A kovetkez6 meggondolasokkal |athaté ez be.

A fluoreszcencia intenzitdsa egyenesen aranyos a gerjesztett dllapotban Iévé

fluoroforok szamaval (F'):
I~F", (5)

F* valtozasat pedig a kdvetkez6 egyenletek irjak le kioltd tavollétében és a jelenlétében:

* At .
ARy = fle)a——F;, (6)
TO
* At *
AF :f(t)At—(—JrchthJF , (7)
Ty

ahol f(t) az id6egységenkénti alapallapotbdl gerjesztett allapotba jutd molekuldk szamat
jeldli. A kq-val jel6lt bimolekularis kioltasi sebesség adja meg, hogy egységnyi
koncentracidban jelenlevé kioltd id6egységenként a gerjesztett fluoroforok mekkora részét
juttatja vissza alapallapotba. 1o-val a kioltd tavollétében mért fluoreszcencia élettartamot
jeloljik most, ami megegyezik az id6egységenkénti gerjesztett-allapotbdl alapallapotba
atmenet valdszinliségének a reciprokaval. Egyensulyi helyzetben az intenzitds allandé

vagyis

AF, =AF" =0. (8)

5.,6., 7., és 8. egyenletek alapjan [16]:

/ P L+chq
T
—[O = FO =0 i =l+k.z,c, (9)

Ty

A Kc-val jelolt dinamikus kioltasi konstans egyenesen aranyos (10. egyenlet) a fluorofor
fluoreszcencia élettartamdval (to) és az aranyossagi tényez6 a bimolekuldris kioltasi

sebesség (kq):

K. =k,,. (10)
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4. Tetrakis-kavitand kioltja az antracén fluoreszcenciajat

A 9. egyenletnél elmondottak alapjan |atszik, hogy dinamikus kioltas esetében a kioltas
a fluorofor élettartamdnak csokkenésének eredménye, az élettartamra és a

kvantumhatdasfokra is a 9. egyenlethez nagyon hasonld dsszefliggés irhato fel:

0]
T—0:—0:1+chq. (11)
T O]

A bimolekuldris kioltdsi sebesség molekula szintii értelmezése

A kiolté és a fluorofor (itkozési frekvencidja (f) egyenesen ardnyos a kioltd

koncentraciodjaval:
S =ke,, (12)

ahol a ko aranyossagi tényez6t, diffGzid hatarolt kioltasi sebességnek hivjuk és értéke a
Smoluchowski-egyenletbél [17,18] hatdrozhatdé meg. A Smoluchowski-egyenlet az
olddszernél nagyobb molekuldk diffuzidjat jellemzi, ami teljesil esetiinkben vagyis amikor

antracén és 1 van oldva DMF-ben.
k, =4\, RD (13)
. 23 1 ;. P . P
ahol Na az Avogadro szam | N, =6-10 —1 , R az Gtkozési sugdr D pedig az antracén
mo
(Da) és a kavitand (1) (Dc) diffuzids allanddjanak az 6sszegét jeloli. Feltételezziik, hogy az
Utkozési sugadr megegyezik az antracén (Ra) és a kavitand (1) (Rc)molekulasugaranak

Osszegével [19]. Ezekkel a Smoluchowski-egyenlet (13. egyenlet) atirhaté:
ky :47TNA(RA +RC)(DA +DC)- (14)
Stokes-Einstein egyenlet [20] adja meg a diffuzids allandét:

kT
D=—""
67nR’ (15)

J
ahol k a Boltzmanallandé (k =1,38- 10% Ej ,N=0,92 Pa - s a DMF viszkozitasa, R a molekula

sugara T pedig az abszolut hémérséklet. Ezeket felhasznalva a kovetkez6t kapjuk a diffuzio-

hatarolt kioltasi sebességre:

R, R
k, =1,758-109M'ls'1(2+—‘*+—c}- (16)
RC RA
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4. Tetrakis-kavitand kioltja az antracén fluoreszcenciajat

A kioltasban résztvevé molekuldk sugaranak ismeretében, a 16. egyenlet lehet8séget
ad a diffuzié-hatarolt kioltasi sebesség becslésére. Ha a bimolekularis kioltasi sebesség
kisebb, mint diffuzio-hatdrolt kioltasi sebesség, ez azt jelzi, hogy a fluorofor részben védve
van az (tkozést6l vagy a kioltas hatékonysaga alacsony. Abban az esetben, ha a
bimolekularis kioltasi sebesség meghaladja a diffuzié hatdrolt kioltasi sebesség értékét ez

tovabbi kioltasi mechanizmust jelez.

A 5. és 11. egyenlet homogén, a kioltd altal ugyanannyira elérhetd fluoroforok esetén

lesz igaz. Ebben az esetben az ?—et vagy Yot vagy &—t abrazolva a kiolté
T o

koncentracidjanak fliggvényében olyan egyenest kapunk, amely az y-tengelyt egynél
metszi, a meredeksége pedig a Kca dinamikus kioltasi konstans. Ez a Stern-Volmer dbra. Ha
a fluoroforok egy része nem elérhet6 a kiolté szamara, akkor a Stern-Volmer abra az x-

tengely irdnyaba tér el az egyenestdl.
Egyidejl dinamikus és statikus kioltds

Mas tipusu eltérést tapasztalunk a Stern-Volmer abran, ha egyidej(ileg fellép statikus és
dinamikus kioltas is. Ebben az esetben a moddositott Stern-Volmer egyenlet [15] (17.

egyenlet) irja le a fluoreszcencia intenzitasat kiilonb6zé kioltd koncentracidk esetén.

170:(1+KCCqX1+KSCq)' (17)

ahol Ip és | a fluoreszcencia intenzitasa a kiolté tavollétében és jelenlétében, cq a kioltd
koncentracidja, Kc és Ks pedig a dinamikus és statikus kioltasi konstansok. A mddositott

Stern-Volmer egyenletet dtrendezve a kovetkez6t kapjuk:

]0
fo
L — (K +Ko)+(Ke K, (18)

g

Lathatd, hogy a 18. egyenlet bal oldalat a kiolté koncentracid (cq) fliggvényében
abrazolva a tengelymetszet Kc+Ks—t a meredekség pedig a Kc - Ks értékét szolgaltatja, vagyis
a kioltasi allanddkat egy masodfoku egyenlet megoldasaiként kapjuk meg. A konstansok és
a megolddsok megfeleltetéséhez az élettartammeérésekbdl meghatarozott Kc hasznalhato.
Masik lehet6ség a kioltasi allandék meghatarozasdra a 11. és a 17. egyenletek

Osszevetésébdl adodik.
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4. Tetrakis-kavitand kioltja az antracén fluoreszcenciajat

I,
1

7“(1+Kscq), (19)

ahol %o az élettartam mérések alapjan illesztett értéke a dinamikus kioltasnak, adott kioltd
T
koncentracional. Ezek alapjan a 20. egyenlet bal oldalat dbrazolva a kiolté koncentracio

figgvényében, az eredményil kapott gorbe olyan egyenes, amely egynél metszi az y-

tengelyt és a meredeksége Ks.

1
20 1+ Kge

e (20)

q*

I, t
Ha az 70— az cq fliggvényében abrazolva eltér az egyenestdl, akkor a 17. egyenlet nem
o

irja le helyesen a megfigyelt fluoreszcencia kioltasat ekkor masik modell alkalmazasa

szlikséges.
A ,sphere of action” kioltdsi modell

A fluoreszcencia kioltasanak ,,sphere of action” modellje a kbvetkez8, molekularis szint(
folyamaton alapulo feltételezésen nyugszik. A fluoreszcencia azonnali kioltasa jon létre, ha
a fluorofor és a kiolté molekula érintkeznek vagy nagyon kozel (a kioltdsi sugaron belil)
keriilnek egymadshoz a fluorofor gerjesztésének pillanatdban. Ennek az azonnali kioltasnak
koszonhetGen a fluoroforok egy része nem hoz létre fluoreszcenciat., a maradék az, ami
fluoreszkal és aminek a fluoreszcencidjat kioltjak a tovabbi folyamatok. Feltételezziik a
kioltd és a fluorofor molekuldk egyenletes eloszlasat a gerjesztés pillanatdban. Ha az
oldatok elég higak, feltételezhetjlik, hogy Poisson-eloszlas irja le a valdszinliségét annak,
hogy a fluorofor és a kioltd molekulak elég kozel vannak legyenek az azonnali kioltashoz.
Jeloljik W-val a valdszinlségét annak, hogy az azonnali kioltds utdn megmarad a fluorofor

gerjesztett allapotban, ekkor:

I, 1+Kgec,
o s (21)
1 /4

ahol Ksy az azonnali kioltas utan megfigyelhet6 dinamikus kioltds Stern-Volmer kioltasi

allanddja. Késébbi vizsgalatokhoz érdemes a 21. egyenletet kissé atalakitani [21]:

(22)
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Annak a pontos valdszinliségét, hogy n kioltdé molekula taldlhatd V térfogatban a
binomiilis eloszlas adja meg. Abban az esetben ha a kioltok szama elég nagy és ugyanakkor
a V térfogatban taldlhaté kioltdk szdmdanak varhatd értéke elég kicsi, ekkor a Poisson-
eloszlas jo kozelitése a binomidlis eloszlasnak. Ennek megfelel6en annak a valdszin(isége,
hogy V térfogatban n kiolté molekula talalhato:

n
P(n,V)z%e_iV (23)

Ahol Ay az atlagos kiolté molekulaszam V térfogatban.
Ay =c,V-Ny. (24)

A binomiilis eloszlas akkor kozelithet6 a Poisson-eloszlassal — 6sszhangban a kiolté
molekulak alacsony varhaté értékével a V térfogatban — ha a Ay értéke megfelel6en kicsi.
Tipikusan 0,08 az érték, ami felett nem ajanlott a binomialis eloszlas kozelitése Poisson-

eloszlassal.

A 23. egyenlet alapjan annak a valdszinlsége, hogy nincs kiolté a V térfogatban:

AoV)=e"™. (25)

Nyilvanvaldéan azok a fluoroforok maradnak gerjesztett allapotban az azonnali kioltas

utan is, amelyeknek nincs a kézelében kioltd. Emiatt:
w=pP0,V)=e". (26)
Kis Av esetén alkalmazhatd a linearis kozelités:

W=e™ =1-1,. (27)

A 22. egyenletbe behelyettesitve a 24. és 27. egyenleteket azt kapjuk, hogy:

s

1 1
0 — Ky —+VN,. (28)

Cq I,
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1
Ebben a formdaban felirva a ,,sphere of action” kioltast leiré modellt lathatd, hogy az I_
0
1
1- T
fliggvényében abrazolt 9 analizisével V, vagyis a fluorofort koriilvevé aktiv térfogat
C

q
meghatarozhatd. Az akciéradiusz (r) pedig a kovetkez6 képlettel szdmolhaté az aktiv

térfogatbdl:

- gﬁﬁ. (29)

4.2.2. Abszorpciods korrekcio fluoreszcencia intenzitas mérésekor

A jelenséget, amikor a kioltd jelenléte megvaltoztatja az oldat optikai denzitasat azon a
hulldmhosszon ahol a fluorofort gerjesztjik, latszélagos kioltdsnak hivjuk. Ezt a jelenséget
figyelembe kell venni, és korrigalni, enélkiil ugyanis olyan esetben is fluoreszcencia kioltast
tapasztalhatndnk ahol csupan az oldat belsejében mar gyengébb megvildgitds, vagyis a
kioltd abszorpcidjanak kovetkezménye a lecsokkent fluoreszcencia intenzitds. A latszélagos
kioltast a kovetkez6 megfontolasok alapjan vehetjik figyelembe [22,23]: A mintat cq
koncentracioval és e4 molaris extinkcids egyitthatdval jellemezhetjik, a mintat tartalmazo
kiivetta optikai Uthossza d és az eredeti fény intenzitdsa lo, amikor eléri a kiivetta falat. A

Beer-Lambert torvénynek megfelel6en a kiivettaban x mélységben, a fény intenzitdsa:
—ECy X
I(x)=1,10"“" (30)
Az intenzitdsnak a teljes optikai Utra szamolt integralja megadja az effektiv megvilagitas
értékét:
d
Fyp = [1,107"dx . (31)
0
-1 e x
Fp=—t0 fio"]
g-c,-Inl0

-1 —&cy- —&Cy-
Fy=—""— (10 10 q°)
&-¢,-Inl0

F,. = ﬁ(ﬂ)‘”q"’ —1)
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1-10 "
Fop =10 (32)
g-c,-Inl0
Teljesen atlatszé minta esetében a megvilagitas értéke:
F=1,-d. (33)

A latszdlagos kioltast figyelembe vevd korrekcids faktor f pedig a teljes megvilagitas és

az effektiv megvildgitas hanyadosa:

f= = . (34)

4.2.3. Anyagok

A kavitand (1) szintézise a korabban lekozolteknek [24] megfelel6en tortént,
szerkezetét az 1. dbra mutatja. Az antracént és az (1)-et is spektroszkdpiai minGségl, a
Sigma-Aldrich-tél vasarolt (Product Number: 154814) N,N-dimetil-formamid-ban (DMF-
ben) oldottuk fel. Amig az antracén koncentracidja allandé 1mM, az (1) koncentracidja 10,
20, 40, 60, 80, 100, 150 and 200 uM volt. Az UV és a lathatd tartomanyban elvégzett
abszorpciomérést 1miliméteres kvartzkivettdban hajtottam végre, a fluoreszcencia
spektrum felvételét pedig ugyanebben a kiivettdban Perkin-Elmer LS 55 fluoriméterrel,
amelyben Xe-lampa szolgaltatta a gerjeszt6 fényt. TCSPC moddszerével rogzitettiik a
fluoreszcencia lecsengését az oldatokban. A TCSPC-t PicoQuant HydraHarp 400
mérérendszerrel valdsitottuk meg ahol PicoQuant PLS290 lézer szolgdltatta a kb. 900ps-os
gerjesztd impulzust 290 nm-es hulldmhosszon (Nanoscience Center, Jyvaskyla, Finnorszag).
Egy exponencidlis fliggvény megfelel§ volt a lecsengési gorbék j6 mindségl, legkisebb

négyzetek maédszerére épulé illesztéséhez.
4.3. Eredmények
4.3.1. Abszorpcio

Els6 lépésben a vizsgalt oldatok abszorpcids spektrumat rogzitettik a kozeli UV —

lathato tartomanyban. Az eredményt a 4. dbra mutatja.
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254§
1§ — 1mM antracén
L e 200uM kavitand (1)
20 - 1mM anthracén + 10-200uM kavitand (1)
0 154 |
O ]
o '.
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8 104
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260 280 300 320 340 360 380 400

Hullamhossz (nm)

TR/

szinképe

A 4. dbrabdl lathatd, hogy a keverék mintak abszorpcids spektruma a két komponens
0nallé spektrumanak linearis kombinacidja. Ez azt jelenti, hogy az oldatokban legfeljebb
kicsiny erésségl kolcsonhatas lehet az antracén és a kavitand (1) molekuldk kézt, mert ha

komplexet eredményez6 kotés jonne létre, az varhatdan torzuldst eredményezne az

abszorpciés spektrumokban.
4.3.2. Fluoreszcencia élettartam

A 5.4bran az antracén fluoreszcencia élettartamat abrazoltam a kavitand (1)
koncentracio fliggvényében. A gerjesztési hulldmhossz 290 nm volt, az emissziét 404 nm-
en detektdltam. Egyértelm( élettartam csokkenést tapasztaltunk, ugyanakkor észre kell
venni, hogy ez a csdkkenés a legnagyobb kiolté koncentracid (200 uM) esetén is csupan 4
szazalék.

