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Samenvatting

Observaties met fluorescentiemicroscopie kunnen zeer verhelderend zijn voor het begrijpen en, in een later stadium, het ingrijpen op de intrinsieke werking van katalytische systemen. Door de hoge gevoeligheid kunnen individuele reacties onderscheiden worden en kunnen bijgevolg fundamentele heterogeniteiten tussen katalytische sites ontrafeld worden. In deel I worden heel kort een aantal principes en inzichten geschetst die geleid hebben tot het eigenlijk fluorescentiemicroscopisch onderzoek. Een kort overzicht van wat in deze literatuurstudie opgenomen is, wordt hieronder weergegeven.

In Hoofdstuk 1 wordt heel algemeen de fotofysica en fotochemie achter de moleculaire processen besproken. Hoe deze fenomenen hebben geleid tot de ontwikkeling van fluorescentiemicroscopische technieken, en de werking van de verschillende technieken die aan bod komen in dit eindwerk, worden kort besporken in Hoofdstuk 2. Door de exploitatie van de hoge spatiotemporale resolutie en de moleculaire detectiegevoeligheid van deze technieken werd het mogelijk ons inzicht in de activiteit van chemische en biologische katalysatoren te verbeteren. Een kort overzicht van hoge-resolutie-technieken brengt Hoofdstuk 3, waarin de katalyse op ‘single-molecule’ niveau besproken wordt, meer in perspectief. Hierdoor wordt het mogelijk de distributie van de katalytische activiteit van individuele sites in kaart te brengen zodat ‘black-box’ mysteries opgehelderd worden en de oorsprong van het vaak complexe gedrag van heterogene katalysatoren bestudeerd kan worden. De katalytische systemen die relevant zijn voor dit eindwerk, worden besproken in het laatste hoofdstuk van de literatuurstudie, Hoofdstuk 4. Hun structuur, eigenschappen en hun toepassingen worden kort aangehaald. 

In Deel II wordt een overzicht gegeven van de gebruikte apparatuur en producten. Ook de gevolgde methoden voor de synthese en analyse van de stalen kunnen daar teruggevonden worden. 

Deel III omvat de resultaten en conclusie van het eigenlijke onderzoek. Dit wordt opgedeeld in twee aparte delen.   

In het eerste deel, Hoofdstuk 6, introduceren we een nieuwe benadering voor de studie van diffusielimitaties in reële katalytische condities in poreuze materialen. Voor het eerst worden dubbele binding brekende reacties zoals epoxidaties of hydrogenaties gevisualiseerd op ‘single-molecule’ niveau. In combinatie met een nieuwe hoge-resolutietechniek, kan de oppervlakte waarover de diffusielimitatie plaatsvindt, gevisualiseerd worden met nanometer resoluties. De resultaten bevestigen de hypothese uit vroeger werk dat het de grote Ti-MCM-41 partikels ontbreekt aan katalytische efficiëntie vermits enkel een fractie van de actieve Ti-species toegankelijk is voor de substraatmoleculen. Deze resultaten zullen de toepasbaarheid van ‘single-molecule’ fluorescentiemicroscopie voor een variëteit aan heterogene redoxkatalytische systemen verhogen zodat hun gedetailleerde werking onderzocht kan worden. In een tweede deel, Hoofdstuk 7, stellen we een nieuwe strategie voor die voor het actief encoderen van biocompatibele microcarriers uitgaat van fotogeïnduceerde vorming van fluorescente zilverclusters in zeolieten. De buitengewone fotostabiliteit van de gevormde clusters en de nooit eerder bekomen 3D-resolutie door de 2-foton excitatie maakt deze encoderingsstrategie  zeer voordelig ten opzichte van  de huidige ‘photobleaching’-gebaseerde methodes. De verbeterde resolutie laat toe verschillende lagen van geavanceerde codes te creëren, zoals QR-codes, in een individueel zeoliet kristal. Naast toepassingen in high throughput screening methodes, hebben deze materialen ook een groot potentieel voor het gebruik als veiligheid en ingebouwde kwalteitslabels, bijvoorbeeld in geneesmiddelen. 

Tenslotte wordt in het laatste deel, deel IV, een conclusie gegeven en enkele toekomstperspectieven aangehaald.  

Inleiding
De toepassing van uiteenlopende technologiën voor de observatie van individuele moleculen in biotechnologisch en (bio)chemisch onderzoek heeft de laatste jaren een enorme impact gehad binnen verschillende wetenschapsdomeinen. De voortdurende vooruitgang op het gebied van optische detectie heeft bijvoorbeeld geleid tot een groot aantal nieuwe technieken, die wetenschappers toegang geven tot het niveau van individuele moleculen. Hierdoor werd het bijvoorbeeld mogelijk de structuur van eiwitten en de organisatie van biologische systemen in vitro en in vivo te visualiseren. Hoewel dit type onderzoek oorspronkelijk biologisch gericht was, werden met deze techniek ook heel wat vragen beantwoord binnen het katalyseonderzoek.
 ADDIN EN.CITE 

[1-4]
 Eén van de grote drijfveren achter de exploitatie van spectroscopische technieken binnen het onderzoeksdomein van de katalyse was het gebrek aan inzicht voor het rationeel ontwerpen van nieuwe efficiënte katalysatoren. Kennis van de moleculaire processen die plaatsvinden op de katalytische partikels was daarom van groot belang. 

Vroeger onderzoek naar de intrinsieke activiteit van katalysatoren werd vaak bemoeilijkt door het ontbreken van technieken die een voldoende hoge gevoeligheid konden bekomen voor ‘single-molecule’ detectie. Microscopie-technieken zijn onderworpen aan de wetten van diffractie, waardoor bijvoorbeeld met optische technieken de ruimtelijke resolutie beperkt blijft tot enkele honderden nanometer, terwijl de interessante processen gerelateerd aan katalyse (in individuele katalytische partikels) typisch gebeuren op kleinere schaal. Inzicht in de intrinsieke activiteit van katalysatoren kan dus pas verkregen worden wanneer deze diffractielimiet doorbroken wordt. Recent ontwikkelde hoge-resolutiestrategiën zullen dus ongetwijfeld een cruciale rol spelen in de verdere doorbraak van fluorescentiemicroscopie binnen de katalyse. 

In het eerste deel van dit eindwerk wordt gezocht naar een verklaring voor de lage performantie die vastgesteld werd bij epoxidatiereacties gekatalyseerd door Ti-MCM-41 micropartikels. Uit recente studies blijkt de katalytische activiteit van nanopartikels veel hoger te liggen dan die van de typische micropartikels. Intrapartikel diffusielimitaties werden aangehaald als mogelijke oorzaak, maar hiervan was tot op heden echter geen sluitend bewijs. Aangezien titanium-bevattende mesoporeuze materialen meer en meer ingezet worden voor de selectieve epoxidatie van vele organische substraten, is het interessant de intrinsieke activiteit van deze partikels in kaart te brengen. Dit kan bijdragen tot het gerichter ontwerpen van nieuwe katalysatoren met een verbeterde activiteit en selectiviteit. 

Het tweede deel van dit eindwerk behandelt een ander aspect van het gebruik van fluorescentiemicroscopie. Uit recent onderzoek is gebleken dat zeolietmaterialen, geladen met zilverionen, fluorescentie vertonen na fotoactivatie. De buitengewone fotostabiliteit van zilverclusters en verschillende fotoactivatietechnieken worden hier geëxploiteerd voor het encoderen van barcodes in micrometergrote zilver-uitgewisselde zeolieten. De stijgende vraag naar opslag van meer informatie in kleinere volumes heeft geleid tot deze miniaturisatie. Vandaar dat onze aandacht toegespitst wordt op het encoderen van geavanceerde codes in drie dimensies. Naast toepassingen in ‘high throughput screening’ analyses vertonen deze geëncodeerde zeolieten belangrijk potentieel als in situ labels voor preventie van namaak in bijvoorbeeld geneesmiddelen en bankbiljetten.










Literatuurstudie

Hoofdstuk 1: Fotochemie en fotofysica op ‘single molecule’ niveau TC "Hoofdstuk 1: Fotochemie en fotofysica op ‘single molecule’ niveau" \f C \l "1" 
1.1 Basisbegrippen fluorescentie TC "1.1 Basisbegrippen fluorescentie" \f C \l "2" 
Om katalytische systemen op ‘single-molecule’ niveau te kunnen bestuderen via fluorescentiemicroscopie, is het belangrijk na te gaan welke dynamische processen de fluorescentie typeren.[5, 6]
1.1.1 Lichtabsorptie en fluorescentie TC "1.1.1 LICHTABSORPTIE EN Fluorescentie" \f C \l "3" 
Moleculen kunnen bij absorptie van een foton uit het UV-Vis gebied geëxciteerd worden vanuit hun elektronische grondtoestand (S0) naar een meer energierijke elektronische toestand (S1). Met ieder elektronisch energieniveau zijn meerdere vibrationele energieniveaus geassocieerd. Vermits bij kamertemperatuur bijna alle moleculen zich zowel in hun elektronische als in hun vibrationele grondtoestand bevinden
, gebeurt lichtabsorptie quasi altijd vanuit het laagste vibrationele niveau van de elektronische grondtoestand S0. Doordat de atoomkernen vele malen zwaarder zijn dan de elektronen, is het aannemelijk dat de verplaatsing van de atoomkernen, vergeleken met de elektronische transities, praktisch onbestaande is; dit is de Born-Oppenheimer benadering. Door het vaak groter antibindend karakter in de S1-toestand, is de evenwichtsafstand meestal groter dan in de S0-toestand, waardoor de kans het grootst is dat het molecule, na absorptie van een foton, in een hoger vibrationeel niveau van de S1-toestand terug te vinden is. Dit fenomeen is beter gekend als het Frank-Condon principe. Voor sterk verdunde oplossingen van een chromofoor bestaat er een lineair verband tussen de hoeveelheid geabsorbeerd licht en de concentratie. Deze kwantitatieve beschrijving van de lichtabsorptie wordt gegeven door de wet van Lambert-Beer: 
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Vergelijking 1
met A de absorbantie, I0 en I de intensiteit van het ingestraalde resp. doorgelaten licht, c de chromofoorconcentratie en l de optische weglengte. De equivalentieconstante hierbij is de molaire extinctiecoëfficiënt, ε, een getal dat afhangt van de te onderzoeken stof en de golflengte van het excitatielicht. Voor ’single-molecule’ detectie moet deze noodzakelijkerwijs zo groot mogelijk zijn; typisch groter dan 10 000 M-1 cm-1.

De mogelijke processen, die in een molecule optreden na de absorptie van een foton, kunnen vereenvoudigd worden voorgesteld in een Jablonski diagram (zie Figuur 1).
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Figuur 1: Jablonski diagram. Vereenvoudigde voorstelling van de energieniveaus binnen een molecule en de transities die optreden. 
Na de absorptie van een foton zal het molecule een deel van zijn opgenomen fotonenergie verliezen door relaxatie naar de vibrationele grondtoestand van S1. Verdere relaxatie naar de grondtoestand S0 is mogelijk via verschillende wegen. Wanneer het molecule terugvalt naar de grondtoestand, onder uitzending van een foton, spreken we van fluorescentie.

Door de snelle vibrationele relaxatie van de aangeslagen toestand is de energie van het uitgezonden foton lager dan die van het opgenomen foton. De golflengte van het emissielicht is dan hoger dan die van het absorptielicht aangezien: 
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Vergelijking 2
met E de energie van het foton, h de constante van Planck, c de lichtsnelheid, λ de golflengte van het foton en ν de frequentie van het licht.

Het Frank-Condon principe, dat eerder al vermeld werd bij de absorptie van fotonen, geldt echter ook voor de emissie. Hierbij gebeurt de transitie preferentieel vanuit de vibrationele grondtoestand van S1 naar een vibrationele geëxciteerde toestand van S0. Het emissiespectrum is bijgevolg ongeveer het spiegelbeeld van het absorptiespectrum en het maximum is verschoven naar langere golflengtes. Deze verschuiving wordt de ‘Stokes shift’ genoemd. 

Solventrelaxatie kan er in polaire solventen voor zorgen dat deze verschuiving nog vergroot. Deze extra verschuiving van de emissie is het gevolg van het snel heroriënteren van de relatief kleine solventmoleculen rond het aangeslagen molecule, dat doorgaans een hogere polariteit heeft dan de overeenkomstige grondtoestand. Dit effect neemt toe met de polariteit van het solvent.

Fluorescentie is een stap uit een cyclisch proces. Tenzij het fluorofoor irreversibele, structurele veranderingen ondergaat in de geëxciteerde toestand, kan eenzelfde fluorofoor herhaaldelijk geëxciteerd worden en telkens gevolgd worden door relaxatie. Het feit dat één enkel fluorofoor vele duizenden detecteerbare fotonen kan creëren, is fundamenteel voor de hoge gevoeligheid van fluorescentiegebaseerde detectietechnieken (zie hoofdstuk 2).

Niet alle moleculen in de geëxciteerde toestand keren terug naar de grondtoestand door radiatief verval.  Andere processen zoals ‘interne conversie’ (IC), ‘collisional quenching’
 [7] en ‘Fluorescence Resonance Energy Transfer’ (FRET) kunnen optreden. Bovendien kan een molecule ook een spinverboden intersysteemkruising ondergaan. Hierbij vervalt het molecule naar een triplet energieniveau (T1)
 gevolgd door verdere energetische relaxatie naar de elektronische grondtoestand (door fosforescentie of niet-radiatief verval). Omwille van het spinverboden karakter verloopt de transitie vanuit de triplettoestand trager dan vanuit de singlettoestand.

1.1.2 ‘Quantum yield’ TC "1.1.2 ‘Quantum yield’" \f C \l "3" 


De ‘quantum yield’ (() van een relaxatieproces is de waarschijnlijkheid waarmee een molecule dit proces ondergaat na absorptie van een foton. Voor fluorescentie geeft de ‘quantum yield’ ((fl) de efficiëntie van het fluorescentieproces weer, gedefinieerd als de verhouding van het aantal geëmitteerde fluorescente fotonen tot het totaal aantal geabsorbeerde fotonen. Deze ratio kan ook uitgedrukt worden als de verhouding van de snelheidsconstanten:
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Vergelijking 3
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Vergelijking 4
Hierbij is ktot de som van de snelheidsconstanten van alle relaxatieprocessen vanuit S1 met kfl de snelheidsconstante van het fluorescentieproces, kIC de snelheidsconstante van interne conversie en kISK de snelheidsconstante van intersysteem kruising.

Hoe hoger (fl, des te sterker het fluorescentiesignaal bij een bepaald excitatievermogen. De maximale fluorescentie ‘quantum yield’ is 1 (100%); voor elk geabsorbeerd foton wordt dan één foton geëmitteerd. 

1.1.3 Fluorescentieleeftijd 
De fluorescentieleeftijd, τ, verwijst naar de gemiddelde tijd dat een molecule in de geëxciteerde toestand blijft, voordat een foton geëmitteerd wordt. De emissie die optreedt is het gevolg van het terugvallen van het molecule naar zijn grondtoestand: 
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Vergelijking 5
 De kinetiek kan beschreven worden door een eerste-orde verloop:
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Vergelijking 6
met [S1](t)  de concentratie van de geëxciteerde toestand op tijdstip t, [S1]0  de initiële concentratie en ktot de vervalsnelheid ofwel de inverse van de fluorescentieleeftijd. 

Voor de meeste fluoroforen, die voornamelijk via fluorescentie fotonen emitteren met golflengten in het UV tot het nabij infrarood gebied, ligt de vervaltijd typisch tussen 0,1 en 20 nanoseconden.
 ADDIN EN.CITE 

[8]

1.2 Fotochemische processen van individuele moleculen TC "1.2 Fotochemische processen van individuele moleculen" \f C \l "2" 
1.2.1 ‘Aan-uit’ gedrag van de fluorescentie bij individuele moleculen TC "1.2.1 ‘AAN-UIT’ gedrag van de fluorescentie bij individuele moleculen" \f C \l "3" 
Wanneer een aangeslagen molecule door intersysteemkruising in de langlevende triplettoestand terecht komt, zal het molecule gedurende enige tijd zijn fluorescentie verliezen. Pas na relaxatie vanuit deze triplettoestand kan weer fluorescentie waargenomen worden. Dit ‘AAN-UIT’ gedrag is het gevolg van de hogere gemiddelde leeftijd van het molecule in de triplettoestand dan in de singlettoestand en wordt ook wel ‘blinking’ genoemd. Naast ‘triplet blinking’ kunnen ook andere fenomenen zoals ’photoswitching’, elektrontransfer van en naar de omgeving en dergelijke een AAN-UIT gedrag veroorzaken.[2]
1.2.2 ‘Photobleaching’ TC "1.2.2 ‘Photobleaching’" \f C \l "3" 
‘Photobleaching’ is het fenomeen waarbij een irreversibel verlies aan fluorescentie van het molecule optreedt door een transitie naar een toestand met sterk veranderde spectroscopische eigenschappen. Bij kamertemperatuur wordt zuurstof gezien als het belangrijkste reagens in ‘photobleaching’. Zuurstof kan reageren met de triplettoestand van het molecule. Het fotochemisch gevormde en hoogreactieve singlet-zuurstof kan zo het molecule irreversibel oxideren waardoor het zijn fluorescentie verliest.[2]
Foto-oxidatie is echter niet het enige proces dat leidt tot ‘photobleaching’. Ook in een inerte atmosfeer [9], in gedeoxigeneerde stalen[10] of wanneer zuurstofvangers toegevoegd worden[11] kan ‘photobleaching’ optreden. Hierbij reageert de triplettoestand van het molecule met andere onzuiverheden dan zuurstof. 

Bij hoge excitatievermogens (groter dan 1 MW/cm²) primeert een ander proces dat secundaire ‘photobleaching’ genoemd wordt. Hierbij ontstaat een relatief hoge concentratie aan geëxciteerde toestanden, waardoor de kans groot is dat een geëxciteerd molecule een tweede foton absorbeert. De hoger aangeslagen toestand die hierdoor ontstaat, is zeer reactief en daardoor zeer gevoelig voor ‘photobleaching’.
 ADDIN EN.CITE 

[12, 13]

Ondanks zijn eerder negatieve bijklank, is ’photobleaching’ niet altijd een ongewenst neveneffect. ‘Fluorescence recovery after photobleaching’ (FRAP) is een techniek gebaseerd op het herstel van de fluorescentie in een gebied waar de fluorescentie verdwenen is door ‘photobleaching‘. Het herstel is een gevolg van het opnieuw bevolken van dit gebied door fluorescente moleculen uit de aangrenzende omgeving via diffusie. Een voorbeeld van een dergelijk diffusieproces is het transport van eiwitten in cellen of membranen. 
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Figuur 2 ‘Fluorescence Recovery After Photobleaching’. De fluorescentie wordt weergegeven voor, vlak na en 5 minuten na ‘photobleaching’ in a|een levende cel en b|de overeenkomstige gefixeerde cel.[14] 
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Figuur 3: Plot van de fluorescentie-intensiteit versus de tijd na ‘photobleaching’.  F resp. Fi zijn de mobiele en immobiele fracties. De informatie uit deze repopulatiecurve kan gebruikt worden om de diffusieconstante van het fluorescente molecule te bepalen.

Hoofdstuk 2: ‘Single-molecule’ fluorescentiemicroscopie- en spectroscopie TC "Hoofdstuk 2: ‘Single-molecule’ fluorescentiemicroscopie en -spectroscopie" \f C \l "1" 
De eerste succesvolle ‘single molecule’ fluorescentiemetingen dateren van rond 1990 en werden uitgevoerd bij cryogene temperaturen (rond 15K) om de lichtabsorptie en de fluorescentiewaarschijnlijkheid te verhogen.
 ADDIN EN.CITE 

[15, 16]
 Bij deze temperaturen hangt de intense, maar nauwe absorptieband sterk af van de omgeving van de moleculen. Dit maakt spectrale isolatie van één enkel molecule mogelijk. De instrumentele en technologische vooruitgang van de voorbije decennia maakt dat de dag van vandaag studies van moleculaire processen bij kamertemperatuur mogelijk zijn. Oorspronkelijk werden hiervoor vooral ‘near field scanning microscopes’
 (NSOM)[17] gebruikt, maar uiteindelijk bewezen ‘far field’ microscopen zoals de confocale en de wide-field microscoop door hun eenvoudig gebruik meer geschikt te zijn voor vele toepassingen.
 ADDIN EN.CITE 

[18-22]
 

2.1 Wide-field versus confocale microscopie TC "2.1 WIDE-FIELD versus confocale microscopie" \f C \l "2" 
Bij wide-field microscopie wordt een staal bestudeerd door de fluorescentie waar te nemen in een relatief groot excitatievolume. Hiervoor wordt een CCD (‘charged coupled device’) camera gebruikt met een maximale tijdsresolutie afhankelijk van de ‘frame transfer rate’ van de gebruikte camera.
 ADDIN EN.CITE 

[23, 24]
 Deze is typisch enkele milliseconden. Tegenover deze relatief lage tijdsresolutie staat dan wel dat verschillende moleculen tegelijkertijd gevolgd kunnen worden zodat een totaalbeeld van de moleculaire activiteiten gevormd kan worden. Wide-field microscopen worden hierdoor vooral gebruikt bij de studie van diffusie en andere dynamische processen in een groot (excitatie)gebied (enkele honderden µm²).

Een belangrijk probleem is echter de ongewenste fluorescentie van structuren boven en onder het focusvlak. Hierdoor wordt een achtergrondsignaal gegenereerd dat het beeld kan verstoren.[25] Mogelijke manieren om dit te vermijden zijn o.a. het gebruik van specimen die van nature een platte structuur hebben of het snijden van het specimen in uiterst dunne secties. Dit impliceert echter technische moeilijkheden en problemen bij de interpretatie van de driedimensionale structuur. 

Een andere manier om de beelden te verbeteren is deconvolutiemicroscopie.[26] Hierbij wordt een reeks beeldjes, telkens in een ander focusvlak, opgenomen, waarna een iteratief algoritme de ‘out of focus’ fotonen verwijdert en in het juiste focusvlak plaatst. Op deze manier werden aanzienlijke verbeteringen op het vlak van beeldkwaliteit bij dikkere specimen gerealiseerd. Desondanks vereisen deze technieken heel wat rekenwerk, geven ze geen directe resultaten en zijn ze gevoelig voor artefacten. Als alternatief kan totale interne reflectie belichting gebruikt worden om het staal te bestuderen. Hierbij wordt een dunne regio van het specimen, gewoonlijk minder dan 200 nm geobserveerd (zie ook materiaal en methoden). 

Confocale microscopie gaat nog een stapje verder.
 ADDIN EN.CITE 

[23, 24]
 Bij deze techniek wordt het object belicht met een kleine (diffractiegelimiteerde) spot, bekomen met een gefocusseerde laserstraal. Emissielicht kan dus enkel vanuit deze spot opgevangen worden. Een ‘pinhole’ zorgt er vervolgens voor dat licht, afkomstig van vlakken boven en onder het focusvlak, tegengehouden wordt (zie Figuur 4), wat zorgt voor een echte 3D-resolutie. Het aspect resolutie wordt verder uitgediept in volgende paragraaf. 
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Figuur 4: Illustratie ‘pinhole’. Het licht, afkomstig van een puntbron, wordt gefocusseerd op het staal. Hierdoor zullen meerdere moleculen geëxciteerd worden en beginnen te fluoresceren. Het emissielicht wordt weergegeven door de rode lijnen. Aangezien het fluorescentielicht een langere golflengte heeft dan het excitatielicht, kan het doorheen de dichroïsche spiegel passeren zonder gereflecteerd te worden. Het fluorescentielicht wordt dan doorheen een ‘pinhole’, gelegen in het focusvlak van het objectief, geleid waarna het de detector bereikt (volle rode lijn). Fluorescentielicht dat afkomstig is van buiten het focusvlak zal niet gefocusseerd worden in het focusvlak van het objectief en zal dus tegengehouden worden door de ‘pinhole’ (rode streepjeslijnen).   
De fluorescentie-intensiteit kan hier gemeten worden met een puntdetector (Avalanche fotodetector, APD
; ‘photomultiplier tube’, PMT) die de fotonen zeer nauwkeurig kan detecteren (met een lage ‘dark current‘), resulterend in een goede signaal-over-ruis verhouding (SNR). Deze metingen hebben een tijdsresolutie van enkele microseconden en zijn dus ideaal voor de studie van individuele moleculen in de tijd.[27] Als gevolg van de gevoeligheid van deze techniek, kunnen naast fluorescentie-intensiteiten ook de vervaltijden van de individuele moleculen bekomen worden, en dit met een resolutie van typisch een paar honderd picoseconden. 
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Figuur 5: Fluorescentiemicroscopie opstellingen. In de wide-field opstelling verlaat een gecollimeerde straal het objectief, waardoor een groot gebied van het staal belicht wordt. Het excitatie- en emissielicht worden gescheiden door de dichroïsche spiegel en de fluorescentie wordt opgenomen door de CCD camera. In de confocale opstelling wordt het licht gefocusseerd op het staal wat resulteert in een diffractiegelimiteerde excitatiespot. De emissie van dit punt wordt verzameld door de objectieflens, gescheiden van het excitatielicht door de dichroïsche spiegel en naar de ‘pinhole’ geleid. Deze houdt uit- focus-licht tegen voordat de emissie-intensiteit gemeten wordt door een puntdetector (APD of PMT).
2.2 Ruimtelijke resolutie: micro- en nanoscopie TC "2.2 Ruimtelijke resolutie: micro- EN nanoscopie" \f C \l "2" 
De resolutie van optische microscopen is gelimiteerd door een reeks fundamentele fysische factoren.
 ADDIN EN.CITE 

[27-34]
 Dat lichtdiffractie hierbij een belangrijke rol speelt, werd in 1873 al vastgesteld door E. Abbe. Hij concludeerde dat de maximale resolutie dat een optisch instrument theoretisch kan bereiken, bepaald wordt door de diffractielimiet. Als gevolg van deze limitatie is de resolveringssterkte beperkt tot ongeveer de helft van de gebruikte golflengte.[35] 

Dit maakt dat het beeld van de emitter, gevormd met optische microscopie, niet identiek is aan de originele emitter, maar vervormd wordt tot een verbrede spot. Naast diffractie zullen ook  aberraties
 in het optisch systeem tot verbreding van de spot leiden. Deze spot heeft een hoge intensiteit in het centrum die afneemt naar de randen toe. Deze intensiteitsdistributie wordt grafisch voorgesteld in Figuur 6 en wordt de ‘point spread function’ (PSF) genoemd.
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Figuur 6: ‘Point spread function’ en ‘airy-disc’. 

Ondanks het feit dat de PSF zich in alle drie de dimensies voortzet, is het met het vooruitzicht op de relatie tussen resolutie en contrast, nuttig enkel de laterale componenten van de intensiteitsdistributie in beschouwing te nemen. Deze intensiteitsdistributie van de PSF in het focusvlak wordt beschreven door een rotationeel symmetrisch ‘Airy-disc’ patroon.[27] Dit is een centrale schijf met maximale intensiteit, omgeven door concentrische ringen die progressief afnemen in intensiteit. In praktijk wordt doorgaans enkel de centrale, meest intense schijf beschouwd, waarvan het intensiteitsprofiel benaderd kan worden met een tweedimensionale Gaussische functie.

De radius rairy (van de centrale schijf) en de overeenkomstige radiale intensiteitsdistributiefuncties zijn afhankelijk van de numerische apertuur van de optische componenten en van de golflengte van het licht; zowel incident (excitatie) als gedetecteerd (emissie). Hun relatie wordt weergegeven in volgende formule:
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Vergelijking 7
rairy wordt hierbij uitgedrukt als de afstand in het vlak van het specimen. ( is de golflengte van het uitgestuurde licht en NAobj de numerische opening van de objectieflens.[27]
De straal van de ‘Airy disk’ kan ook min of meer worden gelijkgesteld aan de breedte op halve hoogte (FWHM) van de PSF.
 ADDIN EN.CITE 

[28, 33, 36]

Wanneer de centrale schijf van de ‘airy disc’ groter is dan de kleinst mogelijke resolutie-eenheid die kan worden waargenomen met de optische microscoop, zal het beeld aan scherpte verliezen omwille van diffractie. De volgende figuur illustreert hoe twee naburige punten nog net geresolveerd zijn als de centra van de ‘Airy’ patronen op een minimale afstand van elkaar liggen. Deze minimale afstand wordt doorgaans gelijkgesteld aan de FWHM van de ‘airy disc’.
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Figuur 7: Voorstelling van twee geresolveerde punten. De twee punten kunnen nog net van elkaar onderscheiden worden zolang de centrale schijven van de ‘airy disc’-patronen (weergegeven met een geel-rode kleur) niet overlappen.
Dit fenomeen is gekend als het Rayleigh criterium, en is gebaseerd op de aanname dat twee puntbronnen incoherent licht uitstralen. Hierdoor wordt het mogelijk deze minimale afstand te bepalen uit de studie van de verandering van de totale intensiteitsdistributie (som van de intensiteiten) als twee patronen zeer dicht naderen of overlappen. 

Wanneer deze minimale afstand overschreden wordt, zullen de ‘airy’-patronen in elkaar vloeien. Bijgevolg zijn de individuele punten niet meer van elkaar te onderscheiden en worden ze als één verbrede spot waargenomen.
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Figuur 8: Voorstelling van overlappende ‘airy disc’-patronen. Hierdoor zijn de twee punten niet meer geresolveerd.