A kioltd jelenlétében mért élettartam csdkkenés egyértelmdlen bizonyitja dinamikus
kioltds jelenlétét az antracén és a kavitand (1) kozt. Azért, hogy tovabbi informaciét

nyerjlink a mért adatokbdl, elkészitettem az élettartam értékekbdl szarmaztatott Stern-

Volmer gorbét, amely a 6. abran lathaté.

20



4. Tetrakis-kavitand kioltja az antracén fluoreszcenciajat
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6. dbra. A Stern-Volmer abra az antracén fluoreszcencia élettartamara
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A 11. egyenlet irja le, hogyan valtozik a fluoreszcencia élettartama dinamikus kioltas

esetében. Az ennek alapjan elvégzett linedaris illesztés a kbvetkezd eredményt szolgdltatta:

Do 12208107 L e (35)

T uM
Az illesztés alapjan az antracén-kavitand (1) rendszert K. = 208+9M™" dinamikus

kioltasi konstanssal lehet jellemezni. Korabbi vizsgalatokban [25] a dinamikus kioltasi
konstansra 2 M1 és 106 M1 kozti értékek adddtak toluolban, metanolban és dietietilén-

glikolban oldott antracén esetén trietilamin és 4-butilanilin kioltd jelenlétében.
Az illesztésb8l meghatarozott dinamikus kioltasi konstans ismeretében, a bimolekularis
kioltasi sebességre a - 10. egyenlet alapjan - kovetkez6 adddik: kq =537+023-10°M"s™.

A 16. egyenlet teremt kapcsolatot a kioltdsban résztvevé molekuldk sugara és a diffuzid
hatdrolt kioltasi sebesség kozt. Az antracén molekula atméréje jol kdzelithetd a feltételezés
alapjan, miszerint a molekula térfogata, megegyezik a Van der Walls térfogataval. Ez
alapjan Ra=0,4 nm [26]. Molekulamodellezési szamitasokbdl becsiilve a kavitand (1) sugara

3 nm-nek adddik. Ezen értékeket felhasznalva a diffuzié hatarolt kioltasi sebességre a 16.
egyenlet alapjan &, =15-10"M"s" ¢ kapunk.

A mérésbdl szarmaztatott bimolekularis kioltasi sebesség nagysagrendileg a diffuzid
hatdrolt kioltasi sebesség nagysagrendjébe esik, viszont hatarozottan meghaladja azt. Ez
tovabbi kioltd6 mechanizmus jelenlétét valdszinlsiti. Ennek a lehetGségnek a
feltérképezését a fluoreszcencia intenzitdsdban tapasztalt valtozasok vizsgalataval

végeztik el.
4.3.3. Fluoreszcencia intenzitas

A 7. abran lathatdak a 280 nm-en torténd gerjesztés eredményeként létrejové korrigalt
emisszids spektrumok. A 34. egyenletnek megfelel6en a mért intenzitasgorbéket
korrigaltam, a célbdl, hogy eltiintessem a gerjeszt6 fény intenzitasanak a kavitand (1)
abszorpcidvaltozasa miatti csokkenését. Az dbrabdl lathatdan a kioltd jelentGsen csokkenti
a fluoreszcencia intenzitdsat, a gorbe alakjat viszont nem valtoztatja meg, vagyis az

intenzitas csokkenés hullamhossz fliggetlen.
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7. adbra. Korrigdlt Fluoreszcencia intenzitdsa az antracénnek kilonb6z6 kavitand (1)
koncentrdcio esetén

A 8. abran bemutatott Stern-Volmer gorbe el6éllitdsahoz a 404 nm-es csucsnal mért

intenzitasértékeket hasznaltuk. Az intenzitas csokkenése alapjan kiszamoltam a teljes
kioltast 7—1 , amit a 8. abran az Ures kordk jeleznek. A 20. egyenlet alapjan el lehet

tavolitani a teljes kioltasbdl a dinamikus folyamat hatasat, az igy kapott |atszdlagos statikus
kioltast, vagyis a ]—OTL —1-vel definidlt értékeket a teli kérok mutatjak.
0
A 8. dbrdn a Stern-Volmer gorbe pozitiv iranyd hatdrozott eltérése figyelheté meg az
egyenestél, vagyis a dinamikus tag hatdsat eltavolitva is konkdav marad a gorbe az y-tengely
irdnyaban. Ez azt jelenti, hogy a 17. egyenlet nem irja le helyesen a kioltds mechanizmusat,

mas tipusu a kioltasi folyamat.
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8. abra. Ageri=280 nm és Aem=404 nm gerjesztési és emisszids hullamhosszakhoz tartozé
fluoreszcencia intenzitds Stern-Volmer gorbéje

A mért eredményeinkre a ,sphere of action” kioltasi modellt alkalmazva eltlinnek a

zavaro ellentmondasok. A 22. egyenletnek megfelel6en az egyenlet bal oldalat dbrazolva

az ]— fliggvényében, eredményiil a kovetkez6 (9. abra) adddik:
0
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9. abra. A ,sphere of action” kioltasi modell az antracén fluoreszcencia intenzitdsara

A 28. egyenlet segitségével az illesztési gorbe paramétereib6l a modellt jellemzé V,
vagyis a fluorofort korilvevd aktiv térfogat meghatarozhaté. Az illesztés (9. dbra) alapjan a
tengelymetszet, vagyis V- Na értékére 258+68 M adddik, amibdl a fluorofort kérilvevd
aktiv térfogat 43+11,3:10% dm3 lesz és az ebbdl kapott akciéradiusz 4,68+0.4 nm.
EmlékeztetSil a molekuldk sugarai Ra=0,4 nm és Rc=3 nm. Az akcidradiusz 6sszevethets a
molekulasugarak dsszegével, de kissé meghaladja azt, ez alapjan elfogadhatjuk, hogy 4,68
nm a hatdr a tdvolsdgra, amig megtorténik az azonnali kioltas antracén és kavitand (1)

esetén.

Az elméleti megfontolasoknal elhangzott, hogy a Poisson-eloszlas hasznalhatdsagat a Ay
értéke behatarolja és 0,08 a hatar amig elfogadhatd a Poisson-eloszlas mint a binomialis
eloszlas kozelitése. Nézziik meg, hogy a mi esetlinkben mennyi Ay értéke! Mivel Ay
linedrisan valtozik a kioltd koncentracidjaval, ezért elegendé a legnagyobb kioltd
koncentracié (200 uM) esetében kiszamolni. A 24. egyenletbe behelyettesitve a most

megkapott aktiv térfogatot és a maximalis kavitand (1) koncentraciét Ay =0,052 adédik,
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4. Tetrakis-kavitand kioltja az antracén fluoreszcenciajat

vagyis a rendszer megfelel a kévetelményeknek, a Poisson-eloszlas hasznalatdval nem
kovetiink el hibat. Az illesztés josagat jellemz8 R? értéke 0,986, ez szintén azt igazolja, hogy
a megfigyelt fluoreszcencia intenzitas csokkenést az alkalmazott ,,sphere of action” kioltasi
modell helyesen irja le.

Korabban is megfigyelték mar a Stern-Volmer gorbe ilyen irdnyu eltérését antracén
kioltdsanal [11-13]. Kozllik két tanulmdanynal anilin és allil 2,4-dinitrofenil-éter okozta az
antracén fluoreszcencia kioltasat kiilonb6z6 olddszerekben és a kioltas leirdsara a ,,sphere
of action” kioltdsi modellt alkalmaztak. A kapott paramétereket az 1. tdblazatban

hasonlitom 0Ossze.

Kioltd | Ksy(M™) | R (nm)
Anilin 12-38 1,2-3,8
Allil 2,4-dinitrofenil éter | 766-1410 | 0,61-0,72
Kavitand (1) | 1782+78 | 4,68%0,4
1. tdblazat. A ,sphere of action” kioltasi modellbél szarmaztatott allanddk
osszehasonlitasa kilonb6z6 kioltok esetén [12,13]

Az R (akciéradiusz) altalam mért magasabb értéke 6sszhangban van a nagyobb
molekulamérettel és a viszonylag nagy Ksy az antracén tovabbi hatékony statikus kioltasat

jelzi.
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5. Tetra-triazol-piridazin kavitand fény indukalt fluoreszcencia erésddése

5. Tetra-triazol-piridazin kavitand fény indukalt fluoreszcencia

er0sodése

5.1. El6zmények

Afluoreszcencia ersodése és a fotokromizmus (vagyis az anyagok abszorpciéjanak fény
hatdsara bekovetkezé reverzibilis valtozdsa) széles korben vizsgdlt jelenségek.
Népszerlségiiket az igéretes felhasznalasi lehetGségeknek, mint nagy fényintenzitastdl
védé anyagok[27,28], fotoaktiv anyagok[29,30] vagy fénnyel kapcsolhatd
bioanyagok [31,32] koszonhetik. A fluoreszcencia er6sédés felhasznaldsaval olyan
fluoreszcencias bioldgiai-orvosi alkalmazasok hatékonysaga javithaté, mint az in-vivo [33—
35] és egysejtes képalkotds [36—38] vagy genetikai és fehérjevizsgalatok [39].

Egyedilallé fluorofdr esetében a fluoreszcencia er6sodésének valtozatos okai lehetnek,

ezek a kovetkez6 kategodridkba sorolhatdak:

- Afluoreszcencia spin atmenethez kapcsolédd er6sddése. Ez a jelenség alapvetSen fém-
ligandum komplexekben jon létre {tipikusan vas(ll) valtozatos ligandumokkal képzett
komplexeiben [40,41]}, vagy pedig szabad gyok és ligandumok altal képzett
komplexekben. A spindtmenetet okozhatja a hdmérséklet valtozasa [42] vagy
fénybesugdrzas [43]. Altaldban a spindtmenettel megvaldsulé allapotok kdzti atmenet
a fluoreszcencia intenzitdsat és a spektrum alakjat is megvaltoztatja.

- Szerkezeti és konformdcidos valtozdsokkal Osszefligg6 fluoreszcencia er8sédés. A
legismertebb példa a konformacidvaltozds okozta fluoreszcencia megerésédésre a
vizben oldott triptofan fluoreszcencia valtozasa [44,45]. Természetesen a legtobb
szerkezeti valtozas ami a fluoroforban megy végbe, hatdssal van a elektronstrukturara,
emiatt a fluoreszcencia jellemz6i sem maradnak valtozatlanok. Beszamoltak
fluoreszcencia er6sodésérdl dimerképzddés [46], aggregdacid [47] és disszociacid [48]
kovetkezményeként is.

ElGzetes méréseink soran kavitandok fluoreszcencia kioltasat vizsgaltuk. Valamennyi
altalunk vizsgdlt kavitand nagyon stabil fluoreszcencia emisszidval rendelkezett, viszont a
tetra-triazol-piridazin esetében nem voltak reprodukalhatéak az intenzitdsok. Hamarosan
kideritettlik, hogy a megvilagitas az, ami az intenzitds valtozasat okozza. Ezutdn terveztiik

meg a méréssorozatot azzal a céllal, hogy a fluoreszcencia er6sodésének okat feltarjuk.
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5. Tetra-triazol-piridazin kavitand fény indukalt fluoreszcencia erésodése

Kavitandok sorozatdban megvizsgaltuk a fluoreszcencia tulajdonsagoknak az UV-fény
okozta valtozasait és mérend6 anyagoknak azokat a kavitandokat valasztottuk, amelyek a
tetra-triazol-piridazin kavitand szintézisénél, mint intermedierek képz&dnek. A 10. dbranak
megfelel6en az alap kavitandtdl indulva, amely csak a négy metil szubsztituenst tartalmazza
a fels6 karimajan, tovabbi csoportok (benzol, triazol és piridazin) hozzaadasaval kapott,
egyre Osszetettebb kavitandokon at jutunk a kavitand (6a)-val és kavitand (6b)-vel jelolt,

leginkabb Osszetett tetra-triazol-piridazin kavitandokhoz.

H
CH;, CH; CHs

Kavitand (5) Kavitand (4)
R R R ®
R, DR NN R R I";‘N NN R
N_h‘ N 7 N Y N—N/ _” N4 N 7 H_N
3N l\’ll/ N \p

Kavitand (6a) Kavitand (6b))
X=Cl X=Br

10. abra. A vizsgalt kavitandok strukturaja
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5. Tetra-triazol-piridazin kavitand fény indukalt fluoreszcencia erésddése

A fotokromizmus legdltalanosabb magyarazata szerint a fotokrom anyag kétféle
allapotban — példaul kétféle izomerként — fordul el6. Fény hatdsara bekovetkezé
fotokromizmus esetében az anyag kétféle allapotanak aranyat a fénybesugdrzas
megvaltoztatja. A fény az allapotok kozti molekularis szintl kapcsoldként viselkedik. A
fotokrom anyagok, mint biomolekuldakhoz vagy nanostrukturakhoz kotott jelz6k
alkalmazasa nagyszer( lehet6ségeket hordoz magaban. A fotokrom molekuldban létrejové
fény indukalt szerkezeti valtozasok tovabbi strukturdlis valtozdsokat okozhatnak a vizsgalt
anyagban. Emiatt a fotokrom anyagok felhasznalasa igéretesnek tlinik a fotomoduldlt

eszkozok tovabbfejlesztésében.

Vizsgalataim célja az volt, hogy meghatdrozzam kavitand (6a) esetében a fény-indukalt
fluoreszcencia er8sodésének eredetét, mivel ez alapvetd jelent6séggel bir barmilyen
alkalmazas esetén. A hipotézisiink az volt, hogy a megfigyelt fluoreszcencia intenzitas
novekedésének oka, az UV-fény okozta konformacié-valtozas. Feltételeztiik, hogy a karok
képesek elforogni és ez a forgas alapvetGen befolydsolja a kavitand (6a) felépitését.
El6zetes méréseink azt mutattak, hogy a fluoreszcencia tulajdonsagok remek indikatorai a
fény hatasara bekovetkez6 valtozasoknak. Ennek a felfedezésnek az a jelentGsége, hogy
ennek kovetkezményeként a kavitand (6a) akar fénnyel kapcsolhaté konténer
molekulaként is alkalmazhatd, vagyis megvaldsithatd a vendég molekula reverzibilis
mozgatdsa a kavitand lregébe, majd onnan vissza az olddszerbe. Ez a tulajdonsag remek
alapot szolgdltat kot6 és elenged6 rendszer l|étrehozdsara széleskorl alkalmazasi

lehet6ségekkel.
5.2. Anyagok és mddszerek

A kavitandok szintézise a publikdcidban [49] leirtaknak megfelel6en tortént.
Valamennyi anyag spektroszkodpiai tisztasagu dimetil-szulfoxidban (DMSO) volt oldva
(Sigma-Aldrich, Product Number: D5879-1L), az oldatok koncentracidja 10 uM volt. Ez aldl
egyedili kivétel a koncentraciofliggést vizsgdlé méréssorozat volt, ott 0,5 és 10 uM kozt
valtoztattuk a kavitand (6a) koncentracidjat. A valtast a sotét és a megyvilagitott allapot kozt
1 6rds 282 nm-es hulldamhosszu megvilagitassal értiik el.

Thermo Scientific (AC200-A25) vizkeringet6 termosztat tartotta a mintakat allandd 20

°C h6mérsékleten. A jelenség hémérsékletfliggését is vizsgaltuk, ebben az esetben 20 °C és
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85 °C kozott valtozott a keringetett viz és igy a minta h6mérséklete is. A kisérletek
végrehajtasakor Ggyeltem arra, hogy a h6mérsékleti egyensuly eléréséig ne kezd6djon el a
mérés.

Valamennyi spektroszképiai mérést 4 mme-es kvarcklvettdban (Hellma 104F-QS)
hajtottuk végre. Az UV és lathatd spektrumban az abszorpcié mérésére kétsugaras
spektrofotométert (Thermo Fisher Scientific, Evo600) alkalmaztunk. A 3.1 fejezetben
bemutatott HORIBA Jobin-Yvon, Nanolog FL3-2iHR spektrofluoriméterrel rogzitettik a
gerjesztési-emisszidos matrixokat, és TCSPC médszerrel mértiik meg az anizotrépia
lecsengését, valamint a fluoreszcencia élettartamat. A fluoreszcencia élettartamanak
mérésekor a gerjesztési hulldmhossz 280 nm volt 1,2 ns impulzusszélességgel, az
anizotrépia lecsengését 321 nm-es hullamhosszal és 1,0 ns impulzusszélességgel jellemzett
Nanoled fényforrast hasznaltunk. Azért nem azonos forrast hasznaltunk, mert az
anizotrépia lecsengésénél a polarizatorok hasznalata lecsokkenti a megfigyelt fotonok
szamat. A 321 nm-es Nanoled joval nagyobb gerjeszt6 foton intenzitdsa ellensulyozza azt,
hogy ezen a hulldmhosszon a fluoreszcencia hatasfoka kisebb. A fluoreszcencia intenzitds
lecsengését két exponencidlis modellt alkalmazdsaval, legkisebb négyzetek mddszerére
éplld illesztéssel illesztettiik. Az anizotrdpia lecsengésén keresztiil a rotacids élettartam
meghatdrozasat egy exponencidlis modell segitségével végeztik. Az idGbeli felbontas
mindkét méréstipus esetében 55 ps volt. A kvantumhatdsfok mérését 10 uM DMSO-ban

oldott uranin referencia oldathoz viszonyitva végeztik.
5.2.1. Anizotrépia lecsengése

1920-ban F. Weigert felfedezte [50], hogy a polarizalt fénnyel [étrehozott fluoreszcencia
intenzitasa figg a megfigyel6 oldali polarizator iranyatdl, vagyis a kibocsajtott
fluoreszcencia részben polarizalt. Fluoreszceint, eozint, rodamint és tovabbi fluoreszcens
festékeket vizsgalt oldatban. Azt tapasztalta, hogy a névekvé molekulamérettel és az oldat
viszkozitasaval novekszik a fluoreszcencia polarizaltsaga, a hémérséklet névekedésével
viszont csokken. Felismerte, hogy az eredményei azt jelentik, hogy a polarizaltsag

novekedése a fluorofor korlatozott mobilitasat jelzi.
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A szokdsos ,Right angle”, vagyis a gerjeszt6 nyaldbra merdGleges megfigyelés és
figg6legesen polarizalt gerjesztés esetén a kdvetkezd definicié adja meg a fluoreszcencia

polarizaltsagat:

-1,
=——, (36)
I +1,
és az aladbbi az anizotropiat:
pohith 4th (37)
1, I,+21,
P és r a kovetkez6 egyenletekkel feleltetheté meg egymasnak:
po_ &s - 2P (38)
2+r 3-P

Az azonos jelentéssel bird polarizacio és anizotrdpia koziil altalaban az anizotrépiat

részesitik el6nyben, mivel az tartalmazza a teljes megfigyelt intenzitast.

>

Gerjesztés |

Detektalas

F 3
v

11. dbra. A fluoreszcencia anizotrépidja
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Ha feltételezziik, hogy az emissziét és az abszorpciét okozd dipdlus 0 °-os szoget zar be
egymassal és mozdulatlanul a 11. dbran D-vel jel6lt pozicidban helyezkedik el, akkor az

egyetlen fluorofor altal kibocsajtott sugarzas komponensei:
I =cos’ @ és I, =SiIT ¢-sir’ O, (39)

Ha rogzitjik @ értékét akkor az Osszes @-val jellemzett dipdl altal kibocsajtott

fluoreszcencia anizotrépidjat ugy kapjuk, hogy az intenzitds komponenseit ¢ szerint

atlagoljuk:
I”i@):cos2 o, (40)
1@ =sin’ ¢-sin° O . (41)
2z
j sin’ ¢-d¢
Mivel sinz¢.:02”—=E ezért a @ térszogben elhelyezkedé mozdulatlan
Jas
0
festékek fluoreszcencia anizotropiaja:
I- 1_
HO)==——= 42
I +20, (42)

3cos’ O-1
He)=—"——. (43)
2
Mennyi a valdszinlség sirlsége, annak hogy megjelenik z-tengellyel @ szoget bezard

gerjesztett dipdl:
20)=sind-cos B, (44)

ahol sin®a megfelel§ térszog nagysagat jellemz6 faktor, ezaltal az ott elhelyezkedd dipdlok
szdma sin@-val egyenesen ardnyos. cos’@® azt adja meg, hogy milyen valdszin(iséggel
gerjeszti a polarizalt nyaldb a vele @ széget bezard dipdlt, vagyis a fotoszelekcid jelenségét

irja le. Atlagolassal:
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cos* @ sin®-do

(@]
=}
72]
S
&)
I
I

= (45)

W | W

cos’ @-sin®-dO

O eV [N | O 0 [Ny

A 45, egyenlet segitségével ki tudjuk szamolni a 43. egyenletben meghatarozott r

atlagat.

- 3cos’O@-1
y ==

0,4. 46
5 (46)

Abban az esetben, ha az abszorpcids és emisszids dipél momentumok a széget zarnak

be egymassal, akkor a 46. egyenlet a kovetkez6képpen mddosul:
p— 2 —
- 0,{%) | (47)

Az volt a feltételiink, hogy a fluoroforok mozdulatlanok. Emiatt a 47. egyenletben
megkapott atlagos anizotrdopia kdzvetlenil a gerjesztési utani pillanatban (vagyis amikor

még nem volt id6 elmozduldsra) mért anizotrdpiaval egyezik meg.
p— 2 —
]/‘0 =y = 0’4(—3 Cosza lj . (48)

A molekuldk mozgdsa miatt az anizotropia csokkeni fog, méghozza az esetek egy

részében a kovetkez6 exponencidlis lecsengés irja le a valtozasat:

{7)

r(t)=re \*/, (49)
ahol p a rotacios korrelacidés id6 vagy mds néven a Debye féle rotacios relaxacids
élettartam.

Milyen Osszefliggés van a rotacids korrelacids id6 és egyéb makroszkopikus jellemz6k

kozt?

/1
P T (50)

ahol n a kozeg viszkozitasa, k a Boltzmann-allandd, T az abszolut hémérséklet Vesr az effektiv
térfogat amit az esetleges olddszerburok és a molekularis kérnyezet miatt figyelembe kell

venni.
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G faktor

Minden mdszernél fellépnek olyan jelenségek, amik miatt a kilénb6z6 polarizacids
allapotu fényt mas hatasfokkal kezeli a rendszer. Példaul az altalunk monokromatorként

alkalmazott reflexiés racsoknak mas a reflexidjuk a kiilonb6z6 polarizacidos allapotu

nyaldbokra. IH és I, mérésekor ezt a hatast is figyelembe kell venni.

Iyy :EV[HI (51)
Lyy=E, (52)

ahol v a mért intenzitast jeloli fligglleges gerjesztés és megfigyelés esetében, Ev a mlszer
emisszid oldali flggdleges irdnyu érzékenysége Ivu pedig a mért intenzitds fliggdleges
gerjesztés és vizszintes megfigyelés esetében, En a mdszer vizszintes érzékenysége az

emisszio oldalan.

Az 37. egyenletbe behelyettesitve az utdbbi két egyenletet a kovetkez6 adddik:

[\’J_[\’J I _ﬂ]
E, E “oE, "M I,,-G1
7y = \ H — H — \'AY VH (53)
1 1 E .G- '
Iwoptve g By D 206Gy
EV EH EH
Lathatoan G faktor definicidja a kovetkezd:
E
G=—YL. (54)
EH

Hogyan lehet a G faktor értékét megmérni?

Maradjunk a gerjeszt6 nyaldabra merdSleges megfigyelésnél, de alkalmazzunk
vizszintesen polarizalt gerjesztést! Ebben az esetben vizszintesen és fliggblegesen polarizalt
nyaldbok szimmetrikusan helyezkednek el, ezért elméletileg azonos intenzitas hagyja el
mindkét polarizacids iranyban a mintat. A megfigyelt Iy és lun intenzitdsok kiilonb6z6sége

a midszer polarizdciés irdnyok szerinti érzékenység valtozasanak a kovetkezménye.
IHVZEVI' és I, = E,I'.Vagyisazt kapjuk, hogy:

ﬂ :]ﬂ (55)
Ey '

HH

G

~
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5. Tetra-triazol-piridazin kavitand fény indukalt fluoreszcencia erésddése

A G faktor az emisszids hullamhossztdl fliggé a mUszerre jellemz6 allandd, amely két
darab pontos intenzitdsmérésb6l meghatarozhaté és a tovabbi vizsgalatoknal
alkalmazhaté.

A 53. egyenlet mar definidlta szamunkra, hogyan kell az anizotrépia id6fliggését

megmérni:

r(t): Ivv(t)_G'IVH(t) (56)

]VV(t)+2'G']VH(t)-

Fliggblegesen polarizdlt gerjesztéssel és vizszintes és fliggdleges detektor oldali
polarizatorokkal kell az intenzitas lecsengését rogziteni, példdul TCSPC mddszerével. Ezutan
az 56. egyenlettel meghatdrozott miveletet tetsz6leges id6pillanatban vett intenzitasokkal

elvégezve megkapjuk az anizotrdpia értékét az adott id6pillanatban.

5.3. Eredmények

5.3.1. Abszorpcid

Elsé Iépésként a vizsgalandé kavitandok abszorpcids spektrumat rogzitettiik a kdzeli UV
és a lathatd rovid hulldmhosszu tartomanyaban. Egy O6ras megvildgitas utdn az
abszorpciémérést megismételtiik. Az oldatok koncentraciéja minden esetben 10 uM volt.

Az eredményl kapott spektrumokat a 12. dbra mutatja.

)
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Kavitand (6a) abszorpcios spektruma
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12. 4bra. A kavitandok abszorpcids spektruma megvilagitas el6tt (fekete) és megvilagitas
utan

A kontroll allapotban rogzitett spektrumokat a fekete gorbe jelzi, mig a megvilagitas
utan mért abszorpciét pirossal jeloltem. Lathatdan, a spektrumok alakja alapvetéen
valtozatlan maradt az 1 6ras megvildgitds hatasara. 282 nm-nél a kavitand (2), (3) és (4)
molaris extinkciés koefficiense kisebb mint 36.000 M~lcm™, kavitand (4), (5a) és (5b)
esetében nagyjabdl 57.000 M~tcm™ korili értékeket mértunk. A véltozatlan spektrumalak
ellenére nagyjabol 10%-os csokkenést tapasztaltunk a kavitand (2), (3), (4) és (5) esetében
282 nm kornyékén, amit az kavitandok fény hatdsara bekovetkez6 bomlasanak
tulajdonitunk. A kavitand (5a) és (5b) esetében 270 nm felett nincs észrevehet6 kilonbség
a megvilagitas elott és utan felvett abszorpcids spektrumokban. Ez azt jelenti, hogy a
megyvildgitas hatdsara létrejové valtozas az emisszibban nem magyarazhatd a kavitandok

abszorpcidvaltozasaval.
5.3.2. Fluoreszcencia intenzitas

Gerjesztési-emisszios mdtrixok

A gerjesztési-emisszids matrixokat megvilagitas el6tt és kdzvetlenll megvilagitas utdn
is rogzitettem (13. abra). A kavitand (2), (3) és (4) ugy reagdl a megvilagitds hatasara, ahogy
vartuk (els6, masodik és harmadik sor a 13. abran). Csak jelentéktelen valtozdsok
figyelhet6ek meg az emisszids strukturaban, ugyanakkor a bevilagitas hatasara minimalis
intenzitascsokkenés lathatd valdszinlileg az abszorpcidénal emlitett lebomlds és a
fluoreszcencia kifakuldasanak [51] egylttes eredményeként. A kavitand (5) esetében
(negyedik sor a 13. abran) 280 nm koriili gerjesztési hulldmhossznal Uj struktdra jelent meg,
amelynek a csucsintenzitasa 375 nm-es emisszids hulldamhossznal taldlhatd. A matrix tobbi

része valtozatlan maradt.
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13. 4bra. Az els6 oszlopban a megvilagitas el6tt a masodik oszlopban az 1 6ras

megyvilagitas utan rogzitett gerjesztési-emisszids matrixai a vizsgalt kavitandoknak. Az elsé
sorban kavitand (2), a masodikban kavitand (3), a harmadikban kavitand (4), a
negyedikben kavitand (5), az 6todikben kavitand (6a) és az utolséban a kavitand (6b)
gerjesztési matrixai l[athatdak.

A kavitand (6a) viselkedése (6todik sor a 13. abrdn) teljesen eltér a korabbiaktodl.
Kontroll allapotban egy széles és gerjesztési hulldmhossztél fliggetlen emisszids savval
rendelkezik, amelynek a maximuma 460 nm korl talalhaté. Az emisszids sav alakja nem
valtozik, az intenzitasa viszont nagyjabdl a kétszeresére novekszik a megvilagitds hatasara.
Ahhoz, hogy leirjuk a kavitand (6b) viselkedését (utolso sor a 13. dbran), az emisszidjaban
két fliggetlen strukturat kell elkdlonitenink. Az elsé csucs 570 nm-es emisszidval
jellemezhets, ami 330 nm-es gerjesztés hatdsdra jon létre. A masodik struktura kis
intenzitasu és 460 nm-nél helyezkedik el fliggetlenil a gerjesztési hullamhossztél, vagyis
ugyanott, mint a kavitand (6a)-nal. A megvilagitas hatasdra a masodik struktura er6sdodése
jol latszik az utolsé sor jobb oldalan. Ugyanakkor a csics 570 nm-nél veszit az

intenzitasabdl.
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A kavitand (2), (3) és (4) emisszidja valtozatlan marad a megvilagitas hatasara, ugyanez
a kavitand (5), (6a) és (6b)-re nem mondhaté el. A kavitandok szerkezetét 6sszevetve az

eredményekkel a kovetkez6ek mondhatoak el:

- A kavitand (2), (3) és (4) esetében az abszorpcid és a fénykibocsajtas is a kavitand
vazaban elhelyezkedd 1,3-di-alkoxy benzol gy(ir(ih6z kéthet6.

- Kavitand (6a) és (6b) abszorpcidjdban és emisszidjdban a cavitand karjaiban
elhelyezkedd csoportok (triazol és piridazin gy(rdk) szerepe meghatarozé.