2.2.1 ‘2-Foton microscopie’ TC "2.2.1 ‘2-Foton Laser Scanning Confocale microscopie’" \f C \l "3" 
Sinds zijn intrede heeft 2-foton excitatie microscopie bewezen een excellente techniek te zijn voor non-invasieve beeldvorming.[37] Naast een efficiëntere excitatie en een verbeterde axiale resolutie (zie verder) leveren een betere penetratiediepte en een verlaagde fototoxiciteit in de meeste gevallen betere resultaten op dan bij confocale microscopie.[29]
Bij 2-foton microscopie wordt het staal bestraald met licht van een golflengte die ongeveer twee keer de golflengte van het maximum van de absorptiepiek van het gebruikte fluorofoor bedraagt. De energie van deze fotonen is dus equivalent met de helft van de energie van een foton bij 1-foton excitatie.[38] Door het gebruikte excitatielicht te concentreren in korte (vaak femtoseconden) pulsen wordt de fotondichtheid in het centrum van de focale spot voldoende hoog om twee fotonen gelijktijdig te kunnen absorberen en is er dus voldoende energie om de excitatie toch te laten optreden.
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Figuur 9: Vergelijking van 1-foton en 2-foton excitatie. a|voorgesteld in een vereenvoudigd jablonskischema en b|weergegeven door microscopische foto's

Bij 1-foton excitatie is de kans op excitatie recht evenredig met de intensiteit van het invallende licht. Bij 2-foton excitatie gaat deze relatie echter niet meer op. De excitatiewaarschijnlijkheid is nu afhankelijk van het kwadraat van de intensiteit. Vanwege dit niet-lineaire gedrag, worden enkel de moleculen in het centrum van het focuspunt van de lichtbundel efficiënt geëxciteerd. Onder en boven het focusvlak is het staal onderworpen aan licht van lagere intensiteit dat noch ‘photobleaching’ noch fototoxiciteit kan veroorzaken.[39] Hoewel de maximale piekamplitude van de laserpulsen groot is, is het gemiddelde vermogen van de bundel maximaal slechts een paar tientallen milliwatt. Hierdoor kan verhitting van het staal ook uitgesloten worden. 

De excitatiespectra van de meeste fluoroforen zijn vaak breder bij 2-foton excitatie dan die bij 1-foton excitatie.
 ADDIN EN.CITE 

[40]
 Hierdoor kan één enkele excitatiegolflengte gebruikt worden om op een efficiënte manier meerdere probes simultaan te exciteren met verschillende emissiegolflengten. 
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Figuur 10: Verschil 1-foton en 2-foton excitatie in de ruimte en in de tijd. a| Compressie van fotonen in de ruimte; met confocale laser scanning microscopie treedt fluorescentie op in het hele pad van de excitatie lichtbundel. Bij 2-foton excitatie is excitatie beperkt tot één spot in het focusvlak, wat resulteert in een minder schadelijke lichtdosis tijdens het scannen. b| Compressie van fotonen door het concentreren van het excitatielicht in een puls van enkele femtoseconden; de fotonendichtheid wordt hierdoor aanzienlijk verhoogd op het moment van de puls.
 ADDIN EN.CITE 

[40]

2.2.2 Nanometer-resolutie-technieken TC "2.2.2 Subnanometer-resolutie-technieken" \f C \l "3" 
Ondanks de fundamentele resolutiebeperkingen zijn er toch manieren ontwikkeld om een sub-diffractiegelimiteerde resolutie te verkrijgen in optische microscopie.[41] In deze paragraaf worden de voor- en nadelen van de recente technische evoluties beschouwd die uiteindelijk geleid hebben tot het doorbreken van de diffractielimiet. Dit overzicht van hoge-resolutie-technieken brengt Hoofdstuk 3, waarin de fluorescentie op ‘single-molecule’ niveau voor de studie van katalytische ‘turnovers’ besproken wordt, meer in perspectief. 

2.2.2.1 ‘Fluorescence imaging with one-nanometer accuracy’ (FIONA) TC "2.2.2.1 ‘Fluorescence imaging with one-nanometer accuracy’ (FIONA)[111]" \f C \l "4" 
Fluorescente moleculen worden met optische microscopie waargenomen als diffractiegelimiteerde beelden. Het centrum van een waargenomen geïsoleerde fluorescente spot, wat overeenkomt met de positie van een individuele emitter, kan bepaald worden met een bijna arbitraire nauwkeurigheid door voldoende fotonen te collecteren.[11] Hierbij wordt de PSF gefit met een 2D-Gaussische functie om zo de exacte lokatie van het emissiecentrum te bepalen. Gebaseerd op dit principe werd FIONA gedemonstreerd op ‘single-molecule’ niveau voor de lokalisatie van geïmmobiliseerde Cy3 kleurstoffen in DNA en voor het aantonen van bewegingen van individuele myosine V moleculen op actinefilamenten.[11]
Toch vertaalt de lokalisatieprecisie van FIONA zich niet direct in de beeldresolutie vermits de positiebepaling van één emitter bemoeilijkt wordt door andere emitters in de nabije omgeving.
 ADDIN EN.CITE 

[42, 43]
Dit probleem kon deels aangepakt worden door gebruik te maken van ‘photobleaching’ van individuele fluoroforen of van ‘photoblinking’ van ‘quantum dots’ om de signalen van de aangrenzende individuele fluoroforen te scheiden in de tijd (zie verder). 

2.2.2.2 ‘Photoactivated localization microscopy’ (PALM) en ‘stochastic optical reconstruction microscopy’ (STORM). TC "2.2.2.2 ‘photoactivated localization microscopy’ (PALM) en ‘stochastic optical reconstruction microscopy’ (STORM)." \f C \l "4" 
Het probleem met traditionele fluorescentiemicroscopie is dat vele moleculen binnen een diffractiegelimiteerde gebied tegelijk zichtbaar zijn, waardoor technieken zoals FIONA niet toepasbaar zijn. Bij meer geavanceerde technieken wordt dit diffractieprobleem omzeild door niet naar alle moleculen tegelijk te kijken, maar in plaats daarvan een klein aantal fluorescent gelabelde moleculen apart zichtbaar te maken. Het beeldvormingsproces bestaat uit vele cycli gedurende dewelke de fluoroforen eerst stochastisch geactiveerd worden en na waarneming terug gedeactiveerd of ‘gebleacht’ worden. In elke cyclus wordt slechts een kleine fractie van de fluorescente labels aangeschakeld zodat elk actief molecule optisch gescheiden is van de rest. Hierdoor kan de positie van deze fluoroforen bepaald worden met nanometer precisie. Na opeenvolging van vele cycli, kan de positie van een groot aantal fluoroforen bepaald en gecumuleerd worden tot één superresolutie beeld. Dit wordt geïllustreerd in onderstaande figuur. Het resulterend beeld zal een resolutie hebben die voordien enkel verkregen kon worden met een elektronenmicroscoop (EM). In tegenstelling tot EM laat deze nieuwe techniek meer flexibiliteit in labeling toe en kan gewerkt worden onder mildere omstandigheden.
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Figuur 11: Principe van PALM en STORM. Figuur A toont een cel waarin een specifieke structuur, gelabeld werd met ‘photoswitchable’ fluorescente moleculen. Figuren B-D geven een vergroot beeld van de rood gemarkeerde regio in de cel van A. In een eerste activatiecyclus (B) wordt een klein aantal fluoroforen met een voldoende lage dichtheid geactiveerd. Het beeld van ieder fluorofoor verschijnt als een geïsoleerde spot (groen). Dit laat toe de exacte positie van de fluoroforen te bepalen door het centrum van elke spot te bepalen (zwarte kruisjes). De geactiveerde fluoroforen worden dan uitgeschakeld. In een volgende cyclus (C) wordt een ander groepje fluoroforen geactiveerd en gelokaliseerd. Nadat voldoende fluoroforen gelokaliseerd werden, kan het totaalbeeld geconstrueerd worden door alle posities te verzamelen in een plot (D). 

Twee technieken, gebaseerd op dit principe werden ongeveer gelijktijdig geïntroduceerd: ‘photoactivated localization microscopy’ (PALM)[44] en ‘stochastic optical reconstruction microscopy’ (STORM)[45]. Het subtiele verschil tussen deze twee technieken schuilt in de manier waarop de moleculen uitgeschakeld worden. Moleculen blijven slechts een korte periode zichtbaar en kunnen dan ofwel ‘photobleachen’ door de hoog-intense belichting (PALM) of uitgeschakeld worden door spontane ‘switching’ naar een donkere toestand (STORM). De cyanine kleurstoffen gebruikt bij STORM kunnen hierdoor meermaals aan- en uitgeschakeld worden, terwijl de kleurstoffen gebruikt in PALM permanent ‘bleachen’. 

[image: image22.png]PALM LIVE PALM

Tijdsbeeld 1

« | Tijdsbeeld 2

1Resulterend beeld

Tijdsbeeld 3





Figuur 12: Opbouw van het totaalbeeld bij PALM. De dataset van een typische PALM analyse bestaat uit een reeks beeldjes, waarin telkens slechts een paar moleculen fluoresceren (midden). De positie van elk actief molecule kan precies bepaald worden uit het centrum van de verbrede spots. In standaard PALM, wordt de volledige dataset gebruikt voor het opbouwen van het totaalbeeld (links). In live PALM wordt de dataset verdeeld in een aantal tijdspunten, die apart gereconstrueerd worden. Dit laat toe de beweging van de moleculen te volgen en een scherper beeld te vormen (rechts). 
Voorbeelden

De sleutel tot deze technieken is dus het gebruik van fotoactiveerbare moleculen. Vele fluorescente proteïnen vertonen zulke eigenschappen en zijn dan ook sterk uitgebuit in deze hoge-resolutie technieken. Hier bespreken we enkele voorbeelden van toepassingen van STORM en PALM.

STORM

STORM maakt gebruik van ‘photoswitchable’ fluorescente probes om ruimtelijk overlappende structuren te scheiden in de tijd, waardoor de stapsgewijze lokalisatie van de individuele fluorescente labels in het staal mogelijk wordt. Met deze techniek werden beeldjes bekomen van complexe moleculen, cellen en weefsels met ~20 nm laterale en ~50 nm axiale resolutie. 

Ter demonstratie van dit concept werden circulaire DNA plasmiden, gecoat met RecA proteïnen, afgebeeld gebruik makend van de indirecte autofluorescentie met ‘switch-labeled’ secundair antibody.[45] Op deze manier kunnen biomoleculaire complexen en cellen weergegeven worden met ~20 nm resolutie, een factor 10 verbetering ten opzichte van de diffractiegelimiteerde resolutie. De volgende figuur toont de vergelijking van conventionele fluorescentie en STORM beelden van het met ’photoswitchable’ fluorofoor gelabeld DNA en DNA-proteïne complexen.
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Figuur 13: Vergelijking van de conventionele fluorescentie en STORM beelden van biomoleculaire complexen. In de bovenste figuren worden DNA, gelabeld met twee ‘photoswitchable’ Cy3-Cy5 paren (links), het conventionele fluorescentiebeeld van deze structuur (midden) en het STORM beeld (rechts) weergegeven. In de figuren onderaan worden een circulair recA-DNA filament, gelabeld met Cy3-Cy5-gelabelde antibodies (links), het conventionele fluorescentiebeeld van deze structuur (midden) en het STORM beeld (rechts) getoond.[45]  
‘Multi-color STORM imaging’

Eén van de belangrijkste voordelen van fluorescentiemicroscopie is de mogelijkheid om beelden te creëren met meer dan één kleur, waardoor de relatieve organisatie en interacties tussen verschillende biologische moleculen waargenomen kan worden. 

Kleurstoffen die hiervoor in aanmerking komen, moeten kunnen wisselen tussen hun fluorescente en een donkere toestand onder invloed van licht van verschillende golflengten.

Onder zulke ’photoswitchable’ reporters vallen de rode cyanine kleurstoffen zoals Cy5, Cy5,5 en Cy7. In onderstaande figuur wordt de tweekleurige foto van de microtubili en ‘clathrin-coated pits’ in een cel weergegeven.[46]
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Figuur 14: Illustratie van STORM. Vergelijking van conventionele (A) en STORM (B,C) beeldjes van microtubili en ‘clathrine coared pits’ (CCPs) in een cel. De microtubili (groen) en de clathrine (rood) werden gekleurd met antibodies. Figuur C is een uitvergroting van het omkaderde deel uit figuur B.[47] 
PALM

Deze methode werd gedemonstreerd door het visualiseren van specifieke ‘target’ proteïnen in dunne secties van lysosomen en mitochondria. In gefixeerde, hele cellen werd PALM het eerst gebruikt bij het observeren van vinculine bij focale adhesie, van actine in lamellipodium en van de distributie van retroviraal proteïne Gag in het plasmamembraan.
 ADDIN EN.CITE 

[48]

2.2.3 ‘Stimulated Emission Depletion‘; STED TC "2.2.3 ‘Stimulated Emission Depletion‘; STED" \f C \l "3" 
In tegenstelling tot hoge-resolutie-technieken zoals 2-foton, 4Pi, I5M [49] of andere verwante fluorescentiemicroscopen die de diffractielimiet kunnen verkleinen, maar niet echt omzeilen, kan een belangrijke verbetering in resolutie bekomen worden met de niet-lineaire techniek, STED (‘stimulated emission depletion microscopy’) en dit zonder de noodzaak van ‘single-molecule‘ detectie zoals bij PALM en STORM. 
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Figuur 15: Schematische voorstelling van STED microscopie. Het blauwe excitatielicht (EXC) wordt op het staal gefocusseerd tot een spot van circa 200 nm in diameter en exciteert het fluorofoor. De oranje STED puls ’de-exciteert’ de moleculen door deze terug naar de grondtoestand te dwingen, voordat ze beginnen te fluoresceren. De STED straal heeft de vorm van een donut. Hierdoor zal bij superpositie van de STED straal op de excitatiestraal de effectieve fluorescente regio gereduceerd worden tot moleculaire dimensies.[50]
STED steunt hiervoor op het gebruik van paren van gesynchroniseerde laser pulsen in een confocale opstelling.
 ADDIN EN.CITE 

[51-53]
 De excitatie van S0 naar S1 gebeurt door een eerste laserpuls (minder dan 1 picoseconde) die aangepast is aan het absorptiespectrum van het fluorofoor. Deze wordt gefocusseerd in het staal waardoor een diffractiegelimiteerde spot van geëxciteerde moleculen ontstaat. De excitatiepuls wordt onmiddellijk gevolgd door een tweede puls, de depletiepuls, met een donutvormig intensiteitsprofiel. Deze wordt ook wel de STED-puls genoemd en heeft een rood-verschoven frequentie ten opzichte van het emissiespectrum van het fluorofoor (Figuur 16). Hierdoor treedt in deze regio een snelle gestimuleerde emissie op zodat de geëxciteerde moleculen teruggedwongen worden naar de grondtoestand. Om spontane fluorescentie efficiënt te onderdrukken, moet de STED-puls zeer kort, typische korter dan de fluorescentieleeftijd, en zeer intens zijn, typisch 10-300 ps. Pas na deze depletiepuls wordt de emissie gedetecteerd.

Door het donutvormige intensiteitprofiel van de STED-puls, worden enkel de moleculen aan de rand van de spot ideaal ‘gequencht‘.
 ADDIN EN.CITE 

[54, 55]
 In het centrum wordt de normale fluorescentie niet beïnvloed. Dit resulteert in de fluorescentie van een zeer kleine centrale spot. In theorie kan de PSF op deze manier onbeperkt vernauwd worden. Oververzadiging van de de-excitatie straal verkleint de fluorescente spot tot subdiffractie niveaus.
 ADDIN EN.CITE 

[53, 56, 57]
 
Hierbij moet opgemerkt worden dat de intensiteit van de STED-puls voldoende hoog moet zijn om volledige depletie te bekomen (typisch 100-500 MW/cm²). Bovendien dient de puls bij een zo lang mogelijke golflengte gekozen te worden om re-excitatie te vermijden.[56] Dit concept betekent een fundamenteel breken door de diffractiebarrière. 

[image: image26.png]»

Abs. doorsnede (106 cm?)

o

Fluorescentie (a.u.)