- Kavitand (5) esetében a vazban és a karokban megtaldlhaté aromas gy(ir(ik egyarant
fontosak a optikai tulajdonsagok kialakitasaban. Ez megmagyarazza a kavitand (5)
kettls viselkedését, vagyis azt, hogy 375 nm-nél Uj csucs jelenik meg, viszont a
gerjesztési-emisszios matrix tobbi része valtozatlan marad.

Emisszios spektrum

Azért, hogy az el6z6 bekezdésben targyalt valtozasok jobban attekinthetéek legyenek,
az emisszidés spektrumokat is rogzitettem 280 nm-es gerjesztésnél (14. abra). Az
eredmények jo egyezést mutatnak azokkal a kovetkeztetésekkel, amelyeket a gerjesztési-
emissziés matrixokbdl vontuk le. Nincs észrevehet6 valtozas a kavitand (2), (3) és (4)
emisszidjaban. A kavitand (5) fluoreszcencia emisszidja hatarozott névekedést mutat 375
nm-nél, mig a spektrum tobbi része lényegi valtozasokat nem mutat. Az is megerdsitést
nyert, hogy a kavitand (6a) 465 nm-nél elhelyezkedd savja jelentésen megerésodik, a

kavitand (6b)-nél pedig enyhe emelkedés tapasztalhatd a megvilagitas hatasara.

—— Kavitand (2) —— Kavitand (2)
154 —— Kavitand (3) 154 —— Kavitand (3)
Kavitand (4) Kavitand (4)
Kavitand (5) —— Kavitand (5)
104 Kavitand (6a) 104 — Kavitand (6a)
Kavitand (6b) Kavitand (6b)

Fluoreszcencia intenzitas (A.U.)
Fluoreszcencia intenzitas (A.U.)

300 350 400 450 500 550 300 350 400 450 500 550
Hulldmhossz (nm) Hulldmhossz (nm)
a b
14. 4bra. A vizsgalt kavitandok fluoreszcencia emisszidja megvilagitas elétt (a) és
megvilagitas utan (b) Aceri=280 nm
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Osszefoglalva: az abszorpcié és a fluoreszcencia emisszié alapjan két jél elkiiléniilé
csoportba rendezhet6k a méréssorozatban részt vevs kavitandok. A kavitand (2), (3) és (4)
abszorpcidja 282 nm-nél alacsonyabb, mint 36.000 M~*cm™ és nem tapasztalhatd a
fluoreszcencia intenzitdsanak névekedése a megvilagitas hatasara. Ezeknek az anyagoknak
az abszorpcidja és az emisszidja is a kavitand vazdban talalhaté 1,3-di-alkoxy benzol
gylirtkben lejatsz6do folyamatokhoz kothet6. Kavitand (5), (6a) és (6b) abszorpcidja és
emisszidja teljesen eltér a korabbiaktél. Az abszorpciéjuk 282 nm-nél nagyjabdl
57.000 Mcm™ és a megvilagitds 282 nm-es fénnyel fluoreszcencia intenzitdsanak
novekedését okozza. Amig kavitand (5) és (6b) csak fluoreszcencidja csak kissé erGsodik,
kavitand (6a) esetében pontosan meghatdrozott az az emisszidés sav, ahol jelentdsen

novekszik a kibocsajtott foton intenzitas UV-fény megvilagitds hatasara.
A fluoreszcencia intenzitds kinetikdja

Azért, hogy a masodperces-perces id6skalan vizsgaljuk a fluoreszcencia intenzitds
valtozasat a 282 nm-es megvildgitds alatt, a kovetkez6 protokoll szerint jartunk el:
folyamatos 282 nm-es megvilagitas kozben, 465 nm-es emissziénal masodpercenként
rogzitettik a fluoreszcencia intenzitasat. A kisérlet utan a kavitand (6a) éjszakdra sotétben
maradt és masnap reggel megismételtiik a protokollt. Az eredményil kapott gorbék a 15.

abran lathatoak.
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Kavitand (4)
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1 - - - Kavitand (6a) masnap reggel
Kavitand (6b)

Fluoreszcencia intenzitas (A.U
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15. 4bra. A vizsgalt kavitandok fluoreszcencia intenzitasa hosszu id6skalan folyamatos 282

nm-es megvilagitas kozben
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Kavitand (6a) és (6b) fluoreszcencidja folyamatosan erdsodik a megyvilagitds alatt, ezzel
szemben a kavitand (2), (3) és (4) fluoreszcenciaja nagyjabol 10% gyengiilést szenved el. Ez
utdbbi esetben a fluoreszcencia intenzitdscsokkenése 6sszhangban van azzal, hogy hasonld
mértékl csokkenést regisztraltunk ugyanezen anyagok abszorpcidjaban. A kavitand (5)
esetében a kezdeti gyors intenzitasnovekedése lassan megfordul és a kezdeti érték
kozelébe tér vissza. A masnap reggel megismételt mérés azt mutatta, hogy a
megnovekedett intenzitds valtozatlanul megmarad, nem [athatd jele annak, hogy a kontroll
allapotba visszatérne annak hatdsara, hogy éjszakara s6tétben hagyjuk. Mivel a kavitand
(6b) mintanal kisebb intenzitasnovekedést tapasztaltunk, ezért (6a)-t valasztottuk a tovabbi
vizsgdlatokhoz, hogy az UV-fény altal indukalt fluoreszcencia er6s6dés mechanizmusat
tisztazzuk.

A megvildgitd intenzitds hatdsa

A 16. abra a fluoreszcencia novekedést kiloénbozé gerjeszt6 fényintenzitasoknal
mutatja. A gorbék az emittalt fény és a referencia detektoron mért beesé fényintenzitas
aranyat mutatjadk. Ennek megfeleléen, és mert a kezdGallapotuk azonos, a gorbék
kezd6pontja ugyanott van. 465 nm-es hulldmhossznal mértik az emissziét 282 nm-es
gerjesztés esetében, Ugy hogy a belépési rések valtoztatasaval 5% és 96,9% kozott

valtoztattuk a beesé fény intenzitasat.

- 8-

——96.9%
2. ——51.8%

20.4%
—10.5%
— 5.0%

0 600 1200 1800 2400 3000 3600

Fluoreszcencia intenzitas (A.U

o

Megvilagitasi id6 (s)

16. abra. Kavitand (6a) fluoreszcencidja, hosszu id&skalan, kilonb6z6 megvilagito
intenzitasokkal. A folytonos vonal a mért értéket mutatja a szaggatott gorbe az 57.
egyenlet alapjan illesztett fliggvény.
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Novekvé fényintenzitassal monoton névekszik a fluoreszcencia er6sédése. 5% gerjeszt8
intenzitasnal 40%-os novekedést rogzitettliink az 1 dras megvildgitas ideje alatt, ezzel
szemben a 96,9%-os megvilagitas hatasara harom és félszeresére ndvekedett a
fluoreszcencia intenzitasa. Az egyértelm( Osszefliggés a megvilagitd fényintenzitas és a

valtozas erdssége kozt bizonyitja, hogy a fluoreszcencia er6s6dését a megvildgitas okozza.

A fluoreszcencia er6sodésének id6beli leirasdra a kisérleti eredmények altal sugallt
intuitiv. modellt alkalmaztuk (57. egyenlet). A modell a tapasztalt aszimptotikus
viselkedésen és azon a kézenfekvé feltételezésen alapul, hogy az anyag kiilonb6z6 allapotai

kozti atmenetet exponencialis fliggvény irja le.

t t

I=1,+[|1-e™ |+],|1-e" (57)

A 16. dbran a szaggatott vonal mutatja az illesztés eredményét, a kapott paraméterek

pedig a 2. tablazatban keriltek feltliintetésre.

Megvilagité fényintenzitas (%) | o | 11 | 7,(s) | 2 | 7,(s)

96,9 2,322 59 |3,2| 1184

51,8 12,2121 | 217 | 2,5| 2250

204119/0,8| 281 | 3,2 | 2199

10,5(1,9|0,3| 83 |2,7| 2507

501904 | 267 | 3,0| 9794

2. tablazat. A kilonb6z6 fényintenzitdsok esetében mért (16. dbra) kavitand (6a)
fluoreszcencia intenzitds alapjan illesztett gorbék paraméterei

A kapott paraméterek analizise ramutat arra, hogy két exponencialis komponens
alkalmazasa szilikséges. Lathatéan a modell jol illeszkedik a mért adatokhoz. A folyamat
elején a gyors komponens a meghatarozd, amit 60 és 280 s kozti karakterisztikus id6
jellemez. A méasodik komponens karakterisztikus ideje (r2) egy nagysagrenddel nagyobb,
mint a gyors komponens karakterisztikus ideje. Ahogy varhaté volt, lp értéke nagyjabdl
allanddé. Az er6sebb megvilagitas /1 értékének novekedését, vagyis a gyors komponens
nagyobb hozzajaruldsat okozza. I, viszont nem valtozik a megvilagito intenzitassal, helyette
T2 csokkenése a kevésbé intenziv megvildgitds hatasara azt jelzi, hogy a magasabb gerjeszt6

fotonszam gyorsabb véltozast okoz molekularis szinten.
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17. dbra a fluoreszcencia intenzitdsat mutatja folytonos megvilagitds alatt, valtozé
hémeérsékleten tartott mintak esetében. A hémérséklet novelésével folyamatosan csokken
a fluoreszcencia kezdeti intenzitdsa, a legmagasabb h6mérsékleten a fluoreszcencia kezdeti
értéke mindossze a szobahGmérsékleten mért érték harmada. Ennek az oka, hogy a
magasabb hémérséklet noveli a gerjesztett allapotbdl alapallapotba térténd, nem
sugdrzasos atmenettel megvaldsuld visszatérés valdszinliségét [1]. Azért, hogy eltlintessik
a hé6mérsékletfligg6 kioltas hatdsat a kezdeti értékre normaltuk a mért gorbéket (17.b
abra). Ezt ugy tettiik meg, hogy a fluoreszcencia kezdeti intenzitasat 1.0-nak valasztottuk
és a valtozasokat ehhez viszonyitottuk. Az 1 drds megvilagitas hatasara 85 °C-on a kezdeti
érték két és félszeresére novekszik a fluoreszcencia intenzitdsa, szemben a 20 °C-on kapott
3,2-szeres értékre novekedéssel. Az illesztésre kapott paraméterek (3. tablazat)

megerdsitik a feltételezést, hogy a gorbék alakja fliggetlen a hémérséklettdl.
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17. dbra. Kavitand (6a) hosszu idGskalan és kilonb6z6é hGmérsékleten mért
fluoreszcenciaja folyamatos megvilagitds kozben (a) és a kezdeti értékre normalt gorbék

(b)

Hémérséklet (°C) Abszolut Normalt
lo h |z, (s)| | z,(s) | o h|z(s)| k| 7,(s)

2012322 59 [3,2| 1184 |10(1,0| 59 |1,4| 1184
30(123(22| 145 |25 1138 |1,1(1,1| 145 | 1,2]| 1138
502,126 | 497 |16 3082|1114 | 497 |0,9| 3082
70 1 (11| 415 |0,7| 1980 |1,1(1,2| 415 | 0,8 | 1980
85(08(0,2| 181 [1,2| 789 |1,0|0,3| 181 |1,6| 789
3. tdblazat. a 17. dbrdn bemutatott, kiilonb6z6 hémérsékleten rogzitett intenzitdsgorbék
illesztési paraméterei
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Hasonlé viselkedést tapasztaltunk kilonb6z6 koncentracidéju oldatokat vizsgdlva. Az
0sszehasonlithatdsag érdekében a mért gorbék kezdeti intenzitasat 1-re normaltuk, majd
a valtozasokat ehhez viszonyitottuk. Az illesztett gorbék Io paramétere 1,0 koruli értékeket
szolgaltat. Nem varhatd, hogy pontosan 1,0-at kapjunk, hiszen ez az illesztés szabad
paramétere, ugyanakkor az, hogy a kapott értékek viszonylag kozel helyezkednek el az
elméleti értékhez az alkalmazott modell helyességére utal. A teljes intenzitds ndvekedése

0,9 és 1,5 kozt valtozik a 0,5 UM és 10 UM kozti koncentracié tartomanyban. A teljes

«se

mintaknal.
n
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18. dbra. Kilonboz6 koncentracioju kavitand (6a) oldatok normalt fluoreszcenciaja hosszu
idéskalan folyamatos megvilagitas kozben

A 4. tablazatban bemutatott illesztési paraméterek megerésitik a gorbék alapjan tett
megallapitasainkat. Az alkalmazott modellbél kovetkezG6en (57. egyenlet) az |1 és |, 6sszege
hatdrozza meg a teljes intenzitasnovekedést. A csokkend kavitand (6a) koncentraciénak
nincs észrevehetd hatasa a korrelacids élettartamokra, de enyhe csokkenést okoz az az I1
és I, Osszegében. A fluoreszcencia valtozas kinetikdjanak hémérséklet és koncentracid
fliggetlensége kizarja asszociacids és disszocidcios hatasokat, ezért ezek nem vehetnek

részt a fluoreszcencia erGsodését kivaltd mechanizmusban.
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Normalt
o | h|z,(s)]| 2| z,(s)
10(1,1(1,2| 344 | 0,3 | 1470
5(11104| 172 | 0,9 1495
211110,7| 445 | 0,4 | 2259
111,110,2| 166 | 0,7 | 1160
05(1,1/0,3| 309 [0,7]| 1830
4. tablazat. Kiilonb6z6 koncentracidju oldatokban a normalt intenzitasokra kapott
illesztési paraméterek

Koncentracié (uM)

5.3.3. Kvantumhatasfok

A relativ kvantumhatasfok mérését, a kordbban leirtaknak [52] megfelel6en hajtottuk
végre. Célunk volt, hogy a referencia és a kavitand (6a) fluoreszcencia spektruma
egyszerlien Osszehasonlithatd legyen. Hogy az oldatok torésmutatdja megegyezzen a
referencianak valasztott uranint is DMSO-ban oldottuk fel. Az gerjesztési hullamhosszt a
19. dbra bal sarkdban lathatd, abszorpcids spektrumok alapjan valasztottuk. 356 nm-nél
valamennyi oldat abszorpcidja megegyezik ezért ezt a hulldmhosszt rogzitettiik a
gerjesztésre az emisszids spektrumok felvételéhez. A 19. dbran lathaté az uranin és a
kavitand (6a) emissziés spektruma 1 6rds megvilagitds el6tt és utan. A szamolt
kvantumhatasfokokat az 5. tablazat tartalmazza. 10,8% és 22,7% adddott a kavitand (6a)
kvantumhatdsfokara megvilagitas el6tt és az 1 éras megvilagitds utan. Ezek az értékek jé
egyezést mutatnak kordbban publikdlt kvantumhatasfok értékekkel 19%-24% [53] és

34% [54] amelyeket kiilénb6z6 kavitandokon mértek.
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19. 4dbra. Uranin és a kiilonb6z6 allapotban Iévé kavitand (6a) abszorpcids spektrumai (kis
abra a bal fels6 sarokban), valamint ugyanezen anyagok 356 nm-es gerjesztés hatdsara
[étrejov6 emisszios spektrumai

Minta Kvantumhatasfok
Uranin 92% [27]
Sotét kavitand (6a) 10,8%
Megvilagitott kavitand (6a) 22,7%

5. tdblazat. Uranin és a kavitand (6a) megvilagitas el6tt és megvildgitas utdan mért
kvantumhatdsfokanak 6sszehasonlitasa

5.3.4. Fluoreszcencia élettartam

TCSPC modszerrel rogzitettiik nanoszekundumos id&skdldan a kavitand (6a)
intenzitasanak lecsengését megyvilagitas el6tt és utan azért, hogy meghatdrozzuk a
fluoreszcencia élettartamat (20. abra). Az élettartam komponensek meghatarozasa

legkisebb négyzetek moddszerére épulé illesztéssel tortént, az 58. egyenlettel

meghatarozott két exponencialis lecsengést feltételezve.

I=4-e"+4,-e ™ (58)

(59)
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10000 T T T 20 10000 4 T T ‘ 20
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20. abra. A sotét (a) és a megvilagitott (b) kavitand (6a) fluoreszcencia lecsengése, az
illesztett gorbe és a reziduum (a mért és az illesztéssel kapott szamitott értékek sulyozott
kiilonbsége)

Szintén a 20. dbran kerdlt feltlintetésre az illesztett gorbe és a reziduum is. A gerjesztés
koruli idétartomanytdl eltekintve nincs a reziduum értékeiben tendencidzus eltérés
nullatol. Ez és a redukalt chi-négyzet értékei — amelyekre csak kicsivel 1,0 feletti értékeket
kaptunk — azt jelentik, hogy az illesztett és a mért értékek nagyon jol egyeznek

egymassal [55].

Elsé tag Masodik tag Atlagos
Minta A 7, (ns) Az 7, (ns) e'et(trf;am
Sotét 62,3 1,3 37,7 5,4 2,8
Megvilagitott 44,1 1,5 55,9 5,3 3,6

6. tablazat. A kavitand (6a) fluoreszcencia élettartam paramétereinek 6sszehasonlitdsa a
kiilonb6z6 allapotokban

A 6. tablazat foglalja 6ssze az illesztés eredményeként kapott paramétereket. A
komponensek élettartama a kilénb6z6 mintdkban megegyezik, viszont valtozik a
hozzdjaruldsuk a teljes intenzitashoz. Az 1 6ras megvilagitdas hatasara a hosszabb
élettartamu komponens valik hangsulyosabba. Az, hogy az élettartam parok megegyeznek
a minta két allapotaban, azt sugallja, hogy a komponensekhez emittdlé centrumok

rendelhetdk [56].

47



5. Tetra-triazol-piridazin kavitand fény indukalt fluoreszcencia er6sodése

A vizben oldott triptofan esetében a kiilonb6z6 konformacié valtozatok miatt a
fluoreszcencia lecsengését tobb-exponencidlis gorbe irja le. A jelenség oka, hogy kilonb6z6
rotacids konformacids izomereknek (rotamereknek) mas a fluoreszcencia élettartama és
ezek a rotamerek egyidejlileg vannak jelen az oldatban [44]. A kilénb6z6 rotamerekben az
amino- és karboxil- csoportok indol gy(ir(ih6z képesti relativ helyzete megvaltozik és ennek

hatdsa van a fluoreszcencia molekuldn belili kioltdsanak hatékonysagara [57] [58] [45].

Feltételeztem, hogy hasonld mechanizmusnak koszonhet6 a kavitand (6a) esetében
tapasztalt fluoreszcencia intenzitasnovekedése . Az élettartam paraméterekbdl latszik,
hogy a megyvildgitas hatasara a minta atlagos élettartama 3,6 ns-ra névekszik a kontroll
allapotban mért 2,8 ns-os értékrél. Ez egybecseng azzal, hogy kézben a fluoreszcencia
intenzitasanak novekedését tapasztaltuk. Ha a dinamikus kioltas kevésbé hatékonnya valik
akkor ezt egyidejlileg meger6sodé fluoreszcencia és a megnovekedett élettartam is
kiséri [1] [16]. A dinamikus kioltdas nem valtoztatja meg a spektrum alakjat, vagyis a
dinamikus kioltas miatti intenzitdascsokkenés hulldmhossz fliggetlen. Ez szintén megerdsiti
a feltételezést, hogy a dinamikus kioltas szerepet jatszik a tapasztalt fluoreszcencia
erGsodésében, hiszen a gerjesztési-emisszidos matrixok vizsgalatabadl kiderilt, hogy az UV-
fénnyel megyvilagitasnak nem volt hatdsa a spektrum alakjara. Tovabbi értékes informaciét
a fluoreszcencia lecsengés vizsgalatabdl nyertiink. Kiderilt, hogy a két exponencialis modell
alapvet6en ugyanazokkal az élettartam értékekkel kitlin6en leirja a fluoreszcencia
lecsengését a sotét és a megvildgitott minta esetében is. A két exponencidlis tag két
emittalé centrum jelenlétét valdszin(siti a kavitand (6a) sotét és megvilagitott allapotanak
megfelel6en. A relativ preexponencialis paraméterek valtozasa mutatja az allapotok kozti
atalakulast. A jelentGs novekedés az atlagos élettartamban annak kdvetkezménye, hogy

valtozik az allapotok hozzajaruldsa a teljes intenzitashoz.
5.3.5. Anizotrdpia lecsengés

TCSPC médszerrel hataroztuk meg a kavitand (6a) fluoreszcencia anizotrdpia lecsengés
gorbéjét néhany nanoszekundumos skalan megvilagitas el6tt és utan. A gerjesztési
hulldmhossz 321 nm volt, és a kibocsajtott fotonokat 465 nm-en gyl(jtottik be.
Osszhangban a 49. egyenlettel, a kdvetkez6 egy exponencidlis modell illesztésével

hatdroztuk meg az anizotrdpia lecsengését jellemz6 paramétereket.
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t

r)=r, +(-r.)e”, (60)
ahol p a rotacids korrelacios id6 ro és r a kezdeti és a végtelen sokara kialakul6 anizotropia.

_nhC
kT

f, (61)

ahol n a kozeg viszkozitasa, k a Boltzmann-allandd, T az abszolut h6mérséklet, Vp az a
fluorofor térfogata az olddszerburokkal egylitt. A C faktorral vesszik figyelembe a
molekularis kérnyezet hatasat, az f pedig a fluorofor alakjara jellemz6 tényezd.

A 21. abran mutatom meg a mért lecsengéseket és a egy exponencialis modell alapjan

illesztett gorbéket. Lathatdan, az alkalmazott modell nagyon jél irja le a mért anizotropiat.

Mért anizotrépia » Mért anizotropia
— lllesztés — lllesztés

Anizotropia
Anizotrépia

Id6 ( ns) Id6 ( ns)
a b
21. dbra. Kavitand (6a) fluoreszcencia anizotrépia lecsengése megvilagitas elott (a) és

megvilagitas utan (b) (Aceri= 321 nm; Aem= 465 nm)

A 7. tablazat tartalmazza az illesztetési paraméterek értékeit. », értéke mindkét minta
esetében nullahoz kbzeli értéket vesz fel, vagyis a 49. egyenlettel meghatarozott modell is
jo illesztést eredményezne, nagyjabol ugyanezen értékekkel. Nemrég szamoltak be [59]
arrol, hogy hasonlé méretl kavitandon 1,64 ns-os rotacids korrelacidos id6t mértek.
Osszhangban a 61. egyenlettel, a rotacids korrelaciés id6 megnévekedése konformacid

véltozassal magyarazhato, vagyis a kavitand (6a) térfogata és/vagy az alakja valtozik [60].
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Minta ro I p (ns)

Sotét 0,23 0,009 1,35
Megvilagitott 0,25 0,0005 1,70
7. tadblazat. Anizotrépia lecsengés paramétereinek dsszehasonlitasa a kavitand (6a)
kiilonb6z6 allapotaiban

A mar korabban publikaltakkal [61] teljes 6sszhangban, a kavitand (6a)-n Kégl Timea
altal elvégzett NMR mérés a molekula enyhén helikdlis, nagymértékd, kozel C4-es
szimmetridjat mutatta ki (22. dbra). A szintén Kégl Timea altal elvégzett molekula-dinamikai
szimulacio felfedte azt, hogy a kavitand (6a)-nak |étezik nagyobb energidju stabil vagy
kvazistabil konformacids valtozata, amelynél a karok korhintaszerlen kifordulhatnak, a

molekula méretének novekedését eredményezve (23. dbra).

22. 4dbra. Optimalizalt struktaraja a kavitand (6a) alapallapotanak oldalnézetbél (a) és
felllrdl (b)
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23. dbra. Optimalizalt strukturaja a kavitand (6a) legnagyobb energidju allapotanak
oldalnézetbdl (a) és felilrél (b)

A konformacids allapot szerint ,zart” és ,nyitott” allapotban lehet a kavitand (6a).
Megvilagitas el6tt a molekulak tobbsége a ,zart” allapotban van. A 282 nm-es foton 0,71
al energiaval rendelkezik, ez meghaladja a 0,31 al energiat, ami a konformacids valtozashoz
szikséges.

A kavitand (6a)-ban megfigyelt fluoreszcencia er6sodése ezen eredmények alapjan
nagyon jol magyarazhatd. Kavitand (6a)-nak legaldbb kétféle rotaciés konformacids
izomerje létezik. A sotét allapotaban a molekulan belili kioltas erGsebb. Megyvilagitas
hatdsara a molekulak egy része a , nyitott” allapotba keriil, ahol a molekulan beliili kioltd

folyamatok kevésbé hatékonyak, ezért intenzivebb fluoreszcenciat szolgaltat.
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6. Szilicium-karbid nanokristalyok lumineszcencidjanak elemzése

idoemisszids matrixok segitségével
6.1. El6zmények

A szilicium-karbid (SiC) nagy savszélességl indirekt félvezet6 [62] valtozatos
felhasznaldsi lehetGségekkel. Alkalmazzak nagyenergidju elektronikai eszkozokben [63],
spintronikaban (spin transzport elektronika) [64] és kvantum informatikaban [65,66] is. A
szilicium-karbid nanokristdly (SiC NC) népszer(i festékanyag bioldgiai kutatasokban, olyan
elényos tulajdonsagainak koszonhetéen mint a biokompatibilitds [67,68], hemo-
kompatibilitds [69,70], stabil lumineszcencia és a kitin6 oldhatésaga polaros
oldészerben [71]. Tovabbi el6nyo6s tulajdonsaga a szilicium-karbid nanokristalynak, hogy a
kémiai médszerekkel médosithatd fellleti csoportok jelenléte lehetévé teszi az irdnyitott
kotédést kilonb6zé molekuldkhoz [72], valamint a mérettel valtoztathaté lumineszcencia
tulajdonsagok akar a kozeli infravorosben, vagyis a bioldgiai ablakban vald
gerjeszthet6séget is lehet6vé teszik. Habar a szilicium-karbid nanokristalyok
alkalmazhatdsagat mar bizonyitottak bioldgiai kdrnyezetben [68,73], s6t terdpias céllal [74]
is, a struktura és a kibocsdjtott lumineszcencia kapcsolata ennek ellenére még nem teljesen
tisztdzott. Nem meglep6 és kisérletileg is igazolt, hogy a fluorofor kdrnyezete és a
molekuldk kozti kolcsonhatds alapvetéen befolydsolja a SiC NC lumineszcencia
tulajdonsagait [72,75-78]. Elméleti szamitasokkal aldatamasztott kisérleti eredmények
bizonyitjdk, hogy a fellleti csoportok erd8sen befolyasoljak a SiC NC-ok
lumineszcenciajat [75,76,79]. Két alapvet6en kilonb6z6 modell alkalmazasa figyelhet6
meg az irodalomban a SiC NC-ok lumineszcenciajanak leirdsara: amikor félvezet6 tombként
tekintenek a nanokristalyra [80] illetve vizes kérnyezetben a SiC NC-t SixC,0,(H) képlettel
leirhatd makromolekulaként jellemzik [75,76]. A viszonylag széles méretbeli szérds és a
fellleti csoportok jelenlétének bizonytalansdagai megnehezitik a fellileti funkcids csoportok

és a lumineszcencia tulajdonsagai kozti kapcsolat egyértelm( bizonyitasat.
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Energia ! Energia ﬂ

y
SO Y SO Y

a b

24. 4bra. A kétallapotu (a) és a folytonos atmenettel (b) megvaldsuld relaxacié. [1]
alapjan

Molekuldn belili és molekuldak kozti folyamatok a gerjesztett allapot relaxacidjat
idézhetik el6, ezaltal képesek befolydsolni az emisszié tulajdonsagait, kiilonds tekintettel a
spektrum alakjara. A fluorofor a gerjesztés hatdsdra a G (gerjesztett) allapotba jut (24.
abra). Innen k sebességdllanddval jellemzett atmenettel — ami valamilyen sugarzas nélkdli
relaxacié — jut a legalacsonyabb allapotu gerjesztett allapotba (R, relaxalt allapot). A k
sebességallandd és a te-vel jeldlt G allapotbdl 1étrejovs fluoreszcencia élettartama donti el,
hogy az észlelt fluoreszcencia dontéen a G vagy az R dllapotbdl vald alapallapotba
visszatérés eredményeként jon létre. Ha a k sebességi allandd kisebb, mint a G allapotbdl
visszatérés sebességi allanddja (= Tél ), akkor az emisszid tulnyomo részt a G allapotbdl
valdsul meg. Ha a feltétel forditottja teljesil, akkor az R allapotbdl vald visszatérés lesz a
hangsulyosabb. Mivel az R allapot mindig alacsonyabb energidju, mint a G gerjesztett
allapot, ezért az R-b4l alapallapotba atmenet koézben kibocsajtott foton hulldmhossza
eltolédik a vords iranyaba a G allapotbdl vald visszatéréshez képest. Ez a jelenség mar
onmagaban id6fliggd spektrumokat szolgdltat. A G allapotban Iévé elektronok szamat két
folyamat is csdkkenti: az esetleg foton kibocsatdssal jaro visszatérés az alapallapotba, és az

atmenet az R allapotba. Az R allapotban viszont csak az alapallapotba visszatérés okozza a
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fluoreszcencia intenzitasanak csékkenését. Emiatt az id6 el6rehaladtaval a hullamhossz
vOros iranyu eltolédasa varhaté. Tovabb erGsiti ezt a folyamatot, hogy a gerjesztés
pillanatdban az 6sszes gerjesztett elektron G allapotba keril. A vords felé eltolodott
fluoreszcencia emisszidja csak akkor tud megkezd&dni, amikor R allapotba keriilnek

elektronok. Ez az el6z6 effektushoz hasonldan a vords csucs kés6bbi megjelenését

eredményezi.

A kétallapotu relaxacio esetében az emisszids spektrum id6beli fejlédést mutatja a 25.a
abra. A kékkel rajzolt gorbe a gerjesztés utan kozvetleniil a G allapotbdl alapallapotba
visszatérG fluoroforok altal Iétrehozott emissziét mutatja. A piros gorbe megfelel az
elegendé id6 elteltével R allapotba kerilt fluoroforok foton kibocsatdasanak. A koztes
allapotban pedig G és R allapotbdl egyarant szarmazik fluoreszcencia, ami a csucs
kiszélesedéséhez vezet. A folytonos atmenettel megvaldsuld relaxacid spektrumanak
id6beli valtozdsa teljesen mds képet mutat (25.b dbra). Ebben az esetben az emisszids csucs

folyamatos eltolddasa tapasztalhaté a spektrum alakjanak megvaltozasa nélkdil.

Intenzitas
Intenzitas

Hulldmhossz (nm) Hulldmhossz (nm)
a b

25. 4bra. A kétallapotu (a) és a folytonos atmenettel (b) megvaldsuld relaxacié hatasa a
spektrum id6beli valtozasara. [1] alapjan. Mindkét dbran a kék, a zold és a piros gorbék
ebben a sorrendben mutatjak a spektrumok idébeli fejlédését.