STED puls
UVpuls

00 400 500 600 700

Golflengte (nm)

80 % 100 10 120 130
Tijd (ms)




Figuur 16: Graftische weergave van de gedetecteerde fluorescentie bij STED microscopie. a|De emissie-intensiteit en de absorptiedoorsnede zijn weergegeven in functie van de golflengte. b|In overeenkomst met figuur a, wordt het tijdstip waarop de STED-puls wordt ingeschakeld weergegeven. 

Hoofdstuk 3: ‘Single-molecule’ katalyse TC "Hoofdstuk 3: ‘Single-molecule’ katalyse" \f C \l "1" 
Het begrijpen van de katalytische eigenschappen van enzymen en heterogene katalysatoren is van fundamenteel belang, maar wordt vaak belemmerd door de intrinsieke heterogeniteit van het katalytisch systeem.
 ADDIN EN.CITE 

[58]
 Deze niet-uniformiteiten zijn het gevolg van de structurele dispersies en het dynamische gedrag van moleculen, wat echter wordt uitgemiddeld bij klassieke ‘ensemble’ metingen. In ensemble metingen wordt de katalytische activiteit geëvalueerd door de uitgemiddelde concentratieveranderingen te meten. Wanneer we naar de activiteit op ‘single-molecule’ niveau kijken, zijn ‘turnovers’ stochastische gebeurtenissen en wordt hun kinetiek beschreven door ‘turnover’-waarschijnlijkheden eerder dan door concentratieveranderingen.[59] 

De continue verbetering van de tijds- en ruimteresolutie en de moleculaire detectiegevoeligheid van fluorescentiemicroscopie biedt unieke kansen om ons inzicht in de functies van chemische en biologische katalysatoren te verbeteren. Omdat ‘single-molecule’ microscopie het één voor één tellen van ‘single turnovers’ toelaat, kan men de distributie van de katalytische activiteiten van individuele sites in kaart brengen, of kunnen tijdsafhankelijke activiteitsschommelingen in enzymen of chemische katalysatoren bestudeerd worden. Door het experimenteel waarnemen van individuen eerder dan groepen, kan de oorsprong van het complexe gedrag met succes worden bepaald. 

De meest gebruikte visualisatietechniek is het gebruik van fluorogene
 substraten. Hierbij wordt laserlicht op een katalysator gefocusseerd in een confocale microscoop en wordt een substraatoplossing toegevoegd. Een typisch tijdstraject van de fluorescentie-intensiteit bevat stochastische aan- en uit signalen. Elke aan-uit cyclus komt overeen met een ‘single turnover’, en omvat de katalytische vorming van een productmolecule en zijn daaropvolgende dissociatie of ‘photobleaching’ op één katalytisch actieve site. Waar meerdere moleculen gevormd worden, zal het aan-signaal variabele hoogten hebben afhankelijk van het aantal moleculen. Echter ook de productoriëntatie heeft een invloed op de intensiteit, waardoor geen rechtstreeks verband tussen het aantal moleculen en de intensiteit van het signaal kan worden gezien. 
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Figuur 17: Visualisatie van een individuele katalytische omzetting met behulp van fluorogene substraten. De excitatiestraal wordt gefocusseerd op een geïmmobiliseerde katalysator en een oplossing van profluorescent substraat wordt toegevoegd. Door conversie van het substraat wordt een sterk fluorescent productmolecule gevormd dat gedetecteerd kan worden totdat het wegdiffundeert uit het focale volume of er ‘photobleaching’ optreedt. 

3.1 Enzymen TC "3.1 Enzymen" \f C \l "2" 
Enzymen, en proteïnen in het algemeen, bestaan uit een dynamisch ensemble van verschillende conformaties, die fluctueren rond een gemiddelde structuur.
 ADDIN EN.CITE 

[60-65]
 Vele ‘single-molecule’ studies met enzymen hebben sinds de eerste ‘single-enzyme’ metingen van Rotman in 1961 het bewijs geleverd dat de activiteit van individuele enzymen tussen verschillende moleculen kan variëren (statische wanorde) en dat de katalytische snelheidsconstanten in de tijd schommelen (dynamische wanorde).[66]
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Figuur 18: Conformationele veranderingen van enzymen. De structuur van een enzyme fluctueert continu rond een gemiddelde evenwichtsstructuur, wat invloed heeft op de katalytische activiteit.
Enzymatische ‘turnovers’ van individuele cholesterol oxidase moleculen werden geobserveerd door ‘real-time’ meting van de emissie van zijn fluorescente cofactor, flavine adenine dinucleotide (FAD), die tijdens de katalytische cyclus switched tussen een fluorescente geoxideerde vorm en een donkere gereduceerde vorm.[60] Statistische analyse van de data toonde trage, maar aanzienlijke fluctuaties in de snelheid van oxidatie van cholesterol door O2. De intensiteitsfluctuaties van FAD onthullen een moleculair geheugenfenomeen, waarbij de snelheid van een enzymatische ‘turnover’ niet onafhankelijk is van zijn voorgaande toestand.

In situ observaties van de katalytische activiteit van individuele α-chymotrypsine enzymen geven het verrassende verloop van hun spontane deactivatie aan.[67] Eerder dan een abrupte deactivatie, daalt de activiteit stapsgewijs met periodisch afwisselende actieve en inactieve toestanden voordat het zijn activiteit irreversibel verliest. Na iedere inactieve periode wordt slechts een deel van de oorspronkelijke activiteit hersteld. De afzonderlijke activiteitsniveaus in Figuur 19 geven aan dat de daling in activiteit eerder te danken is aan wat gebeurt in de inactieve toestand dan in de actieve toestand. 
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Figuur 19: Activiteit van individuele α-chymotrypsine enzymen. a| De ‘turnover’ frequentie (TOF, uitgemiddeld over 10s) van een deactiverend α-chymotrypsine enzyme. De rode lijn geeft een verduidelijkend beeld van de verschillende stappen; b| Een onomkeerbare conformationele verandering veroorzaakt een switch tussen de actieve (groen) en inactieve (rood) toestand. Tijdens dit evenwicht gebeurt een stapsgewijze daling in activiteit voordat het enzym volledig gedeactiveerd wordt.[67]
3.2 Heterogene katalysatoren TC "3.2 Heterogene katalysatoren" \f C \l "2" 
Recente toepassingen van SMFM (‘Single-molecule’ fluorescentiemicroscopie) op heterogene en homogene katalytische materialen hebben aangetoond dat er heterogeniteiten in kcat voorkomen tussen verschillende kristallen van één batch en zelfs tussen de verschillende sites op een individueel kristal. Wanneer we de diversiteit ervan willen evalueren moet niet enkel een voldoende groot aantal individuele sites bestudeerd worden, maar moet ook elke individuele site gedurende een voldoende lange tijd geobserveerd worden. 

In homogene ‘single site’ katalyse kunnen dynamische liganduitwisselingen aanleiding geven tot een populatie met chemisch verschillende metaalcomplexen, elk met zijn eigen activiteit en selectiviteit. Bijvoorbeeld in Sharpless’ ligand-versnelde osmium katalyse wordt de enantioselectiviteit gecontroleerd door het dynamisch ligand-associatie-evenwicht tussen OsO4 and OsO4.L species, waarbij L een dihydroquinine voorstelt.
 ADDIN EN.CITE 

[68, 69]

In heterogene katalyse worden niet-uniformiteiten echter intrinsiek gevormd tijdens elementaire stappen zoals hydrothermale synthese, precipitatie of katalysatoractivatie. De kristallen kunnen zowel verschillen in dimensies, habitus en graad van vergroeiing (Figuur 20). Confocale fluorescentiemicroscopie laat toe, omwille van zijn driedimensionale ruimtelijke resolutie, de activiteit doorheen zo’n heterogene katalysator vast te leggen. Hoge-resolutie-oppervlaktestudies tonen aan dat randen en defecten vaak geprefereerde reactiesites zijn.
 ADDIN EN.CITE 

[70, 71]
 

[image: image30.png]



Figuur 20: Heterogeniteiten in kristallen. Verschillen in kristalhabitus (1 versus 2), graad van vergroeiing (3) en in kristalvlakken van individuele kristallen (4) kunnen voorkomen in één populatie kristallen. 

De toepasbaarheid van SMFM op deze katalytische systemen wordt gestaafd met een aantal sprekende voorbeelden. 

De ‘real-time’ observatie van de chemische transformatie van individuele organische moleculen met wide-field fluorescentiemicroscopie kan de ruimtelijke distributie van de katalytische activiteit over een oppervlak weergeven. De resultaten van reacties, gekatalyseerd door kristallen van gelaagde dubbelhydroxides (LDH’s) in oplossing, onthullen dat de hydrolyse van esters plaatsvindt op de laterale kristalvlakken, terwijl de transesterificatie op het hele buitenoppervlak van de kristallen gebeurt, dus ook op de grote basale vlakken.[1] Deze ontdekkingen toonden op een directe manier het bestaan aan van de verschillende types katalytische sites op de verschillende kristalvlakken. Omdat onder reactiecondities en in gecondenseerde fase gewerkt wordt, kan dit principe toegepast worden op een groot aantal industriële organische transformaties om de katalytische activiteit op de kristallen te lokaliseren. 

Recent werd ook de katalytische activiteit van individuele goudpartikels (± 6 nm) bestudeerd met ‘single turnover’ precisie.[72] Door ‘single-molecule’ detectie van fluorogene reacties was het mogelijk de omzetting van resazurine naar zijn sterk fluorescente derivaat, resorufine, met een milliseconde tijdsresolutie te volgen. Bij binding van het substraat aan het oppervlak van het partikel verliest resazurine een zuurstofatoom. Het nieuw gevormde molecule fluoresceert waardoor een lichtspot wordt waargenomen in het microscopische beeldje zolang het molecule gesorbeerd zit aan het oppervlak. De spots afkomstig van individuele nanopartikels kunnen geïsoleerd en geïdentificeerd worden als individuele katalytische gebeurtenissen. Hierbij werden twee verschillende reactiepatronen waargenomen: op sommige nanopartikels komt het fluorescente productmolecule onmiddellijk vrij van het partikel. Op andere verplaatst het substraatmolecule zich na omzetting naar een andere site op het nanopartikel alvorens los te komen.

Reacties op eenzelfde site kunnen ook variëren in duur. De tijd dat een fluorescent molecule op een bepaalde site gesorbeerd blijft, kan afwisselend kort en lang zijn. Dit is een gevolg van de herstructurering van het oppervlak van de goudpartikels door de katalytische reactie waardoor volgende reacties sneller of trager kunnen verlopen. Daarna herstelt het oppervlak zich tot zijn originele structuur en keert de reactie terug naar zijn oorspronkelijke timing.
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Figuur 21: ‘Single turnover’ detectie op Au-nanopartikels.  a| Experimentele opstelling voor de detectie van de omzetting van resazurine tot resorufine met TIRF microscopie b| Een deel van het fluorescentietraject van één fluorescente spot.
In situ studies met single molecule fluorescentiemicroscopie van individuele oxidatie/brominatie gebeurtenissen door katalytisch gevormd hypobromiet species, laat toe het diffusiegedrag van deze haloniumspecies te observeren van de katalysator tot in de bulkoplossing. De fluorogene probe, aminofenylfluoresceïne, reageert specifiek met hypohaliet in een secundaire reactie waarbij het gevormde fluoresceïne gedetecteerd kan worden met single molecule gevoeligheid. Bij de studie van twee katalysatoren (Curvularia verruculosa enzymen en WO42--LDH kristallen) werd vastgesteld dat hypobromiet in ‘steady-state’ condities kan diffunderen tot over 800 nm in de bulkoplossing alvorens het organische substraten oxideert.[73]
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Figuur 22: Tijdsgemiddelde vormingssnelheid van fluoresceïne. Deze werd opgemeten bij verschillende posities ten aanzien van WO42--LDH (blauwe curve) of van het enzyme (zwarte curve). De afstanden werden gemeten vanaf de positie van het enzym (puntbron van HOBr productie) of van de rand van het kristal (grijze stippellijn). De rode curve geeft de diffracielimiet aan vanaf de kristalrand gezien. 

Hoofdstuk 4: Katalytische systemen relevant voor dit onderzoek TC "Hoofdstuk 4: Katalytische systemen belangrijk voor dit eindwerk" \f C \l "1" 
4.1 Ti-MCM-41 TC "4.1 Ti-MCM-41" \f C \l "2" 
4.1.1 Structuur van Ti-MCM-41 TC "4.1.1 Structuur Ti-MCM-41" \f C \l "3" 
In de vroege jaren 90 werden voor het eerst geordende mesoporeuze materialen van het M41S-type gesynthetiseerd door onderzoekers van Mobil (Kresge et al., 1992) 
 ADDIN EN.CITE 

[74, 75]
 Dit is de familie waartoe ook het gedeeltelijk kristallijne MCM-41 behoort (Mobile Crystalline Material-41). Dit materiaal bezit een poriesysteem dat bestaat uit hexagonaal geordende kanalen met diameters die kunnen variëren van 2 tot 10 nm.[76] De grote flexibiliteit waarmee de geometrie en de samenstelling van het rooster gevarieerd kunnen worden, maken MCM-materialen interessant voor templaatgebaseerde syntheses. Hierbij wordt de grootte van de poriën bepaald door de lengte van de koolstofketens van het gebruikte surfactant. Door toevoeging van organische hulpchemicaliën (bijvoorbeeld mesityleen) of door de verandering van de reactiecondities (temperatuur, samenstelling) kan de poriediameter perfect aangepast worden aan de beoogde toepassing. 
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Figuur 23: Structuur van MCM-41.  De hexagonale kanalen vormen een hongingraat structuur. a| Elektronenmicroscopische afbeelding van MCM-41
4.1.2 Eigenschappen van Ti-MCM-41 TC "4.1.1 Structuur Ti-MCM-41" \f C \l "3" 

 TC "4.1.2 Eigenschappen" \f C \l "3" 
MCM-41 materialen hebben de aandacht getrokken van wetenschappers omwille van hun interessante eigenschappen, zoals hun zeer groot specifiek oppervlak, typisch 1000m²/g [75] en hun hoge thermale stabiliteit in vergelijking met andere veelgebruikte mesoporeuze dragermaterialen. Ook de hydrofobe/hydrofiele eigenschappen, die gemodificeerd kunnen worden door de incorporatie van aluminium, de milde zuurheid en de mogelijkheid om de poriegrootte van de kanalen te controleren, maken MCM-41 tot een veelzijdig materiaal.

Desondanks kan hun stabiliteit een beperkende factor zijn voor potentiële toepassingen.[76] De dunne poriewand (ongeveer 1 nm) en de exceptionele porositeit (tot 80% van het totale volume) maken MCM-41 minder mechanisch stabiel dan andere poreuze silica of zeolieten.[77] 

4.1.3 MCM-41 materialen als drager in heterogene katalyse TC "4.1.3 MCM-41 MATERIALEN ALS DRAGER IN HETEROGENE KATALYSE" \f C \l "3" 
Bovenstaande eigenschappen hebben MCM-41 tot een veelbelovend materiaal gemaakt, vooral voor industriële absorptie- en scheidingsprocessen en als dragermateriaal voor heterogene katalyse. 

Het grote specifiek oppervlak van MCM-41, dat rijk is aan hydroxylgroepen, maakt de covalente binding van katalytisch actieve species mogelijk, waardoor leaching van de actieve metaalcomplexen beperkt blijft. 