A gerjesztett allapotban végbemend reakciok tipikusan 2 db jol elkilondlt allapottal
jellemezhetdk, ahol a koztes allapotban 1évés fluoroforok koncentracidja elhanyagolhaté.
Emiatt a gerjesztett allapotban végbemend reakciokkal a kétallapotu relaxacié (24.a abra)
valdsul meg. Ha valtozik a fluorofor dipdlmomentuma a gerjesztett allapotban, akkor ez

lehetévé teszi a kdlcsdnhatast a fluorofor és az 6t korulvevé olddszer molekulak kozt, ami
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nagyon gyakran az olddszer relaxaciéban nyilvdnul meg. Az olddszer relaxacidé a
viszkozitastol és a molekulak méretétél figgden piko-nanoszekundumos idGskalan zajlik le
és ennek megfelel6en az atmeneti allapotbdl szarmazd emisszid jelent8s lesz, vagyis az

atmenet folytonos relaxacidval valésul meg (24.b dbra).

A fenti relaxacidos folyamatok megfigyelhetGek az id6emisszids matrixokban. A
mérésiink célja az volt, hogy azonositsuk a SiC NC kilénb6z6 emittaléd centrumai altal
kibocsajtott lumineszcenciat és elkllonitsiik az egyéb inhomogenitast okozo jelenségeket,
példdul az olddszer relaxaciot. A feladatot az id6bontott spektrumok (id6emisszids matrix)

tovabbfejlesztett vizsgalataval hajtottuk végre.

6.2. Anyagok és mddszerek

6.2.1. Time-Resolved Area-Normalized Emission Spectra (TRANES)

Ahogy a mddszer neve is mutatja a TRANES [81] a TRES, vagyis az id6emisszids matrix
technika tovabbfejlesztése, Ugy hogy a kilénbdz8 idépontokban mért spektrumoktol
megkoveteljik, hogy a gorbe alatti teriilet minden id6pillanatban allando legyen. A TRANES
nagy elénye, hogy a lecsengési fliggvény alakjatdl fliggetlenil egy Ugynevezett izoemisszids
pont (ahol dllandd a relativ intenzitas) jelenik meg abban az esetben, ha két kiilonb6z6

hulldmhosszon, kiilonb6z6 élettartammal lumineszkalé komponens van jelen.

120) =k, ()1, 0+ K, (A)1,0), (62)

ﬁmax
S(t)= [1(4,1)dx, (63)
A=A mnin
S(6)= K./, 0)+ K, £, (¢), (64)
lmax ;Lmax
Ahol K, = jka(/z)d/z ¢s K, = J.kb(/i)dxl_
A=A A=4

min =min

Ezekkel a teriiletre normalt intenzitasspektrumok a kévetkezének adddnak.

IAN(ﬂ,t):%(t)))l(/l,t), (65)

55



6. Szilicium-karbid nanokristalyok lumineszcenciajanak elemzése id6emisszids matrixok segitségével

Az izoemisszids pont létezésének feltétele, hogy ott a teriiletre normalt spektrum idé

szerinti derivaltja nulla legyen.

50
i) o{504)

dt dt dt

vagyis azt kapjuk, hogy:

a(l(/z,z))S(t): G(S(t))](ﬂ,t). (66)

ot ot

Behelyettesitve a 62. és 64. egyenleteket, a kovetkezd adddik:

o, L+ b A (¢ ()4 k1 ()= QELODL KL (0 (41 (2)7:0)

k
ot ot
%0k B i, 10+ k1 00, Lk, D )7 01,01 0)
LD Lk 10 %Wk, 1 0=k, L0k ()1, 0k, LB ()7, 0)

(K, ~ K ()L 7 0= 6, (05, K, (1) 22 )

Tehat, azt kapjuk, hogy:

(e, -0 L 1, 0- 20 1 )]0 2

A 67. egyenlet kétféleképpen teljesiilhet. A trividlis megoldas, amikor a szorzat méasodik
tagja zérus, és ekkor fi(t)=fu(t). Ebben az esetben nem jon létre inhomogenitds a
lumineszcencia lecsengésében, nem beszélhetiink elkiilonilt emittalé centrumokrdl. A

masik eset érdekes szamunkra, amikor az elsé tag értéke zérus:

k,(A)K, - K k,(1)=0,igy

a

L) _K, -
LK,

Tehat, annal a hulldmhossznal, ahol a kezdeti intenzitds ardnyok megegyeznek a teljes

gorbe alatti terlletek aranyaval, ott talalhatd az izoemisszids pont.
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Ha id6ében vagy hulldmhosszban megfelel6en elkiilonil, akkor tovabbi emittald
centrumok hozzaaddsa a rendszerhez Ujabb izoemisszids pontok megjelenéséhez vezet. N
emisszidos pont jelenlétekor legaldbb N+1 elkllondlt emittdld centrum jelenléte

feltételezhet6.
6.2.2. Decay Associated Spectra (DAS)

Terliletre normalt id6emisszids matrixok megkonstrualdsakor az illesztési
paramétereknek nem tulajdonitottunk fizikai jelent6séget, azokat csak a sima intenzitas
lecsengések elGallitasara hasznaltuk. Decay Associated Spectra [82] [83] mddszert
alkalmazva gyokeresen megvaltozik a helyzet. A kilonb6z6 emisszids hullamhosszakon
mért intenzitds lecsengéseket exponencidlis tagok 6sszegeként irjuk le, igy a 2. egyenlethez

nagyon hasonld dsszefliggéshez jutunk.
I(2,t)=> a,(A)e " . (69)

A kordbbiakban leirtaknak megfelel6en I(A,t) a hulldamhosszanként valtozé intenzitas
lecsengés, ai(A) a preexponenciadlis faktor, 7; pedig a lecsengési id6, amely hulldmhossztél

fliggetlen. Az tovabbra is fennall, hogy preexponencidlis faktorok 6sszege egyet ad, vagyis
zai(ﬂ)=1. A korabbi gondolatmenettel (3. egyenlet) analdg mddon kaphaté meg a
=1

korrigalt intenzitas:

)=y 4ld) (70)

= 7(2)

Lathatdan az egyetlen, de komoly eltérést okozd kiilonbség, hogy a tagok élettartama
nem valtozik hulldmhosszanként, hanem azok globalis paraméterek. A legkisebb négyzetek
maodszerére épulé illesztésnek kell megtaldlnia azokat az élettartamokat, amelyekkel a
lecsengési gorbék minden hulldmhosszon jol kozelithet6ek. Mivel ugyanazokbdl az
élettartamokbdl épitjlik fel az 6sszes lecsengési gorbét, vagy mas szavakkal, ugyanazok az
élettartam komponensnek hozzak létre az intenzitds lecsengési gorbéket, az élettartam
komponenseket feleltetjiik meg egy-egy emisszids centrumnak. Egy komponens szazalékos
hozzdjaruldsa a steady-state lumineszcencia intenzitdshoz a preexponencialis faktorok és

az élettartam értékek ismeretében a kdvetkez6 mddon hatarozhatéd meg:
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f(A)= 2220 (71)
Jj=1
A DAS spektrumokat a szdzalékos hozzdjaruldsok és az dsszintenzitasok szorzatdval

allitjuk eld, az 6sszintenzitasok pedig a 70. egyenlettel meghatdrozott korrigalt intenzitasok

id6 szerinti integralasaval adédnak.

= i t t=L ; a (1),
1L0)=£(s(a)  SBI= ST =352, (),
igy kapjuk:
W)=% (72)

A DAS spektrumok a komponensek intenzitasainak sorozata. Egy komponens
intenzitasat uagy kapjuk meg, hogy az 0Osszes mért hulldmhosszon, kiszamoljuk a
hulldmhossz fliggd preexponencidlis faktor és a komponens élettartamanak szorzatat és ezt
a hulldmhosszhoz tartozé felvétel idejével elosztjuk (72. egyenlet).

A DAS hatranya, hogy a relaxacids folyamatok miatt fellépé spektralis eltolddast nem
tudja kezelni, ezért az komoly nehézségeket okoz a DAS spektrum kiértékelésében. A
spektrumeltoléddsara utald jelek esetében fokozott dvatossaggal kell eljarni, illetve a

modell kiterjesztése sziikséges [84], de ez tulmutat e dolgozat keretein.

6.2.3. Anyagok

Az SiC NC-okat a cikkben kozoltek [85] szerint Beke David a MTA Wigner Fizikai
Kutatékozpontjaban készitette, nedves kémiai maratas médszerét alkalmazva. A kapott 1-
4 nm kozotti nanokristalyok feliletén tobbféle oxigént tartalmazd csoport megtalalhato,
kozilik a karboxil a leggyakoribb. Ez a minta szolgdlt referenciaként a mérésekhez. A
felszinén tobbségében —OH csoportokat tartalmazé SiC nanokristalyok elGallitasahoz a
referencia minta vizben oldott NaBHs-val lett redukalva. A sésavban oldott Zn porrral a SiC
NC-ok erésebb redukcidja valdsult meg, aminek a hatdsara leginkdbb csak —H maradt
felGleten. Ezen nanokristdlyok ujraoxidalasaval jott létre a fellletén —SiOx csoportokat

tartalmazod minta.
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6.3. Eredmények

6.3.1. Aluminiummal adalékolt és a metanolban oldott SiC NC-ok

vizsgalata

A SiC NC-k lumineszcencia tulajdonsagainak feltérképezéséhez az els6é lépés a
gerjesztési-emisszids matrixok mérése volt (26. abra). Ezzel megkapjuk, hogy milyen
tartomanyban gerjesztheté a vizsgalt minta valamint, hogy az emissziét hol érdemes
detektalni. Kiderilt, hogy az aluminiumos adalékolds és az olddszer cseréje is, jelentGsen
megvaltoztatta a lumineszcencia jellegét. Metanol mint olddszer hatdsdra az emisszié
hulldmhossza jelentGsen eltolédik a kék irdnyba, aluminium adalékoldsa pedig a
lumineszcencia teljes strukturajat megvaltoztatja. Az dbrdbdl lathatd, hogy 321 nm-es
gerjesztési hulldmhossz — amely hulldmhosszon rendelkeziink impulzus Uzem

fényforrassal — alkalmas valamennyi minta gerjesztésére.
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26. abra. A referencia (a), az aluminiummal adalékolt (b) és a metanolban oldott SiC NC
gerjesztési-emisszids matrixai

A 26. abran bemutatott gerjesztési-emisszidos matrixokkal meghatarozott emisszid
strukturdja alapjan vélasztottam meg a hulldmhosszakat ahol a lumineszcencia lecsengését
rogzitjik, vagyis az id6emisszidos matrix hulldmhossz tartomdanyat. A referencia minta
esetében 370 -570 nm, az aluminiummal adalékolt mintanal 370-620 nm, metanolban
oldott mintandl 340-550 nm kozti tartomanyban 10 nm-es |épéskozokkel rogzitettem a
lumineszcencia intenzitdsanak lecsengését. Az gerjeszt6 impulzus forrdsa 321 nm-es
hulldmhosszu fényt kibocsajté Nanoled tipusu lézerdidda volt kb. 800 ps félértékszélességl

impulzust szolgdltatva. Az eredményeket a 27. dbra mutatja.
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27. abra. A referencia (a), az aluminiummal adalékolt (b) és a metanolban oldott (c) SiC

NC-n mért id6emisszidos matrixok

550

A kontur abran és a 3D felszinen is szépen latszik, hogy az aluminium adalékolas jelent&s
csokkenést eredményez a lumineszcencia élettartamaban. A referencia és a metanolban
oldott minta esetében az id6 el6rehaladtaval az emisszids spektrum sulypontjanak enyhe
vOros eltolédasa, mig az aluminiumos minta esetében az emisszid jelent6s eltolddasa a

vOros iranyaba figyelheté meg. Azért, hogy az ebben az abrazolasmddban sziikségszerlen

61



6. Szilicium-karbid nanokristalyok lumineszcenciajanak elemzése id6emisszids matrixok segitségével

elfedett részletekre is fény deriljon, elkészitettik a teriletre normdlt emisszids

spektrumokat megfelel6en megvalasztott id6pillanatokban (28. abra).
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28. abra. A referencia (a), az aluminiummal adalékolt (b) és a metanolban oldott (c) SiC
NC-n mért TRANES gorbék. Az aluminiummal adalékolt és a metanolban oldott mintak
esetében tobb id6beli tartomdanyban is megfigyelhet6ek a spektrumok dtmenetei, ezért
ezekben az esetekben két TRANES gorbesorozatot abrazoltam.

A 28.b dbran az aluminiummal adalékolt SiC NC TRANES gorbéit lathatjuk. Az

aluminiummal

adalékolt mint

a gerjesztési-emisszids

matrixa

Osszetett, tobb

komponensbdl allé lumineszcenciat valdszinUsitett. Ezt a komplexitast a TRANES gorbék

bizonyitjdk. A 440 és 485 nm-nél megjelend izoemisszids pontok legaldbb harom, jol
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elkllonilt lumineszkald centrum jelenlétét bizonyitjak. A gerjesztés utani 0 és 3ns kozott
az emisszio spektruma a kék irdnyaba tolddik el. A kezdeti 460 nm-es csucs lassan elt(inik
és 3 ns-nal az intenzitds maximuma 410 nm-nél van. Ezutan ellenkez6 irdnyd folyamat valik
meghatarozova és a spektrum a voros iranyba tolddik el. 10 ns-mal a gerjesztés utan 520
nm-nél talalhaté csucsnal maximadlis a lumineszcencia intenzitdsa. A TRES (27. dbra) enyhe
voroseltolédast mutatott a referencia és a metanolos minta esetében is. A 28.a és 28.c
abran lathatd TRANES gorbék oOsszehasonlitdsa felfedi azokat a részleteket amelyek
onmagaban a TRES d4brdn nehezen megfigyelhetéek. A referencia mintdn mért
gorbesorozat egyetlen izoemisszids pontot tartalmaz. A referencia minta spektrumanak
alakvaltozasa csekély, ennek kdvetkezménye a kordbban megfigyelt kismértékd eltolédas.
A MetOH minta TRANES gorbéin viszont két izoemisszids pont talalhatd 410 és 425 nm-nél.
A kezdeti (0 és 3,7 ns kozti) kékeltolodast voros iranyu eltolédas koveti. A két folyamat

egylttesen az intenzitas sulypontjanak kismértékd voroseltolédasat eredményezi.

A TRANES gorbék megmutattdk azt, hogy az adott mintdban jelen vannak-e elkilonilt
emittalé centrumok. A centrumoknak tulajdonitott lumineszcencia jelét a DAS mddszerrel
tettem |athatéva (29. dbra). Az abran nem csak a komponensek lumineszcencijja
(szinessel), hanem a komponensek Osszege (fekete folytonos) és a mért steady-state
spektrum is (fekete szaggatott) feltiintetésre kertilt. A komponensek lumineszcenciajanak
teljes intenzitdsa, ami TCSPC lecsengési gorbék alapjan szamitott értéksorozat, nagyon jél
korrelal a steady-state mdodszerrel mért intenzitdsokkal mindharom minta esetén. A két,
teljesen kiilonb6z6 moddszerrel kapott spektrumok kitliné egyezése az alkalmazott

madszerek helyességét igazolja.
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29. abra. A referencia (a), az aluminiummal adalékolt (b) és a metanolban oldott (c) SiC

nanokristalyokhoz tartozo DAS abrak (szines gorbék) valamint a DAS komponenseinek

intenzitas 0sszege (folytonos fekete vonal) és a steady-state lumineszcencia emisszids
spektruma

Mar a TRANES abrazolas is megmutatta (28.a dabra), hogy a referencia minta
spektrumanak minimalis eltoléddsa a hosszabb hulldmhosszak irdnydba mar az gerjesztés
utani 1 ns alatt végbemegy és a tovabbiakban nincs eltolédas. A DAS (29.a abra) —
természetesen csak empirikus szinten — magyarazattal szolgdl erre. A 0 és 1 ns kozt
megfigyelt eltolddds a 0,5 ns és 1 ns élettartamokkal jellemzett centrumok altal kisugarzott
intenzitas aranyaiban bekovetkez6 valtozds a kovetkezménye. Annak, hogy 1 ns utdn
tovabbi eltolédast nem tapasztalunk az az oka, hogy az 5 ns-os tag intenzitasa nagyjabdl

egy nagysagrenddel nagyobb, mint amit a 2 ns-os komponens szolgaltat. Emiatt az 5 és 10
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ns-mal jellemzett emisszid ellensulyozni tudja az 1 ns-os tag gyenglilését, igy nem valhat a
viszonylag gyenge 2ns-os sugarzas meghatarozéva.
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30. dbra. A DAS mddszer altal szétvalasztott komponensek kozott vannak olyanok,
amelyek a kiilénb6z6 kémiai modositasok ellenére nem véltoznak. Aluminiummal

adalékolt mintdnal az 1 és 2 ns-os csucs, metanolban oldott SiC NC esetében pedig a
leghosszabb 9-10 ns-os komponens csak kissé valtozik.
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Az aluminiummal adalékolt mintanal a 3 ns-ig tapasztalt eltolédasat a spektrumnak az
1 és 2 ns-os élettartamu centrumok kozti atmenete szolgdltatja. Az 1 ns-os élettartamu
centrum lumineszcencidjanak maximuma 460-480 nm kozo6tt talalhatd, ez a csucs — teljes
O0sszhangban a TRANES képpel — gyorsan csokken és a 410 nm-nél maximalis intenzitasu 2
ns-os élettartammal jellemzett centrum lumineszcencidja valik hangsulyosabba. Az ezt
kovetd 7 ns alatt fokozatosan kialakulé 520 nm-es csucs nagyon jol 6sszhangban van a két
leghosszabb élettartamld komponens spektrumadval és azzal, hogy ezen komponensek
élettartamai 3,5 és 9 ns. A MetOH mintanal a kezdeti eltolddast az 1 és 4 ns élettartamu
spektrumok a 6 ns-mal jellemzett komponenshez képesti gyenglilése eredményezi. Ezutan
a spektrum a 9 ns-os komponens irdnyaba toldodik el és az élettartamok kézotti nem tul
nagy eltérés a magyardzat arra, miért kell nagyjabdl 20 ns az intenzitds Uj alakjanak

kialakulasahoz.

Ha a SiC NC-k kémiailag médositott valtozatait vizsgdlva taldlunk olyan emittalé
centrumokat, amelyek a kilénb6z6 mddositasok hatdsara nem vagy pedig
szisztematikusan valtoznak, azzal tudjuk a lumineszcencia komponenseit az 6ket emittdlo
csoportokhoz rendelni. A 30. dbrdn azonos hulldmhossz tartomanyban abrazolom a
referencia, az aluminiummal adalékolt és a metanolos minta DAS gorbéit. Igy jol
megfigyelhetd, hogy az aluminiummal adalékolds hatasdra az 1 és a 2 ns-os komponensek
sem a helyliket, sem az alakjukat, sem pedig az egymashoz viszonyitott nagysagukat nem
valtoztatjak. Ez alapjan megallapithatjuk, hogy az 1 ns-os és 2 ns-os lumineszcencia
komponenseket olyan csoport vagy csoportok bocsajtjak ki, amelyeket az aluminiumos
adalékolds nem érint. Ezek valészinlsithet6en a fellileten elhelyezkedd csoportok mivel az
adalékolds a félvezet6 belsé szerkezetét valtoztatja meg. Ezzel szemben a metanolban
oldott SiC NC esetében a leghosszabb élettartamu komponens az, amely csak kicsit valtozik.
MetOH hatasara a fellileti csoportok mdadosuldsat varjuk, ezért a leghosszabb élettartamu
komponenst (9-10 ns) részben a félvezet6 belsejében lezajlé folyamat eredményének
tulajdonithatd. Ennek ellenére a tapasztalt, nagyjabol 20 nm-es eltolddas azt mutatja, hogy
a lumineszcenciat létrehozé folyamat nem marad érintetlentl, hanem a felilet
valtozasanak is hatdsa van ra. Ennek a valdszinUsithet6 oka az, hogy a felileti csoportok
valtozdsa hatdssal van a nanokristaly legmagasabb energiaju allapotanak

energiaszintjeire [85]. Konkrétan a karboxil csoportokban (COO-H) jelenlévé hidrogén,
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metil csoportra (-CHs) cserélése miatt nem érvényesil a karboxil csoportok hatdsa a SiC

HOMO szintjére.
6.3.2. Kulonboz6 mértékben redukalt SiC NC-ok vizsgalata

A SiC NC-kon végrehajtott masik méréssorozatnal az volt a stratégiank, hogy a SIC NC
fellletének heterogenitasat redukcidval csokkentettiik és a kiilonb6z6 allapotu SiC NC-k
optikai tulajdonsadgai alapjan rendeltink emittdld centrumokat a lumineszcencia
komponenseihez.

A SiC NC-k el6allitasa utan a fellileten nagyszamu COOH és C-OH valamint kevés Si-O-Si
és Si-OH csoportok jelenlétét mutatta a Beke David és Szekrényes Zsolt altal elvégzett ATR-
FTIR mérés (Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared Spectroscopy). A
NaBHs kezelés (tovabbiakban: BH, redukalt) a COOH csoportokat C-OH csoportokka
redukalja. A sésavban oldott Zn hatasara (tovabbiakban: Zn/H* redukalas) a C-OH csoportok
helyét Si-OH csoportok veszik at, majd az Gjraoxidacid kovetkeztében Si-O-Si csoportok
kerilnek tulsulyba.

A vidltozasok kovetését a kordbban mar ismertetett id6emisszios matrix
tovabbfejlesztett analiziseivel, a TRANES és a DAS mddszerekkel hajtottuk végre.

A 31. 3bran azért mutatom be a mintak gerjesztési-emisszids matrixat, hogy
felhivhassam a figyelmet az intenzitasbeli kilénbségekre. A BH, redukalt minta intenzitasa
hasonlé a referencia mintdhoz, viszont az Ujraoxidalt oldat lumineszcencia intenzitasa
nagysagrendileg kisebb a masik ketténél. Emiatt az olddszer Raman-szdrasabdél szarmazé
jel az ujraoxiddlt minta esetében jelentGs, ezt majd az adatok kiértékelésénél figyelembe

kell venni.
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31. abra. A referencia (a), BH, redukalt (b) és az tjraoxidalt (c) SiC NC gerjesztési-

emisszids matrixai

A 32. dbra mutatja a kilonb6z6 mértékben redukalt mintdak TRANES gorbéit. Ha az
emissziot a kiilonb6z6 lokalis csoportokon létrejovd rekombinacié eredményezné, akkor a
novekvSé redukcid az izoemissziés pontok csokkend szamaval jarna, feltéve, hogy a
kiilonb6z6 forrasbdl szarmazoé lumineszcencidk élettartamai nem azonosak és spektralisan
elkilénilnek. A referencia és BH, redukalt minta esetében is csak egyetlen izoemisszids
pont jelenlétét mutattdk ki a vizsgdlatok, az Ujraoxiddlt minta viszont két izoemisszids
ponttal rendelkezik (32.c dbra). Az Ujraoxidalt minta elsd izoemisszids pontja a viz olddszer
Raman-szérasaval magyarazhaté. Valdban a 321 nm-en gerjesztett vizmolekuldk a

rugalmatlan széras kovetkeztében 360 nm-es csuccsal szolgaltatnak fotonokat, ez az a
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hulldmhossz, ahol az intenzitds igen rovid idéskalan jelent6sen csokken. Azért csak az
Ujraoxidalt mintan jelentkezik ez az effektus, mivel ennek a mintanak a leggyengébb a
lumineszcencidja, tehat a Raman-szérds csak ennél a mintdnal szolgdltat a
lumineszcencidval 6sszevethet6 intenzitast. Ha a Raman-szorasbdl adédd komponenst
hatdsatdl eltekintlink, akkor az els6 izoemissziés pont is eltlinik. A TRANES gorbék
mindegyik mintanal csak egyetlen izoemisszidés ponttal rendelkeznek, vagyis a TRANES
gorbék nem az el6zetes varakozasainknak megfelel6 képet mutatnak. A tovabbi részletek

felderitését a DAS mddszerrel végezziik el.
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32. abra. A referencia (a), BH; redukalt (b) és az ujraoxidalt (c) mintak TRANES gorbéi

A 33. abran bemutatott DAS gorbék elkllonilt centrumok lumineszcenciajat mutatjak.
Az dbran nem csak a komponensek lumineszcenciaja kerilt feltlintetésre (szines gorbék)
hanem a komponensek 0sszege (folytonos fekete vonal) és a mért steady-state spektrum
is (szaggatott fekete vonal). A szdmitott és mért spektrumok ebben az esetben is igen jol

korrelalnak egymassal mindhdrom minta esetén. Itt is elmondhatom, hogy a kiilénb6z6
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maodszerrel kapott spektrumok kitlné egyezése az alkalmazott mddszerek helyességét
igazolja. A 33.c dbran jol lathatd, hogy a legrovidebb élettartamu komponens hozzajarulasa
— a tobbi mintdhoz képest - jelentdssé valik. A 360-370 nm korili csics megerésiti a

feltételezést, hogy ezt az emisszié a viz Raman-szérasabdl szarmazik. A BH, redukalt

mintanal a 425 nm-es spektralis csuccsal jellemzett 2 ns-os élettartamu tag és a kicsivel
hosszabb hulldmhosszi 5 és 11 ns-os komponensek kozti dtmenetnek kdszonhet6 a
TRANES-nél megfigyelt izoemisszids pont. Az Ujraoxidalt minta emittdlé komponensei kozil
a leghosszabb élettartami 11 ns-os tag lumineszcencia spektruma az, amelynek a
sulypontja a legnagyobb hulldmhosszon helyezkedik el, ez okozza azt, hogy tobb mint 10 ns
szikséges a spektralis eltolddas észleléséhez. A DAS gorbékbdl az is megallapithatd, hogy a
TRANES a komponensek nem elegendd spektrdlis elkiiloniilése miatt nem tudott tovabbi

izoemisszids pontokat szolgaltatni.
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33. dbra. A referencia (a), BH; redukalt (b) és az ujraoxidalt (c) mintak DAS gorbéi
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A 6.3.1 fejezetben a referencia minta 1 és 2 ns-os élettartamu lumineszkald
komponensét feliileti csoportokhoz rendeltiik, mivel azok nem valtoztak az aluminiummal
adalékolds hatasara. A 10 ns-os komponenst valamilyen, nem a felszinen lejatszédé
folyamat eredményének tekintettiik azzal a kiegészitéssel, hogy a fellleti csoportokban
bekovetkez6 valtozasoknak hatasa lehet ra, a nanokristaly legmagasabb energiaju

allapotahoz tartozo energiaszintek megvaltoztatdsan keresztil.

A kilonbo6z6 mértékben redukalt mintdk vizsgalataval a kovetkez6kkel egészithetijlik ki
az eddigi megallapitasokat:

A redukaldas és Ujraoxidalds a nanokristaly feliiletén a Si-O-Si csoportok szamat
radikalisan valtoztatja. Ezen csoportoknak kicsi a hozzajarulasuk a teljes lumineszcencidhoz,
de a Beke David és Szekrényes Zsolt altal elvégzett ATR-FTIR mérések kimutattak, hogy jelen

vannak a referencia mintaban.
A BH, redukalt mintdban a Si-O-Si csoportok gyakorlatilag eltiinnek, mivel a redukalas

csOkkenti az oxigén-hidak szamat. Ezutan az Zn/H* redukalds eltliinteti a szén-oxigén
csoportokat és vizben végbemend Ujraoxidacié hatasara a teljesen redukalt fellleten nagy

szamu Si-O és némi C-OH kotés jon [étre a korabbrdl jelenlévé Si-OH csoportok mellett.

Korabban azonositottak Si-O-Si csoportokhoz kdthets lumineszcenciat a 410 nm kordili
tartomanyban [86]. Ez alapjan és a redukalds hatasara a fellleti valtozasokat figyelembe
véve Beke David [85] a 410 nm-koriili intenzitdsmaximummal rendelkezé lumineszcencia
komponenseket a Si-O-Si "fellileti oxid"-bdl szarmazd emisszidnak tulajdonitotta ami a Si-
O-Si beli ponthibabdl szarmazik. A leghosszabb élettartami komponens a redukalds
hatdsara mindkét mintaban azonos mértékben, enyhén eltolédott a kék irdnyaba. Gali
Adam és Somogyi Balint szamitasai szerint [85] a COOH csoportok elt(inése, illetve OH-ra
cserélése all a kék irdnyba tolédas hatterében, a metanol jelenlétében tapasztaltakhoz

hasonldan.
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7. Osszefoglalas és tézispontok

Antracén fluoreszcencia élettartamat és intenzitdsat vizsgdltuk kuloénbozé
koncentracioju tetrakis (ketokarboxamid) kavitand [kavitand (1)] jelenlétében. Mivel a
hozzdadott kavitand (1)-nak az abszorpcidja nem elhanyagolhaté az alkalmazott gerjesztési
hulldmhossznal, az okozott eltérést korrigaltuk. Mind a fluoreszcencia élettartam, mind az
intenzitas gyengilését tapasztaltuk novekvé kavitand (1) koncentraciénal. Megmutattam,
hogy a kavitand (1) parhuzamosan dinamikus és azonnali kioltasat is okozza az antracén
fluoreszcencidjanak. A dinamikus kioltast Utkdzési mechanizmussal magyardztam, az
azonnali kioltast okozo folyamatot pedig a Smoluchowski-féle ,,sphere of action” modell
irta le. A kisérletileg meghatdrozott paraméterek jo egyezést mutattak a molekulak
méreteibdl szamolt paraméterekkel és az irodalomban kordbban kozolt kiolték megfeleld
paramétereivel is. A mért kioltas gyenge molekularis szint{ kélcsénhatast jelez az antracén

és a kavitand (1) kozt, de komplexképz&dést kétséget kizdréan nem bizonyit.