De substitutie van titanium in MCM-41 is bijzonder interessant voor de (ep)oxidatie van vele organische substraten.
 ADDIN EN.CITE 
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4.1.4 Ti-MCM-41 als specifieke (ep)oxidatiekatalysator TC "4.1.4 Ti-MCM-41 als specifieke (ep)oxidatiekatalysator" \f C \l "3" 
Sinds de ontdekking van microporeuze TS-1 (Enichem Company) [80], is de interesse voor titaniumgesubstitueerde zeolieten enorm toegenomen. Hoewel de microporeuze titanosilicaten een uitstekende katalytische werking vertonen voor kleine substraatmoleculen, kan de conversie van grote bulkmoleculen echter niet effectief gekatalyseerd worden omdat deze moleculen geen toegang hebben tot de actieve sites die in de microporiën (0,7 nm) gelegen zijn. 

De eerste synthese van geordende mesoporeuze titanosilicaten met grotere poriën, waaronder Ti-MCM-41 [74] was dan ook een doorbraak in de katalytische oxidatie van grote bulkmoleculen.[81]
Voor de oxidatie van kleine moleculen vertonen mesoporeuze materialen dan weer een lagere activiteit dan microporeuze materialen. Een mogelijke oorzaak is de lagere hydrofobiciteit van hun oppervlak. Hierdoor kunnen de partikels gedeactiveerd worden door de adsorptie van hydratatiewater op hun actieve sites. Naast een verlaagde activiteit door deactivatie, kan in de aanwezigheid van water ook leaching van de titaniumcentra optreden.

Om deze problemen te omzeilen, werden twee technieken voorgesteld. Beide technieken zijn gebaseerd op de modificatie van het oppervlak van de katalysator door organische (CH3)3SiOSi(OSi)3 groepen in de mesostructuur te introduceren, waardoor het hydrofobe karakter van Ti-MCM-41 toeneemt. De organische groepen kunnen tijdens de synthese geïncorporeerd worden of door een postsynthetische silylatie aan het oppervlak gehecht worden.[82] Beide methoden resulteren in een opmerkelijke stijging van de katalytische activiteit. Hierbij moet opgemerkt worden dat de hydrothermale synthesestappen, bij een hoge temperatuur en druk, aanleiding kunnen geven tot de vorming van titaniumaggregaten in de anataas-fase.[83]
Ook met minder water in het reactiemedium kan een opmerkelijke activiteitstijging waargenomen worden. Het is hierbij niet de intrinsieke activiteit, maar eerder de verhoogde selectiviteit, door de verlaagde hydrolyse van het epoxideproduct, die deze activiteitsstijging bewerkstelligt.

Naast het hydrofobe karakter van de partikels werd ook gesteld dat de lage Ti/Si verhouding en de grootte van de partikels de activiteit beïnvloeden.[84] Deze hypothese werd recent bevestigd door de synthese en katalytische analyse van Ti-MCM-41 nanopartikels.[85] In dit werk wordt nagegaan of dit het gevolg zou kunnen zijn van intrapartikel diffusielimitaties. Hiervoor wordt verwezen naar Hoofdstuk 6. 

4.2 Zilveruitgewisselde zeoliet 3A TC "4.2 Zilveruitgewisselde zeoliet 3a" \f C \l "2" 
4.2.1 Structuur en eigenschappen van zeolieten TC "4.2.1 Structuur en eigenschappen van zeolieten" \f C \l "3" 
Klassiek zijn zeolieten kristallijne aluminosilicaten, die bestaan uit een anionisch frame en ladingscompenserende kationen. De primaire bouwstenen van het zeolietrooster zijn silica (SiO44-) en alumina (AlO45-) tetrahedra. Deze tetrahedrische eenheden worden aaneengeschakeld ter vorming van microporeuze materialen met karakteristieke kanalen en holtes. De manieren waarop deze tetrahedra gestapeld kunnen worden, zijn vrijwel onbegrensd en honderden unieke structuren zijn inmiddels gekend.

De aanwezigheid van aluminium resulteert in een negatief geladen rooster. Deze lading wordt gecompenseerd door protonen of kationen in de holtes. Bij kamertemperatuur en normale druk kunnen ook additionele watermoleculen geadsorbeerd worden. Omwille van hun ionuitwisselingscapaciteit zijn zeolieten  bruikbaar voor een brede waaier aan toepassingen. 

4.2.2 LTA, Zeoliet A TC "4.2.2 LTA Zeoliet A" \f C \l "3"  

Zeoliet A is een synthetisch aluminosilicaat met een LTA (Linde Type A) topologie. In 1956 werd dit type zeoliet voor het eerst gesynthetiseerd en beschreven door Breck et al.[86] Zijn samenstelling wordt geven door volgende structuurformule; Al12Si12O48. xH2O en de Si en Al atomen komen voor in een 1:1 verhouding. Zijn driedimensionale poriestructuur bestaat uit poriën die loodrecht ten opzichte van elkaar liggen in de x, y en z-vlakken. De poriediameter wordt bepaald door een achtring (ongeveer 4,2 Å) aan de ingang van de grotere holtes. Deze holtes worden de α-kooien genoemd en hebben een vrije diameter van ~11 Å. Elke α-kooi wordt omringd door acht sodalietkooien die met elkaar in verbinding staan via hun vierkante zijden (Figuur 24) De eenheidscel is kubisch (a = 24.61Å) met een Pm3m symmetrie.[87] Zeoliet A heeft een porositeit gelijk aan 0.47 en decomposeert bij 700°.
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Figuur 24: Schematische voorstelling van de structuur van zeoliet A. De kationuitwisselingssites worden getoond in deze figuur. Er zijn vele equivalente sites die echter niet getoond worden in deze figuur. 

Figuur 24 toont de schematische voorstelling van de structuur van zeoliet A. Na+ (zeoliet 4A), Ca2+ (zeoliet 5A) of K+ (zeoliet 3A) zitten verspreid in de lege ruimten van het rooster om ladingsneutraliteit te bekomen. Afhankelijk van welke kationen voorkomen in de structuur, kan de poriemond groter of kleiner zijn. De obstructie door ladingscompenserende kationen bepaalt op die manier welke moleculen een vlotte toegang tot de holtes hebben en welke niet. In zeoliet 4A kunnen zo enkel moleculen  geadsorbeerd worden die kleiner zijn dan propaan. 
4.2.3 Optische eigenschappen van zilverclusters TC "4.2.3 Optische eigenschappen van zilverclusters" \f C \l "3" 
De optische eigenschappen van zilver werden voor het eerst geobserveerd voor Ag2O nanopartikels. Nanopartikels zijn redelijk complexe systemen die bestaan uit een heterogene ordening van atomen. Hun fluorescentie geeft vaak een beeld van de oppervlaktereacties die plaatsvinden op het nanopartikel. Later werd ook ontdekt dat kleine, oligoatomaire zilverclusters (Agnm+ met n≤10 en m<n) kunnen fluoresceren afhankelijk van hun interactie met de omgeving. Desondanks, zou de bruikbaarheid van nanopartikels en clusters pas sterk toenemen als hun fluorescentie beter gecontroleerd zou zijn. Recent werd aangetoond dat fluorescente clusters gevormd kunnen worden via fotoactivatie.
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De selectieve synthese van zilverclusters met een welbepaalde grootte via optische stimulatie wordt echter sterk bemoeilijkt door de neiging van edelmetalen om te aggregeren tot grotere metallische partikels.

Met de gepaste stabilisatietechnieken kunnen toch specifieke oligoatomaire metaalclusters verkregen worden.[90] Zo kon in 1970 zeer intense emissie van zilver waargenomen worden aan de hand van kleine, neutrale of geladen zilverclusters (2 tot 8 atomen) in edelgasmatrices bij cryogene temperaturen.[91] Door condensatie wordt een stabiliserende schil gevormd rond de clusters. Omdat deze extreme synthesecondities niet wenselijk zijn voor praktische toepassingen, werden alternatieve stabilisatieprocedures gesuggereerd. De hoge coördinatieaffiniteit van zilver voor vrije elektronparen werd met succes geëxploiteerd voor de stabilisatie in cytosine-rijke DNA strengen. Stabilisatie in polyfosfaten[92], peptides [93] of polymeren [94] zoals een polyacrylzuur, is ook zeer doeltreffend om clusteragglomeratie te voorkomen. 

4.2.4 Stabilisatie van zilverclusters in zeoliet 3A TC "4.2.4 stabilisatie van zilverclusters in zeoliet 3A" \f C \l "3" 
Recent werd aangetoond dat deze fluorescente zilverclusters in de poriën en kooien van kristallijne zilverzeolieten geïncorporeerd kunnen worden door een eenvoudige zilverionuitwisseling gevolgd door een reductiestap. Dit kan een thermische behandeling [95] of een hoge UV foton flux [96]zijn. 

De thermische behandeling van de zilver-uitgewisselde zeolieten heeft een verhoogde emissie tot gevolg.[95] Deze stijging in intensiteit kon worden toegeschreven aan, ofwel de vorming van ladingstransfercomplexen tussen de partieel ge(de)hydrateerde zilverionen en de zuurstofatomen van het zeolietrooster, ofwel aan de emissie van autogereduceerde zilverclusters, gevormd tijdens de hoge-temperatuur behandeling. Uit verdere studies bleek deze laatste verklaring de juiste te zijn.

De moleculaire dimensies van de kooi- en kanaalstructuren van zeolieten voorkomen aggregatie tot grotere nanopartikels, terwijl de netto negatieve lading van het rooster, de coördinerende eigenschappen van de roosterzuurstofatomen en de aanwezigheid van additionele kationen een cruciale rol spelen in de stabilisatie van kationische clusters en tijdelijke intermediairen tijdens de reductie. 

Afhankelijk van het roostertype en de clustergrootte kunnen de luminescentie-intensiteit en de spectrale eigenschappen van zilverzeolieten afgestemd worden op de beoogde toepassing. Zo kan een grote verscheidenheid aan luminescente labels gecreëerd worden met emissiekleuren die het hele zichtbare spectrum beslaan. 

4.2.5 Visualisatie van fluorescentie in geactiveerde zilver-zeolieten TC "4.2.5 Visualisatie van fluorescentie in geactiveerde zilver-zeolieten" \f C \l "3" 
Gebaseerd op eerder werk kan worden gesteld dat de omzetting van Ag-ionen tot Ag3n+-clusters verantwoordelijk is voor de geelgroene emissie die vaak wordt waargenomen in gereduceerde zilver-LTA zeolieten. Deze reductie wordt meestal geïnitieerd door een thermale behandeling van de kristallen of door bestraling van het staal met UV-licht. De elektronen nodig voor de reductie zijn afkomstig van de zuurstofatomen van het zeolietrooster of van de oxidatie van hydratatiewater. Als alternatief zijn ook ’gamma’ straling [92]  en zichtbaar licht [88]zeer geschikt om zilverionen te reduceren.

Confocale microscopie laat toe een welbepaald punt in het kristal te activeren: diffractiegelimiteerde spots kunnen zo in principe gegenereerd worden door een zwakke UV-laser op de gewenste positie te focusseren. In volgende figuur zijn individuele geactiveerde spots zichtbaar in het kristal.[97] 

[image: image35.emf]
Figuur 25: Fotoactivatie van punten in zilver-uitgewisselde zeolietkristallen. Emissiebeeld van een individueel zeolietkristal voor activatie (1) en  na consecutieve fotoactivatie van drie individuele spots (1,2 en 3).[97]
In praktijk kan de diffractiegelimiteerde resolutie echter niet verkregen worden met UV-fotoactivatie. Het licht wordt immers verstrooid door kristalimperfecties en kleine partikels geabsorbeerd aan het buitenoppervlak, wat de fotoactivatie van de zones buiten het focuspunt aanzienlijk verhoogt. Ook het verschil in refractieve index tussen het dekglaasje, de lucht en de zeolietkristallen veroorzaakt verbreding van de geactiveerde spot. 



MATERIAAL EN METHODEN

Hoofdstuk 5: Apparatuur en gebruikte producten TC "Hoofdstuk 5. Apparatuur en gebruikte producten" \f C \l "1" 
5.1 Apparatuur TC "5.1 Apparatuur" \f C \l "2" 
5.1.1 Spectrofotometer; UV-Vis spectrometer TC "5.1.1. Spectrofotometer; UV-Vis spectrometer" \f C \l "3" 
Een spectrofotometer meet de lichtabsorptie van een staal in het UV-Vis-NIR-gebied (200 – 1100 nm).  Hierbij wordt het UV-licht geleverd door een deuteriumlamp en het zichtbaar en NIR licht door een wolfraam gloeilamp.

Een specifieke golflengte kan geselecteerd worden door middel van een monochromator. Een ‘beamsplitter’ verdeelt de lichtbundel en stuurt deze enerzijds over een referentiestaal (spectroscopisch zuiver solvent) en anderzijds over het te meten staal. Hierdoor wordt gecorrigeerd voor tijd- en golflengte-afhankelijke intensiteitsverschillen. De detectie gebeurt door een ‘photomultiplier tube’ (PMT).  Voor dit werk wordt gebruik gemaakt van een Perkin Elmer Lambda 40.
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Figuur 26: Schematische voorstelling van een spectrofotometer.

5.1.2 Spectrofluorimeter; Spex TC "5.1.2 Spectrofluorimeter; Spex" \f C \l "3" 
Het nemen van een excitatie- of emissiespectrum gebeurt door bij een constante emissie-, respectievelijk excitatiegolflengte het gewenste golflengtegebied af te scannen. Een Xe-arc lamp levert een continu lichtspectrum van het UV-gebied tot het NIR-gebied. In een eerste monochromator, de excitatiemonochromator, wordt de gewenste excitatiegolflengte geselecteerd door middel van een reeks spiegels en ‘gratings’. De fluorescentie wordt gemeten onder een hoek van 90 graden ten opzichte van de invallende lichtstraal. Dit emissielicht wordt via een tweede monochromator, de emissiemonochromator, naar de detector, een ’photomultiplier tube’ (PMT) gestuurd. 

Omdat de hoeveelheid licht dat de excitatiemonochromator passeert, afhankelijk is van de golflengte, moet het signaal gecorrigeerd worden. Hiervoor wordt een deel van het excitatielicht dat de monochromator verlaat via een ‘beamsplitter’ naar een fotodiode gestuurd. Ook tijdsafhankelijke intensiteitsvariaties van de lamp worden hierdoor gecorrigeerd.  

Een bijkomende correctie door vermenigvuldiging van het signaal met een correctiecurve omvat de golflengte-afhankelijke gevoeligheid van de detector en doorlaatbaarheid van de emissiemonochromator. De gebruikte spectrofluorimeter voor dit werk is een Horiba Jobin Yvon Fluorolog (Spex Fluorolog 1500; Spex Industries, Metuchen, NJ.)
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Figuur 27: Schematische voorstellingvan de spectrofluorimeter.