Tetra-triazol-piridazin kavitandokat és a szintézisiiknél képz6d6 intermediereket
vizsgdltunk fluoreszcencia spektroszképia moddszereivel, kiilonos tekintettel az UV
megyvildgitas hatasara bekovetkezd valtozasokra. A kavitand (2), (3), (4) és (5), (6a), (6b)
viselkedése kozott jelentés eltérésekre derilt fény. A kavitand (5) megnovekedett
abszorpcidja egy fénnyel kdlcsonhatasba 1épé csoport megjelenését jelzi. Ez a hatas még
hangsulyosabb a kavitand (6a) és (6b) esetében. A 282 nm-es megvildgitas hatasara
bekovetkez6 valtozas az emisszids spektrumban és a megndvekedett kvantumhatasfok is
azt mutatja, hogy a kavitand (6a) altal kibocsajtott fluoreszcencia intenzitas feler6sodik a
465 nm koruli hulldmhossz tartomanyban. A kavitand (6a)-n mért kvantumhatdsfok nem
tér el jelent6sen az irodalomban elérhet6 hasonlod kavitandok kvantumhatésfok értékeitdl.
A fluoreszcencia intenzitas novekedése id6beli valtozdsanak leirasara az 57. egyenlettel
leirt modellt alkalmaztam. A modell a kezdé intenzitas és két tovabbi — exponencialisan a
hatdrértékhez kozelit6 — tag 6sszegével jellemzi az intenzitast. A kavitand (6a)-n tapasztalt,
fény okozta fluoreszcencia er6sodést a kavitand molekula strukturajaban — fény hatasara
bekovetkez6 — rotacids konformacids valtozassal magyardztam. Két emittaléd centrum
jelenlétét megerdsitette a nanoszekundumos skaldn rogzitett id6bontott fluoreszcencia

lecsengési gorbék analizise. Az intenzitds és az atlagos élettartam novekedésére a
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konformacids valtozas miatt bekdvetkezd, molekulan beliili kioltds gyengiilése szolgaltat
magyarazatot. Ezt bizonyitja a fluoreszcencia anizotrépia lecsengése. A rotacids korrelacids
id6 jelent6s novekedését eredményezte az UV megyvilagitas, ami a |étrejové konformacids
valtozas kozvetlen bizonyitéka. A Kégl Timea éltal elvégzett molekula dinamikai szimulacid
megmutatta, hogy a kavitand (6a)-nak létezik két stabil vagy kvazistabil konformacids
valtozata. Az anyag sotét allapotaban a cs@szer( struktira a meghatarozd, megyvildgitas
hatdsara viszont a masik, amelynél a karok korhinta szerlien kifordulnak, a molekula
méretének noévekedését eredményezve. Az dtmenet a csészerli izomerbél a korhinta-
szerlbe az abszorpciot nem valtoztatja meg, a kvantumhatdsfokot és a fluoreszcencia
élettartamat viszont megnoveli, annak kdszénhetéen, hogy csokken a valdszinlisége a nem

foton kibocsajtassal jard alapallapotba visszatérésnek.

Szilicium-karbid nanokristalyok (SiC NC-k) sorozatan vizsgaltuk a fluoreszcencia
tulajdonsagainak rovid idéskalan bekovetkezé valtozasait azért, hogy lumineszcenciat
kibocsajté centrumokat azonositsunk. A vizes oldatban elhelyezkedd, adalékolas nélkuli SiC
NC-k szolgdltak referenciaként, emellett metanolban oldott és aluminiummal adalékolt,
valamint kilénb6z6 mdédon redukalt QD-k sorozatan hajtottuk végre a méréseket.
Id6korrelalt egyfoton szamldlassal rogzitett id6emisszidos matrixok képezték a tovabbi
vizsgdlatok alapjait. Az ezekbdl legyartott TRANES gorbék analizise felfedte jol elkilonilé
emittald centrumok jelenlétét az O6sszes mintaban. A DAS mddszer segitségével jol
elkllonllt élettartammal jellemezhet6 spektralis komponenseket valasztottunk el
valamennyi mintaban. A mddszer helyességét a két teljesen mas modszerrel (steady — state
és DAS) kapott spektrumok kitlin6 egyezése bizonyitja. Megmutattam azt, hogy a DAS
spektrumok olyan mély informaciét hordoznak a fluoreszcencia strukturdjarél, melynek
felhasznaldsaval és természetesen kémiai megfontolasok segitségével a kiillonb6z6 tipusu
emittald folyamatok és emisszids spektrumok megfeleltethet6ek egymasnak. A bemutatott
madszer jol hasznalhaté tovabbi dsszetett SiC NC-k vagy egyéb rendszerek fluoreszcencia

mechanizmusdnak magyardzatanal.
Uj tudomdnyos eredmények

Tl Megmértem az antracén fluoreszcencia élettartamadanak valtozasat kiilonbozé
koncentracioju tetrakis (ketokarboxamid) kavitand [kavitand (1)] jelenlétében. Ugyanezen

kavitand (1) koncentracioknal felvettem a fluoreszcencia emisszids spektrumokat és — a
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valtozd abszorpcidju kozeg okozta intenzitdsvaltozast figyelembe véve — elvégeztem a
korrekciéjukat. Az eredmények alapjan megmutattam, hogy a kavitand (1) hatékony
kioltdja az antracén fluoreszcencidjanak. Megmutattam, hogy az antracén fluoreszcencia
kioltdsaban egyidejlleg fellép6 dinamikus és azonnali kioltast eredményezd
mechanizmusok vesznek részt kavitand (1) jelenlétében. A dinamikus kioltast a molekuldk
Utkozésével magyaraztam, mig az azonnali kioltast okozo folyamatot a Smoluchowski-féle
»Sphere of action” modellel irtam le. A modellek altal szolgdltatott paraméterek jé egyezést

mutatnak a molekulaméretbdl szamolt és az irodalomban korabban kozolt értékekkel. [S3]

T2 Kavitandok sorozatan végrehajtott abszorpcidé és fluoreszcencia mérésekkel
bizonyitottam, hogy a kavitand (2), (3) és (4) esetében az abszorpcio és a fénykibocsajtas is
a kavitand vazaban elhelyezked§ 1,3-di-alkoxy benzol gy(r{ih6z kothetd, mig a tetra-triazol-
piridazin kavitandok (kavitand (6a) és (6b)) abszorpcidjaban és emisszidjaban a kavitand
karjaiban elhelyezked6 csoportok (triazol és piridazin gy(r(ik) szerepe meghatarozé. [S2]

T3 A kavitand (6a) szokatlan viselkedésérél szamoltam be: 282 nm-es UV-fény
megyvildgitas hatasdra a 465 nm koridli hulldmhossz tartomdanyban a fluoreszcencia
intenzitasa jelentésen megnovekedik, mikézben az abszorpcidja valtozatlan marad. Az
intenzitas id6beli valtozdsanak leirasara empirikus modellt alkottam, amely jol leirja
tapasztalt viselkedést a 0,1-60 perces idGskalan. [S2]

T4 Azaltalam elvégzett fluoreszcencia élettartam mérések eredménye megerdsitette
két kilonboz6 élettartammal emittdld centrum jelenlétét a kavitand (6a) mintaban. Az
altalam megmért fluoreszcencia anizotrépia lecsengési gorbék analizise bizonyitotta, hogy
a megvildgitds hatdsara a kavitand (6a)-nak valtozik az alakja, névekszik a mérete. A
tapasztalt, UV-fény okozta fluoreszcencia erdsédést a molekula rotaciés konformacids
allapotaban bekovetkezd valtozdssal magyaraztam: megvilagitas hatasara kinyilnak a
kavitand (6a) karjai, ezzel megndvelve a molekula méretét. Az egymdstdl tdvolabbra keriild
karok kevésbé hatékony molekulan belili kioltast tudnak megvaldsitani, emiatt novekszik
az UV-fény hatasdra a fluoreszcencia intenzitdsa. [S2]

T5 A referencia minta mellett metanolban oldott mintan és aluminiummal adalékolt
SiC NC mintakon, valamint kilonb6z6 modon redukalt SiC NC-k sorozatan rogzitettem az

id6emissziés matrixokat 10 nm-es spektrdlis felbontassal. Az altalam kiszamitott Time
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7. Osszefoglalas és tézispontok

Resolved Area Normalized Emission Spectra (TRANES) gorbék sorozatai valamennyi
mintaban jél elkilonilé emittdld centrumok jelenlétét fedték fel. [S1]

T6 A Decay Associated Spectra (DAS) mddszer alkalmazdsaval hataroztam meg a
kiilonb6z6 élettartammal jellemezhetd spektrdlis komponensek hozzdjaruldsat a teljes
emisszidhoz. A mért mintakon bemutattam, hogy a DAS-sal el6allitott spektrumok olyan
alapvet6 informaciét hordoznak a fluoreszcenciarél, hogy a felhaszndlasukkal lehetséges a

spektrumokhoz emittalé folyamatokat rendelni. [S1]
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8. Summary

The fluorescence lifetime and intensity of anthracene were investigated in the presence
of various concentration of newly derived tetrakis(ketocarboxamide)cavitand (cavitand
(1)). The tetrakis(ketocarboxamide)cavitand possess some absorption at the applied
excitation wavelength, so the measured values were corrected for this artifact. Both the
fluorescence lifetime and intensity decreased as a result of increased concentration of
cavitand (1). It has been shown, that the cavitand (1) causes simultaneous dynamic and
prompt quenching of anthracene fluorescence. The dynamic quenching was explained by
the collision mechanism, while the Smoluchowski-model of “sphere of action” quenching
was applied to describe the contribution of the prompt effect. The derived constants are in
good agreement with the corresponding parameters calculated from the size of molecules,
and they correlate well to the values previously reported in the literature for other
guenchers. The measured quenching indicates weak molecular level interaction between
the anthracene and the cavitand (1), however, it does not prove unambiguously the

complex formation.

UV-light induced changes in the fluorescence properties of cavitand series were also
investigated. As members of this series, the synthetic intermediates leading to a tetra-
triazole-pyridazine cavitand were chosen for the investigation. Namely, the parent
('naked') cavitand with methyl substituents at the upper rim only, and multi-level
cavitand(s) with additional moieties such as benzene, triazole and substituted pyridazine
levels were involved in our experiments. Significant difference in terms of their
spectroscopic behaviour was revealed between cavitands (2), (3), (4) and (5), (6a), (6b).
Appearing of photoreacting group was characterized by the elevated absorbance of
cavitand (5) and this effect is more pronounced at (6a), (6b). The observed changes in the
emission spectrum and the increased value of quantum vyield as a result of 282 nm light
irradiation prove, that cavitand (6a) (tetra-triazole-pyridazine cavitand) produces elevated
fluorescence emission around the wavelength of 465 nm. The measured quantum vyield
values of cavitand (6a) are in good accordance with the values available for similar
cavitands. In order to quantify the kinetics of cavitand (6a)’s fluorescence emission on a
long timescale, a proper model was applied (Eq. 57.). The model describes the observed

behaviour as a sum of an initial intensity and two asymptotically growing term. It seems an
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8. Summary

established model, that the observed light-induced enhance of the tetra-triazole-
pyridazine cavitand’s fluorescence intensity is caused by light-triggered transition between
its rotational conformational isomers. The presence of two individual emitting species,
corresponding to the “Dark” and “Light” state of molecule was confirmed by the analysis
of time-resolved fluorescence decay curves. The increase of the fluorescence intensity and
the elongation of the average fluorescence lifetime are explained by the efficiency changes
of the intramolecular quenching caused by conformational alteration. This hypothesis was
evidenced by fluorescence anisotropy decay measurements. Significant increase of
rotational correlation time after UV-light irradiation is the hard evidence for UV-light
induced conformational change. Computational studies of Timea Kégl revealed the
existence of two conformational state. Before irradiation, the generality of molecules has
tubular structure, while the UV-light irradiation alters this to a merry-go-round geometry.
The transition between these conformational states increases both fluorescence lifetime
and quantum yield by decreasing the chance of non-radiative relaxation processes, while

the absorption spectrum remains basically unaltered.

Time resolved optical properties of various type of SiC nanocrystals (SiC NCs) were
investigated in order to identify their luminescent centres. The as-prepared sample served
as a reference for the series of measurements. Both SiC NC solved in methanol and SiC NC
doped with aluminium were involved in the investigation, moreover a series of SiC NCs
treated with different surface reduction methods were investigated in the experiments.
TCSPC measurements were successfully achieved to obtain the TRES surfaces of the SiC
NCs. The analysis of the constructed TRANES curves revealed the presence of well
separated emission centres in all of the samples. With the application of DAS method we
went further and we were able to reconstruct the emission spectra of these centres by
using appropriate temporal model. The propriety of DAS method was confirmed by the
excellent match between the calculated and the steady-state measured spectra. We
demonstrated successful identification of surface- and doping-dependent luminescence
centres of SiC NCs. Our method is useful for explanation of the luminescence mechanism

in other complex quantum dot and related systems.
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8. Summary

New scientific results

T1 | measured the fluorescence lifetime of anthracene in the presence of various
concentrations of tetrakis(ketocarboxamide)cavitand (cavitand (1)). | recorded the
fluorescence emission spectra of anthracene in the presence of cavitand (1) and | corrected
them in order to eliminate the effect of apparent quenching, which is the decline of
excitation intensity due the absorption of cavitand (1) at the excitation wavelength. Based
on the results | proved that the cavitand (1) is an efficient quencher of the anthracene’s
fluorescence. | revealed that both dynamic and prompt quenching processes are
simultaneously involved in the anthracene’s fluorescence quenching in the presence of
cavitand (1). | explained the dynamic quenching by collision and | successfully applied the
Smoluchowski’s “sphere of action” model to describe the prompt quenching. The
parameters provided by the models are in good agreement with the corresponding values
calculated from the size of molecules, and they correlate well to the values previously

reported in the literature. [S3]

T2 |achieved absorption and fluorescence measurements on the series of cavitands.
Based on the results of these measurements | revealed, that in cavitand (2), (3) and (4) both
the absorption and the emission is done by the 3-di-alkoxy benzene moieties in the
cavitand ring while in cavitand (6a) and (6b) it is done by the triazole-pyrazine moieties on

the rim. [S2]

T3 | demonstrated unexpected fluorescence behaviour of cavitand (6a). Its
fluorescence emission around 465 nm is significantly enhanced as a result of 282 nm light
irradiation while its absorption remains unaltered. | constructed an empirical model to
describe the fluorescence intensity of cavitand (6a) during the irradiation. This model

correlate well to the observed values on the investigated 0.1-60 min time interval. [S2]

T4 | performed fluorescence lifetime measurements on cavitand (6a). These
measurements revealed the presence of two individual emitting species with different
lifetimes. | proved the light induced conformational changes of cavitand (6a) by the analysis
of the results delivered by the achieved fluorescence anisotropy decay measurements. |
explained the observed UV-light induced fluorescence intensity increase with
conformational changes in cavitand (6a). Due to light irradiation the arms of cavitand (6a)

twist out resulting some increase in the volume of the molecule. The increased distance
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8. Summary

between the arms decrease the probability of intramolecular quenching, it is the reason of
the UV-light irradiation induced elevation of fluorescence intensity. [S2]

T5 | recorded Time-Emission Matrices with increment of 10 nm on series of silicon
carbide nanocrystals (SiC NCs). Beside the as-prepared, SiC NCs solved in methanol and
doped with aluminium and a series of SiC NCs treated with different surface reduction
methods were involved in the measurements. | constructed series of Time Resolved Area
Normalized Emission Spectra (TRANES) curves, which revealed the presence of well
separated emitting centres in all of the samples. [S1]

T6 | applied the Decay Associated Spectra (DAS) method in order to clarify the
contribution of separated spectral components to the total fluorescence intensity. |
demonstrated, that the spectra from DAS provide essential basic information about the
origin of luminescence and with them it is possible to find connection between the emitting

centres and the separated spectra. [S1]
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