5.1.3 Confocale Laser Scanning Microscoop; CLSM TC "5.1.3 Confocale Laser Scanning Microscoop; CLSM" \f C \l "3" 
Moderne confocale microscopen kunnen beschouwd worden als een volledig geïntegreerd elektronisch gestuurd systeem waarbij de optische microscoop een centrale rol speelt. De configuratie bestaat uit één of meer elektronische detectors, een computer (voor de weergave, de verwerking en de opslag van beelden) en verschillende lasersystemen met filters voor de selectie van de gewenste golflengte.[27]
In de gebruikte setup voor onze experimenten met een FluoView 500 confocale fluorescentiemicroscoop (Olympus) wordt het fluorescentiesignaal, gegenereerd door een continue 488 nm Ar+ laser (Spectra Physics), gedetecteerd met behulp van een ‘photomultiplier tube‘ (PMT) nadat het door een dichroïsche spiegel (488 nm) en een long pass filter (505 nm) gepasseerd is. Door de ‘pinhole’ in te stellen op 100 µm wordt een goede axiale resolutie verzekerd.

[image: image38.emf]
Figuur 28: Schematische voorstelling van de Fluoview FV500. DS dichroïsche spiegel; S spiegel; P ‘pinhole’; F filters, om eventueel excitatielicht tegen te houden; PMT ’photomultiplier tube’.[98]
Het geëxciteerde licht wordt eerst verbreed en daarna in de optische microscoop door de objectieflens gefocusseerd op het staal tot een diffractiegelimiteerde spot. De grootte van de spot is afhankelijk van de golflengte van het ingestraalde laserlicht, de optische eigenschappen van het objectief en van het staal zelf. De grootte van de spot varieert van 0,25 tot 0,8 µm in diameter en van 0,5 tot 1,5 µm volgens de optische as.[99] 

Het geproduceerde fluorescentielicht wordt eerst door een zogenaamde ‘pinhole’ geleid waarna het gedetecteerd wordt door een puntdetector. De ‘pinhole’ vormt de basis van het confocale principe omdat deze ervoor zorgt dat licht dat niet afkomstig is uit het focusvlak, geëlimineerd wordt. 

Bij ‘laser scanning’ microscopen wordt het totaalbeeld gegenereerd door de gefocusseerde laserstraal over het staal te scannen in een rasterpatroon, gecontroleerd door twee bewegende spiegels.[100] Eén van deze spiegels beweegt de straal van links naar rechts volgens de x-as, terwijl de andere de straal verschuift in de y-richting. Na elke gescande lijn wordt de straal onmiddellijk terug naar het startpunt gebracht en in de y-richting verschoven om een nieuwe lijn te scannen. Tijdens het scannen wordt de emissie gecollecteerd door de objectieflens en opnieuw door het optisch systeem gestuurd. Dit wordt ook wel ‘descanning’ genoemd.[101] Het emissielicht passeert rechtstreeks door de dichroïsche spiegel, die het fluorescentielicht van het excitatielicht scheidt, en wordt gefocusseerd door de ‘pinhole’ nabij de detector. 
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Figuur 29: Schematische voorstelling van de confocale fluorescentiemicroscoop. GT Glan-Thomson polarisator; WP ’waveplate’; BP ’bandpass filter’; BS ’beam splitter’; P ‘pinhole’; N ‘notch filter’; PD fotodiode [22]

Als alternatief voor het scannen met een beweegbare laserstraal, kan ook gebruik gemaakt worden van gefixeerde optica, waarbij het staal systematisch gescand wordt door de stage te bewegen.[102] Deze techniek heeft echter een tragere scansnelheid, typisch van de orde van 100 s per beeldje. Het voordeel van deze techniek is de perfecte vorm van het confocaal volume, wat noodzakelijk is voor ‘single molecule’ studies. Bij het bewegen van de stage kan de inertie van het staal echter een minpunt vormen.

5.1.4 Twee-foton Excitatiemicroscoop TC "5.1.4 twee-foton Excitatie microscoop" \f C \l "3" 
In 2-foton microscopie wordt een gepulste (80 MHz, puls van ± 100 fs) 780 nm laser (Mai Tai, SpectraPhysics) gefocusseerd op het staal. Het excitatielicht wordt met behulp van een Berek polarisatie compensator (New Focus) circulair gepolariseerd voordat het via een dichroïsche spiegel naar het objectief gestuurd wordt. Het gebruikte objectief is een olie-immersie lens (Olympus, 1,3 N.A., 100x). De geïnverteerde fluorescentiemicroscoop (Olympus IX70) is voorzien van een piëzo-gecontroleerde scanning stage (Physics Instruments). Het gewenste excitatievermogen kan bekomen worden met een ‘neutral density’ wiel aan de ingang van de microscoop. Voor het schrijven van patronen in individuele zeolietkristallen worden typisch excitatiesterktes in de grootte-orde van 400 kW/cm² gebruikt. De belichtingstijden zijn typisch 250 ms per pixel, wat voldoende is voor het schrijven van patronen met een goed contrast. De fluorescentie wordt opgevangen met hetzelfde objectief, door een ‘pinhole’ van 100 µm geleid, gefilterd en gefocusseerd op een avalanche fotodiode (SPCMAQ-15, EG & G Electro Optics). De gescande beelden werden verkregen bij een gereduceerde excitatiesterkte van ongeveer 50 kW/cm². Hierbij wordt verdere fotoactivatie tijdens het scannen vermeden. 

5.1.5 Wide-field microscoop; WFM TC "5.1.5 Wide-field microscoop; WFM" \f C \l "3" 
In een traditionele wide-field microscoop wordt een aanzienlijk volume van het staal belicht door de excitatiebron. Opzuivering van het excitatielicht gebeurt door middel van een interferentiefilter. Deze laat enkel licht van de gewenste golflengte door. Om het lineair  gepolariseerd licht van de laser om te zetten in circulair gepolariseerd licht wordt gebruik gemaakt van een ‘wave plate’. Voordat het licht door middel van een ‘focussing lens’ de microscoop binnengaat, wordt de diameter van het excitatielicht vergroot met een ‘beam expander‘.[99] 

Door de combinatie van de ’focussing lens’ en de objectieflens wordt een gecollimeerde excitatiebundel (‘wide-field’) op het staal bekomen. De gegenereerde fluorescentie van het hele beeld wordt opgevangen door dezelfde objectieflens, opgezuiverd met ‘longpass’ of ‘bandpass’ filters en vervolgens gedetecteerd met een ‘charge coupled device’ (CCD) camera. 

In onze experimenten wordt een 500 nm longpass en een 519-547 nm bandpass filter gebruikt. Deze zijn noodzakelijk om het excitatielicht en het rode emissielicht van de ongereageerde PBD-bodipy probe tegen te houden zodat enkel het gewenste deel van het spectrum zichtbaar is. 
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Figuur 30: Schematische voorstelling van de ‘wide field’ fluorescentiemicroscoop. Volgende onderdelen zijn op het schema aangeduid: ‘bandpass filter’ (BP); ‘waveplate’ (WP); ‘beam expander’(BE); dichroïsche spiegel (DS); filters (F); lens (L); objectief (OB).

Wanneer moleculen geëxciteerd en gedetecteerd worden met een conventionele wide-field fluorescentiemicroscoop, kan de resulterende fluorescentie van de fluoroforen, gebonden aan het oppervlak, overtroffen worden door de achtergrondfluorescentie van de veel hogere populatie niet-gebonden moleculen. Dit levert een wazig beeld met weinig contrast op. Om dit probleem op te lossen kan met totale interne reflectie microscopie (TIRFM) gewerkt worden. 

Hierbij wordt het excitatielicht in een wide-field setup onder een voldoende kleine hoek
 door het dekglaasje in de richting van het staal gestuurd. Hierdoor wordt een elektromagnetisch veld (uittredende golf) gecreëerd in het staal met dezelfde golflengte als het invallende licht. Dit veld vervalt exponentieel met de afstand tot de interfase (glas-staal), waardoor het slechts tot op een diepte van een paar tientallen tot 100 nm doordringt in het medium. Omdat dit veld in staat is om zeer selectief een aantal fluoroforen nabij de interfase te exciteren, terwijl verder in de oplossing geen excitatie optreedt, spreekt men over ‘optional sectionning’ effecten zoals bij confocale microscopie. De uittredende golf wordt enkel gegenereerd als het invallende licht volledig gereflecteerd wordt aan de interfase, dus als de hoek die het invallende licht maakt met het oppervlak voldoende klein is. Indien het staal een lagere brekingsindex heeft dan het dekglaasje is het immers mogelijk de invalshoek van een laserstraal zo te kiezen dat het ‘far field’ licht volledig gereflecteerd wordt. 

De bruikbaarheid van TIRFM voor biologische toepassingen werd de laatste jaren sterk uitgebreid door de ontwikkeling van de gespecialiseerde olie-immersie objectieflenzen met zeer hoge numerische apertuur (1.45 of hoger) 

5.1.6 Nucleaire Magnetische Resonantie; NMR TC "5.1.7 Nucleaire Magnetische Resonantie; NMR" \f C \l "3" 
Nucleaire magnetische resonantie spectroscopie is een krachtige techniek die gedetailleerde informatie kan verschaffen over de dynamica en de driedimensionale structuur van moleculen in een oplossing of in vaste toestand. De naam ‘nucleaire magnetische resonantie’ (NMR) verwijst naar een fysisch resonantiefenomeen waarbij een specifieke kwantummechanische magnetische eigenschap, namelijk de spin van een atoomkern, in de aanwezigheid van een extern magnetisch veld wordt geobserveerd. 

In de aanwezigheid van een magnetisch veld wordt de energie van de atoomkernen opgesplitst (Zeemann-effect) en kunnen de nuclei twee verschillende oriëntaties aannemen. We spreken dan van een ‘spin up’ en een ‘spin down’ toestand die de grondtoestand en een eerste aangeslagen toestand vertegenwoordigen. Door een molecule te onderwerpen aan elektromagnetische straling, kan het in de aangeslagen toestand terecht komen als de energie van de gebruikte straling overeenkomt met het energieverschil tussen de twee toestanden. De energie (en dus ook de golflengte) nodig voor zo’n oriëntatieverandering is afhankelijk van het type atoomkern en van het aangelegde magnetische veld.  De meest bestudeerde nucleï zijn 1H- en 13C-kernen. De wederzijdse beïnvloeding van verschillende atoomkernen in een molecule veroorzaakt chemische verschuivingen en koppelingen, waardoor een zeer gedetailleerd spectrum ontstaat, in hoge mate karakteristiek voor een bepaalde stof.  Indien een systeem voorkomt in meerdere toestanden die geresolveerde NMR-signalen geven, zoals protonuitwisseling, is het via temperatuursgecontroleerde experimenten bovendien mogelijk de uitwisselingssnelheid tussen de verschillende toestanden te bepalen. 

De gesynthetiseerde stoffen worden gekarakteriseerd door meting van het 1H-NMR spectrum  op een Bruker Avance 300 Mhz Spectrometer. Hiervoor wordt de stof eerst opgelost in C4D9OD, CDCl3of D2O met 0,1 % v/v TMS-standaard. 

5.1.7 ‘X-ray Photoelectron Spectroscopy’; XPS TC "5.1.8 X-ray photoelectron spectroscopy; XPS" \f C \l "3" 
‘X-ray photoelectron spectroscopy’ (XPS) is een oppervlakteanalysetechniek waarmee de elementaire samenstelling van het oppervlak (meestal 1-10nm) geanalyseerd kan worden. XPS spectra worden verkregen door het materiaal te bestralen met X-stralen die gefocusseerd worden op een klein deelgebied van het staal. Op de plaats waar de stralen het materiaal treffen, wordt de energie gemeten van de foto-elektronen die als gevolg van de bestraling van het oppervlak kunnen ontsnappen. Deze energie hangt af van het type atomen en moleculen aan het oppervlak. Om geëmitteerde foto-elektronen te kunnen analyseren zonder interferentie van moleculen in de gasfase, moeten XPS-analyses onder ultrahoge vacuüm condities uitgevoerd worden. Terwijl XPS een oppervlaktegevoelige techniek is, kunnen diepteprofielen van het staal bekomen worden door opeenvolgende ets-cycli gevolgd door XPS metingen van het nieuwe oppervlak. Het etsen gebeurt door het oppervlak gericht te beschieten met argon ionen, waardoor laagjes van het oppervlak worden verwijderd. Zo kan ook de opbouw van het materiaal in de diepte worden geanalyseerd. 

De metingen gebeuren met een ‘S-Probe Monochromatized’ XPS spectrometer (Surface Science Instruments (VG)). De gebruikte X-stralen bron is van het AlKα-type met een spanning en stroom van respectievelijk 10 KV en 200 W. De uitgezonden x-stralen hebben een energie van 1486.6 eV. De metingen gebeuren onder een ‘take-off angle’ van 45° onder vacuum (2x10-9 mbar). Om ervoor te zorgen dat enkel elektronen met een welbepaalde energie, de zogenaamde ‘pass energie’, de detector bereiken worden electrostatische velden gecreëerd in een ‘hemispherical analyzer’ (HAS). Voor het meten van de hoge resolutie spectra wordt deze op stand 2 (55,453) ingesteld.  Het analyseoppervlak is 250 x 1000 μm. Om tijdens de analyse de oppervlaktelading te neutraliseren wordt een laag energetische ‘flood gun’  gebruikt om de elektronen te leveren aan het oppervlak. Deze kan aangepast worden om het juiste stroom te genereren om de XPS-pieken terug naar hun reële positie te brengen. In onze metingen wordt hiervoor een ‘flood gun’ van 1eV gebruikt. 

Een typisch XPS spectrum is een plot van het aantal gedetecteerde elektronen in functie van hun bindingsenergie. Elk element produceert een karakteristieke set van XPS-pieken bij karakteristieke bindingsenergieën. Deze pieken komen overeen met de elektronenconfiguratie in de atomen. Het aantal gedetecteerde elektronen in elk van de karakteristieke pieken is direct gerelateerd met het aantal elementen binnen het bestraalde oppervlak (volume). Om hieruit het percentage atomen te bepalen, moet het XPS-signaal gecorrigeerd worden door de intensiteit, die overeen komt met het aantal gedetecteerde elektronen, te delen door een ‘relatieve gevoeligheidsfactor’ (RSF) en dient het vervolgens genormaliseerd te worden over alle gedetecteerde elementen.

5.1.8 Meetcel

Voor metingen op de fluorescentiemicroscoop in de gecondenseerde fase is een aangepaste meetcel nodig. Deze bestaat uit een metalen houder, waarop het dekglaasje kan rusten, en een teflon houder waarin het solvent en het substraat kan worden toegevoegd tijdens het experiment. Een rubberen afsluitring tussen het glasplaatje en de teflonhouder zorgt voor een lekvrije afdichting zodat geen vloeistoffen uit de meetcel kunnen lekken. Zo wordt ook beschadiging van de lens vermeden. Een schets van deze cel is weergegeven in Figuur 31.

[image: image41.png]



Figuur 31: Meetcel voor vloeistoffase experimenten onder de microscoop. Deze schematische voorstelling geeft de verschillende onderdelen weer. Van onder naar boven zijn dit: de metalen houder, het glasplaatje waarop het staal ligt, de rubberen afsluiting en tenslotte de teflon houder

5.2 Gebruikte producten

	2-pyrroolcarboxaldehyde
	
	

	3,5-dimethyl-pyrrool-2-carboxaldehyde
	
	

	aceton
	spectroscopic grade (99,8%)
	Riedel-de-Haën

	3-aminopropyltrimethoxysilaan
	97%
	Fluka

	agarose
	
	Fluka

	boor trifluoride ethyl ether
	
	

	cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)
	HPLC grade (99%)
	Acros

	chloroform
	spectroscopic grade (99,8%)
	Aldrich

	cynnamyltrifenylfosfonium chloride
	
	

	dichloromethaan (DCM)
	HPLC grade
	Fisher-Scientific

	di-isopropyl ethylamine (DIEA)
	
	

	ethanol
	spectroscopic grade (99,5%)
	Aldrich

	hellmanex II
	
	Fisferbrand

	kaliumnitraat (KNO3)
	99.5 %
	

	magnesiumsulfaat (MgSO4)
	watervrij > 99,5% 
	Sigma-Aldrich

	natriumhydroxide (korrels)
	99,90%
	Riedel DE Haën

	MQ-water
	
	

	n-butanol
	spectroscopic grade (99,5%)
	Aldrich

	siliciumdioxide 
	
	Degussa

	tetraethyl orthosilicaat (TEOS)
	98%
	Acros

	tert-butylwaterstofperoxide
	70% in H2O
	Sigma- Aldrich

	titanium(IV)isopropoxide (TIP)
	
	Aldrich

	triethanolamine
	
	Aldrich

	waterstofperoxide (HP)
	35wt%  in H2O 
	Sigma- Aldrich

	zilvernitraat
	
	

	zinkpoeder
	
	


5.3 Procedures TC "5.3 procedures" \f C \l "2" 
5.3.1 Staalvoorbereiding TC "5.3 1staalvoorbereiding" \f C \l "3" 
Reiniging dekglaasjes

Voor gebruik worden de dekglaasjes grondig gereinigd. De behandeling bestaat uit het verbranden van organische moleculen op 450°C, gevolgd door het ‘photobleachen’ van achtergebleven fluorescente moleculen. Dit gebeurt in een fotoreactor waarin een hoge ozonconcentratie gegenereerd wordt. Tussen de verschillende reinigingsstappen wordt telkens grondig gespoeld met MQ-water.

Afzetting van Ti-MCM-41 partikels door ‘spincoating’

Het immobiliseren van de partikels op een glasplaatje gebeurt door spincoating van de partikels vanuit een waterige suspensie. De vloeistof verspreidt zich over het glasplaatje en verdampt door de hoge rotatiesnelheid (ongeveer 3000 rpm). Uiteindelijk blijven enkel homogeen gedistribueerde partikels achter. Wanneer de partikels relatief groot (enkele µm) zijn, blijven ze goed op aan het oppervlak gesorbeerd. Indien dit niet het geval is, kan een verdund agarosenetwerk over de partikels gespincoat worden om te voorkomen dat ze tijdens de experimenten loskomen van het glasplaatje en in de bulkoplossing diffunderen. Hierna wordt het dekglaasje in de hiervoor ontworpen meetcel geplaatst. De reactanten (PBD-bodipy, 500 nM en tert-butylwaterstofperoxide, 35 mM) kunnen dan later gemakkelijk worden toegevoegd onder de microscoop. 

Solventkeuze 

De keuze van het solvent speelt een belangrijke rol bij het visualiseren van katalytische reacties onder een microscoop. Kristallen kunnen loskomen van het dekglaasje en een bepaalde mobiliteit vertonen in de oplossing. Ook kan, na verloop van tijd, verlies van focus optreden, wat gedeeltelijk wordt toegeschreven aan de solventverdamping. Om deze effecten te minimaliseren, is de keuze van het solvent van belang. n-Butanol blijkt minder kristallen los te maken van het oppervlak en ook het verlies aan focus treedt minder snel op dan in methanol of water. Wanneer het experiment geen specifiek solvent vereist wordt, dus best geopteerd voor n-butanol.
5.3.2 Syntheseprocedures TC "5.3 2 Syntheseprocedures" \f C \l "3" 
5.3.2.1 Synthese van Ti-MCM-41
 ADDIN EN.CITE 

[83, 85]

 TC "5.3.2.1 Synthese van Ti-MCM-41" \f C \l "4" 

Ti-MCM-41 partikels worden gevormd via een templaat gebaseerde methode in een titanosilicaat gel gevormd door  tetraethyl orthosilicaat (TEOS, Acros) en titanium(IV)isopropoxide (TIP, Aldrich) in een waterige ammoniaoplossing. Als templaat wordt cetyltrimethylammonium bromide (CTAB, Acros) gebruikt. De concentratie van CTAB in de oplossing is 2.7 × 10-2 g/ml. Dit resulteert in een witte gel met een molaire ratio van H2O/NH4OH/ CTAB/TEOS/TIP = 54/1,6/0,1/1/0,025.

Na 2 uur roeren bij kamertemperatuur, wordt de resulterende vaste stof (Ti-MCM-41) gefiltreerd, gewassen met gedestilleerd water op een Büchner, gedroogd op 60°C en gecalcineerd in lucht op 550°C gedurende 4u (met een opwarmingssnelheid van 1°C/min). Aangezien niet alle titanium in het synthesemengsel effectief geïncorporeerd werd in het Ti-MCM-41 materiaal, ligt de uiteindelijke molaire ratio van Si/Ti tussen 40 en 150. 

5.3.2.2 Synthese van fenylbutadienyl-bodipy (PBD-bodipy)[103]

 TC "5.3.2.2 Synthese van fenylbutadienyl-bodipy (PBD-Bodipy)" \f C \l "4" 
In een kolf wordt een mengsel van 2 g (21 mmol) 2-pyrroolcarboxaldehyde, 9,4 g (21 mmol) cynnamyltrifenylfosfonium chloride en 1,4 g zinkpoeder gedurende 15 h (100°C) onder N2 atmosfeer verwarmd. Na afkoeling tot kamertemperatuur, wordt het paarse mengsel gedispergeerd in 50 ml CHCl3 en gefiltreerd. Deze oplossing wordt drie keer gewassen met water en gedroogd met MgSO4. Het product, [fenylbuta-1,3-dien-1-yl]-1H-pyrrool, wordt opgezuiverd over een silicakolom met een 70:30 mengsel heptaan:dichloromethaan als eluens. Aan een mengsel van 351 mg (1,8 mmol) van het opgezuiverde product en 216 mg (1,8 mmol) 3,5-dimethyl-pyrrool-2-carboxaldehyde in 90 mL dichloromethaan wordt 180 µL (1.92 mmol) fosforoxychloride toegevoegd. Het mengsel wordt gedurende 18u geroerd bij kamertemperatuur en onder inerte atmosfeer. Daarna wordt 1,32 ml (7,56 mmol) di-isopropyl ethylamine toegevoegd aan het reactiemengsel. 15 minuten later wordt nog eens 900 µl (7,32 mmol) boor trifluoride ethyl ether toegevoegd. Na één uur roeren is de reactie volledig. Het mengsel wordt nu twee maal gewassen met water, opnieuw gedroogd met MgSO4 en tenslotte gefiltreerd en geëvaporeerd. Het rode fenylbutadienyl-bodipy product wordt opnieuw opgezuiverd door silica chromatografie maar nu met zuiver dichlorometaan als eluens. De eerste fractie die uit de kolom komt (RF=0,95) is het gewenste product.[103]  Dit werd bevestigd via NMR.

5.3.2.3 Synthese van grote  zilver-uitgewisselde LTA zeolieten TC "5.3.2.3 Synthese van grote  zilver-uitgewisselde LTA zeolieten" \f C \l "4" 
Omdat de optische resolutie beperkt is door de diffractielimiet (ongeveer 200 nm in deze experimenten) zijn voor het schrijven van complexe geresolveerde patronen met confocale microscopie grote kristallen nodig.

Voor de synthese van deze grote kristallen (LTA) worden volgende reagentia gebruikt: natriumhydroxidekorrels (99,9%, Riedel DE Haën), aluminiumpoeder (Fluka), triethanolamine (Aldrich), siliciumdioxide (Degussa) en gedestilleerd water. 

Eerst wordt een natriumaluminaatoplossing bereid. Hiervoor wordt aluminium poeder opgelost in natriumhydroxide. Daarna wordt een mengsel van triethanolamine en water bij de natriumaluminaatoplossing gevoegd. Het reactiemengsel wordt nu gedurende 5 minuten geroerd bij kamertemperatuur voordat de silicabron (siliciumdioxide, Degussa) wordt toegevoegd en opnieuw geroerd wordt op kamertemperatuur (ongeveer 1 uur). 

De synthese verloopt bij 95°C gedurende 10 dagen. De resulterende vaste stof wordt met behulp van vacuümfiltratie gerecupereerd en overnacht gedroogd op 80°C. Na het drogen worden de verkregen zeolietkristallen uitgewisseld met K+-ionen. Hiervoor wordt een waterige oplossing van zeolieten in de aanwezigheid van KNO3 gedurende 1 dag geroerd. Na wassen en filtratie worden de zeolieten opnieuw gesuspendeerd in 100 ml MQ-water met 13 ± 1 gewichtsprocent zilvernitraat (8 ± 1 % wtAg/wtzeoliet). Na 2 uur roeren in het donker wordt de ionuitwisseling (± 17 % van de zeoliet kation-uitwisselingscapaciteit) beëindigd. Het materiaal wordt op opnieuw gewassen met MQ-water en gefiltreerd. Vermits er geen precipitatie optreedt wanneer chloriden toegevoegd worden aan het waswater, kan geconcludeerd worden dat de zilveruitwisseling kwantitatief verloopt. Het witte poeder wordt gedroogd bij 110°C gedurende 1 dag. Na deze warmtebehandeling wordt het poeder bewaard in het donker onder een droge atmosfeer. 

5.3.3 Opzuiveringsprocedures TC "5.3 3 opzuiveringsprocedures" \f C \l "3" 
De zuiverheid van de gebruikte solventen en substraten is voor ‘single-molecule’ metingen van zeer groot belang. Daarom zijn vaak extra opzuiveringsstappen nodig, zelfs wanneer op het label ‘spectroscopic grade’ vermeld staat.

5.3.3.1 Vacuümdestillatie van n-butanol TC "5.3.3.1 Vacuümdestillatie van n-butanol" \f C \l "4" 
De opzuivering van n-butanol voor de wide-field metingen (zie hoofdstuk 6) gebeurt door een destillatie onder vacuüm. Hierbij wordt de druk boven de te destilleren oplossing verlaagd tot onder de atmosferische druk. Op deze manier kunnen vloeistoffen bij een lagere temperatuur gedestilleerd worden, zodat de thermische degradatie minimaal is. Een goede verdamping werd bekomen bij een temperatuur van 63°C. De destillatie wordt gestopt wanneer nog ongeveer 15% van het oorspronkelijke volume overblijft, waarna de vloeistof onmiddellijk afgeschermd wordt van de lucht.

5.3.3.2 Kolomchromatografie van PBD-bodipy TC "5.3.3.2 Kolomchromatografie van PBD-bodipy" \f C \l "4" 
Kolomchromatografie beoogt het scheiden van verschillende componenten uit een mengsel. Deze scheiding wordt veroorzaakt door het feit dat stoffen met verschillende polariteit met verschillende sterkte zullen interageren met andere substanties. Het rode fenylbutadyenyl bodipy product wordt vlak voor gebruik gescheiden op een kolom gevuld met silica. Als eluens wordt dichloromethaan gebruikt. De eerste fractie (RF=0,95) is het gewenste product.

RESULTATEN

Hoofdstuk 6: ‘Single turnover mapping’ van Ti-MCM-41 gekatalyseerde epoxidaties

6.1 Inleiding

De katalytische epoxidatie van olefinen speelt een belangrijke rol in zowel de industriële productie van verschillende basischemicaliën als in de synthese van vele intermediairen, fijnchemicaliën en geneesmiddelen. Zo zijn de gevormde epoxiden bijvoorbeeld een belangrijke grondstof voor kunststoffen. Ethyleenoxide wordt gebruikt voor de aanmaak van ethyleen glycol (antivries) en propyleen oxide wordt vooral verwerkt tot polyurethanen voor de plastiekindustrie. De productieschaal kan variëren van slechts enkele gram voor geneesmiddellen tot miljoenen tonnen per jaar voor de meeste chemicaliën. Tal van katalysatoren, zowel van het homogene, heterogene als het biologische type, worden hierbij ingezet.
Voor het ontwerp van heterogene katalysatoren bieden micro- en mesoporeuze materialen, dankzij hun gigantisch specifiek oppervlak, unieke mogelijkheden. Gemodificeerd met verschillende katalytisch actieve elementen creëren ze een enorme diversiteit aan nieuwe selectieve katalysatoren. Ook hun recycleerbaarheid maakt deze materialen en in het bijzonder het mesoporeuze Ti-MCM-41 tot de katalysator bij uitstek voor de groenere epoxidatie van vele organische substraten. 

Ondanks de enorme interesse in deze materialen worden zij echter nog vaak als een ‘black box’ behandeld. Door de complexiteit van het poriesysteem en de onvermijdelijke structurele defecten, ontstaat echter een grote heterogeniteit aan actieve sites op één partikel.
 ADDIN EN.CITE 

[58]
 De katalytische activiteit, bekomen door traditionele ensemble metingen, is echter een uitgemiddelde waarde en kan dus niet aan een specifieke site op het partikel worden toegeschreven. Waardevolle informatie over de intrinsieke werking van het katalytisch partikel gaat hierdoor verloren. ‘Single-molecule’ studies met optische microscopie zouden hiervoor een oplossing kunnen bieden. Door het exploiteren van de hoge spatiotemporale resolutie en de hoge gevoeligheid van fluorescentiemicroscopie konden eerder al heterogeniteiten in de katalytische activiteit aangetoond worden voor LDH- en  ZSM-5 kristallen.
 ADDIN EN.CITE 

[1, 104]

Hoewel het gebruik van Ti-MCM-41 voor de epoxidatie van grote organische substraten een aanzienlijke verbetering is ten opzichte van microporeuze titaniumzeolieten, bleek hun activiteit naar kleine organische substraten eerder laag te zijn. Strategiën om de activiteit naar deze kleinere moleculen te verhogen werden kort aangehaald in Hoofdstuk 4. Recent werd ook de invloed van de partikelgrootte nagegaan op de activiteit in de epoxidatie van cyclohexeen. Hierbij werd vastgesteld dat met de verkleining van de partikels van enkele µm tot een paar 100 nm een sterke stijging in conversie en initiële reactiesnelheid samengaat.[85] Ti-MCM-41 nanopartikels vertonen naast een hogere activiteit ook een veel hogere selectiviteit voor cyclohexeenoxide in vergelijking met de grote Ti-MCM-41 partikels. Deze verhoogde selectiviteit is waarschijnlijk het gevolg van de kortere verblijftijd van het epoxide in de mesoporeuze kanalen.

Hieruit werd verondersteld dat intrapartikel (Knudsen) diffusielimitaties in de mesoporiën een optimaal gebruik van de titanium sites verhinderen in de traditionele grote partikels. Hierbij moet opgemerkt worden dat ook discontinuïteiten in de mesoporiën doorheen het partikel een oorzaak kunnen zijn van de ontoegankelijkheid voor de substraatmoleculen. In dit eindwerk wordt deze hypothese onderzocht door toepassing van een nieuwe strategie om de activiteit van epoxidatiekatalysatoren op ‘single-molecule’ niveau te lokaliseren met nanometer resolutie door middel van optische microscopie. Hiervoor wordt een fenylbutadienyl-gesubstitueerd boor dipyrrometheen difluoride probe, afgekort als PBD-bodipy, gebruikt als substraat voor de katalytische reactie.

6.2 Spectrale eigenschappen van de PBD-bodipy redox probe

Door specifieke (ep)oxidatie (of hydrogenatie) van de butadienyl-brug verschuift het emissiemaximum van de PBD-bodipy probe. De grootte van deze verschuiving is typisch 50 tot 80 nm, afhankelijk van het gevormde reactieproduct. In onderstaande figuur wordt een voorstelling van de PBD-bodipy probe en de gevormde epoxidatieproducten met hun specifieke absorptie- en emissiemaxima weergegeven.
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Figuur 32: Epoxidatie van de PBD-bodipy probe. De onverzadigde brug wordt verbroken door de reactie, waardoor een hypsochrome verschuiving optreedt in het emissiespectrum. De gevormde productmoleculen en hun bijhorende absorptie- en emissiegolflengten zijn schematisch weergegeven.

Door spectrale selectie kan de vorming van het epoxide eindproduct specifiek geobserveerd worden in een fluorescentiemicroscoop. De hoge extinctiecoëfficiënt (> 90 000 M-1 cm-1) en de hoge fluorescentie ‘quantum yield’ (±1.0) laten zelfs de visualisatie van individuele katalytische gebeurtenissen toe. Daarenboven zijn deze moleculen weinig gevoelig voor omgevingsfactoren zoals bijvoorbeeld de pH. 

De spectrale eigenschappen van PBD-bodipy, en heel wat variante bodipy structuren, waaronder styryl-bodipy, werden beschreven in de literatuur (Kang et al., 1993, US Patents).[103] De absorptie- en emissiemaxima van PBD-bodipy zijn respectievelijk 588 en 596 nm in chloroform, 577 en 588 nm in methanol en 583 en 593 in n-butanol (zie Figuur 33). Voor de experimenten in dit eindwerk werd gebruik gemaakt van PBD-bodipy in n-butanol. De styryl-variant werd hier niet gebruikt omdat deze niet voldoende roodverschoven is en een lagere reactiviteit vertoont. 
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Figuur 33: Excitatie- en emissiespectrum van de gesynthetiseerde PBD-bodipy in n-butanol. De absorptie is maximaal bij 583 nm en het emissiemaximum ligt bij 593 nm.

Een kwantitatieve beschrijving van de lichtabsorptie in functie van de concentratie wordt beschreven in de wet van Lambert-Beer (zie ook literatuurstudie). Voor sterk verdunde oplossingen beschrijft deze formule een lineair verband.
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Vergelijking 8
In Figuur 34 wordt de absorbantie bij 583 nm excitatie uitgezet in functie van de PBD-bodipy concentratie. Hieruit kan de extinctiecoëfficiënt bepaald worden als de richtingscoëfficiënt van de rechte, vermits l=1 cm.
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Figuur 34: Bepaling van de extinctiecoëfficiënt van PBD-bodipy. In n-butanol bedraagt deze 154 860 M-1 cm-1. 

6.3 Bulkexperimenten

Alvorens ‘single-molecule’ metingen uit te voeren, wordt de bulkactiviteit van Ti-MCM-41 naar de gebruikte fluorogene probe getest met een fluorimeter. De initiële concentratie van het substraat (PBD-bodipy) en van het oxidant (TBHP) zijn respectievelijk ~500 nM en ~35 mM. Het gebruikte solvent was n-butanol en de reactie werd uitgevoerd op kamertemperatuur.

Op regelmatige momenten werd een emissiespectrum genomen om de vordering van de reactie te observeren. Na elke meting werd opnieuw enkele µl TBHP toegevoegd. Omdat de reactie redelijk traag verloopt zijn een paar dagen nodig om voldoende reactieproduct te vormen. De genormaliseerde emissiespectra worden getoond voor een excitatiegolflengte gelijk aan 488 nm. 
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Figuur 35: Emissiespectrum van de epoxidatiereactie van PBD-bodipy in n-butanol. Het substraat S reageert weg ter vorming van twee reactieproducten P1 en P2. De data waarop de spectra genomen werden, zijn in de figuur weergegeven.

Het emissiemaximum van het substraat, de ongereageerde PBD-bodipy probe, ligt bij ongeveer 596 nm. Door toevoegen van het steke oxidans (TBHP), verschijnen twee blauwverschoven pieken  als gevolg van de epoxidatie van PBD-bodipy. De emissiemaxima  van  P1 en P2 liggen bij 515 resp. 553 nm. Hoewel de S-piek relatief laag in intensiteit lijkt in vergelijking met de productpieken, wil dit niet automatisch zeggen dat er meer product dan substraat aanwezig is in het reactiemengsel. De productmoleculen worden immers veel efficiënter geëxciteerd bij 488 nm dan het substraat. 

Het resultaat van de bulktesten bevestigt dat er epoxideproducten gevormd worden in aanwezigheid van een Ti-MCM-41 katalysator. Bijgevolg is de PBD-bodipy probe dus geschikt als substraat voor deze epoxidatiereactie. 

6.4 XPS-Analyse

De gesynthetiseerde Ti-MCM-41 materialen worden verondersteld een homogene distributie van titanium doorheen het hele partikel te hebben. Om dit te bekrachtigen, wordt een bijkomende analyse voorgesteld, namelijk ‘X-ray photoelectron spectroscopy’. Deze techniek is geschikt voor zowel het uitvoeren van oppervlakteanalyses als voor het maken van diepteprofielen waaruit de elementaire samenstelling van een materiaal kan verkregen worden. Vermits een oppervlak van minimum 1x1 mm nodig is voor het maken van diepteprofielen, werd enkel een oppervlakteanalyse van de Ti-MCM-41 micropartikels uitgevoerd. Het nemen van een diepteprofiel zou immers leiden tot het tegelijkertijd meten van de samenstelling aan het oppervlak en in de bulk. De analyses werden uitgevoerd door de vakgroep ‘Vaste-stofwetenschappen’ aan de Universiteit Gent. De resultaten worden weergegeven in Figuur 36. 
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Figuur 36: XPS spectrum. Met respectievelijk Si 2p, C 1s, Ti 2p en O 1s pieken gemeten op grote (enkele µm) Ti-MCM-41 partikels.

Verschillende chemische elementen kunnen geïdentificeerd worden aan de hand van hun bindingsenergie. Deze is gerelateerd aan de kinetische energie van de geëxciteerde elektronen in het staal en dus karakteristiek voor een bepaald element. De piekoppervlakten kunnen gebruikt worden om de samenstelling van het oppervlak te bepalen. De gegevens uit de spectra zijn samengevat in Tabel 1. Naast Ti en Si wordt ook een klein percentage koolstof in het staal aangetroffen, afkomstig van organische moleculen, geadsorbeerd op het oppervlak vanuit de atmosfeer. Als drager voor het staal werd indium gebruikt, wat de aanwezigheid van 0,02% In3d, zichtbaar in de spectra, verklaart. 

Tabel 1: XPS elementenanalyse. Het gehalte aan silicium, titanium en zuurstof werd bepaald uit de piekoppervlakken van de spectra. Bijkomende hoeveelheden koolstof en indium werden hier ook aangegeven.
	Element
	C 1s %
	O 1s %
	Si 2p %
	Ti 2p %
	In3d %

	Percentage
	13,43
	59,52
	26,78
	0,25
	0,02


Om na te gaan of er in de partikels een gradiënt aan Ti aanwezig is, volstaat het dus om de Si/Ti-verhouding aan het partikeloppervlak te bepalen. Deze waarde wordt dan vergeleken met de bulkwaarde. Wanneer de verhouding groter of kleiner is dan de bulkwaarde, is er sprake van een inhomogene dispersie van de Ti-sites. De Si/Ti-verhouding aan het oppervlak, berekend aan de hand van de analysedata bedraagt 108,82. Deze waarde komt sterk overeen met de bulk uitgemiddelde verhouding die varieert van 40 tot 150 op molaire basis, afhankelijk van de efficiëntie van de titaniumincorporatie in de synthese.
 ADDIN EN.CITE 

[83, 85]
 Hoewel het maken van diepteprofielen niet mogelijk was, levert dit al voldoende bewijs dat de titaniumpartikels homogeen gedispergeerd zijn doorheen het hele partikel en er dus geen significante oppervlakteaanrijking aan Ti is.

6.5 Microscopische studie van de katalytische activiteit van grote Ti-MCM-41 partikels

6.5.1 Inleiding

In deze paragraaf wordt de stochastische aard van individuele katalytische omzettingen van de PBD-bodipy probe gebruikt voor de lokalisatie van de actieve centra van een katalysator met nanometer resolutie via fluorescentiemicrosocopie. De vorming van emitterende productmoleculen op een Ti-MCM-41 katalysator wordt gevisualiseerd in een wide-field fluorescentiemicroscoop bij 488 nm-belichting. De gebruikte opstelling staat beschreven in het deel ‘Materiaal en methoden’. Een schematische voorstelling van het experiment wordt weergegeven in Figuur 37. 
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Figuur 37: Schematische voorstelling van de opstelling voor het visualiseren van individuele ‘turnovers’ met een wide-field fluorescentiemicroscoop. De rood-fluorescente PBD-bodipy wordt samen met het oxidant (TBHP) toegevoegd, waardoor het geel-emitterende product gevormd wordt.

6.5.2 Visualisatie van ‘single turnovers’ op de Ti-MCM-41 katalysator

Katalytische omzettingen van het substraat (PBD-bodipy probe) kunnen waargenomen worden op ‘single-molecule’ niveau met fluorescentiemicroscopie. Elke fluorescente spot stelt een ‘turnover’ voor die plaatsvindt op een actieve site. Hoewel in wide-field microscopie ook achtergrondemissie van uit-focus-vlakken opgevangen wordt, worden enkel ‘turnovers’, die voorkomen in het focusvlak, als goed afgelijnde, scherpe spots met diffractiegelimiteerde afmetingen herkend. 

De reactanten (PBD-bodipy (500 nM) en tert-butylwaterstofperoxide (35mM)) worden één voor één toegevoegd tijdens het experiment. In afwezigheid van één van beide reactanten wordt geen fluorescentie geobserveerd op de partikels. Wanneer beide reactanten aanwezig zijn in het reactiemengsel, verschijnen oplichtende spots met een grootte bepaald door de diffractielimiet, ongeveer 250 nm. Om de ‘turnovers’ te lokaliseren in de Ti-MCM-41 partikels, worden de wide-field fluorescentiebeelden opgenomen door te focusseren ongeveer in het middenvlak van het partikel, waar de kromming van de zijkanten minimaal is. In onderstaande figuren worden drie partikels in focus afgebeeld. In de eerste figuur zijn enkel de transmissiebeelden zichtbaar. In de twee volgende beelden zijn respectievelijk één en twee fluorescente spots te zien, met een uitzonderlijk hoge signaal-over-ruis verhouding. 
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Figuur 38: Transmissiebeelden van drie Ti-MCM-41 partikels. De beelden werden opgenomen met een CCD camera in een wide-field opstelling.
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Figuur 39: Fluorescentiebeeld van één fluorescente spot. De spot die een individuele turnover representeert, wordt aangewezen met een rode pijl.
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Figuur 40: Fluorescentiebeeld van twee fluorescente spots op een Ti-MCM-41 partikel. Beide spots zijn aangeduid met rode pijlen.

6.5.3 Lokalisatie van actieve sites met subdiffractiegelimiteerde nauwkeurigheid 

De stochastische aard van de katalytische gebeurtenissen voorziet een scheiding van de individuele ‘turnovers’ in de ruimte en in de tijd. Er wordt dus maximum één fluorescent productmolecule gedetecteerd in een diffractiegelimiteerd gebied op een bepaald tijdstip. Hierdoor kan de bepaling van de positie gebeuren met nanometer nauwkeurigheid door de PSF te fitten met een 2D Gaussische functie (zie literatuurstudie). 

De analyse van de wide-field beelden wordt uitgevoerd met een routine geschreven in Igor Pro. Fluorescente spots worden automatisch herkend door een algoritme dat gebaseerd is op de ‘generalized likelihood ratio test’. Deze test vergelijkt de waarschijnlijkheden van de aan- of afwezigheid van een emitter en houdt hierbij rekening met het ruissignaal van de camera. Het schrijven van deze procedure is geïnspireerd op een algoritme beschreven door Sergé et al.[105] Enkel de spots met een breedte van ± 250 nm worden geanalyseerd om een artificiële z-resolutie te creëren: spots van boven en onder het focusvlak zullen op deze manier, omwille van hun bredere en minder scherp afgelijnd intensiteitsprofiel in de opgenomen beelden, uitgesloten worden door het algoritme. De posities die door de software herkend worden als individuele spots, worden vervolgens gefit met een 2D Gaussische functie om de centra ervan te bepalen. Dit is weergegeven in onderstaande figuur. De gekleurde contourlijnen geven de intensiteiten van de gefitte Gaussische functie weer. De positie ervan (rode stip) is dus bepaald met een subdiffractiegelimiteerde nauwkeurigheid.[11]
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Figuur 41: Intensiteitsprofiel van een individuele spot. Het fluorescentiebeeldje (links) bij 488 nm excitatie en het overeenkomstige intensiteitsprofiel gefit met een 2D Gaussische functie.

De katalytische activiteit wordt gedurende enkele minuten gevolgd. De aan-en-uit signalen worden in een 1500-tal frames vastgelegd. Door cumulatie van vele individuele ‘turnover’ gebeurtenissen en hun overeenkomstige gefitte posities kan een globaal beeld van de posities van een groot aantal actieve centra op de katalysator verkregen worden. Dit geeft een representatief beeld van de lokalisatie van de activiteit weer. De resolutie hiervan is enkel gelimiteerd door de signaal-over-ruis-verhouding van de emissie van de producten. In Figuur 42 worden drie voorbeelden van geanalyseerde ‘single turnover’ experimenten weergegeven. De gefitte posities van de individuele katalytische omzettingen die gedurende 1500 frames (wat overeenkomt met 150 seconden) geobserveerd werden, zijn gesuperponeerd op hun overeenkomstige transmissiebeeldjes.
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Figuur 42: Drie voorbeelden van ‘single turnover’ experimenten op individuele Ti-MCM-41 partikels. De transmissiebeelden, zoals ze gezien worden in de microscoop en de ‘scatter plots’ (rode punten) van de gefitte posities van de fluorescente spots die ontstaan door de vorming van individuele productmoleculen worden over elkaar gelegd. De partikels zijn vaag zichtbaar in de transitiebeelden door lichtbrekingseffecten aan de randen.

Hieruit blijkt duidelijk dat de katalytische activiteit voornamelijk plaatsvindt op de buitenste rand van de  Ti-MCM-41 partikels. Toch liggen de titaniumsites homogeen verspreid doorheen het hele partikel en zijn de substraatmoleculen klein genoeg om de poriën (±2,7 nm) van het materiaal binnen te kunnen dringen.[85]
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Figuur 43: Een detailbeeld van een deel van de actieve regio. Hier wordt ingezoomd op de gemarkeerde gebieden uit Figuur 42.  De gevisualiseerde ‘turnover’-posities liggen verspreid over de buitenste 300 nm brede rand van de partikels.  

Wanneer we inzoomen op een actieve regio van een katalytisch partikel, kan de breedte van de actieve rand bepaald worden (Figuur 43). Katalytische omzettingen blijken enkel plaats te vinden in de buitenste 300 nm van het partikel. Vermits deze waarde aanzienlijk hoger is dan de positioneringsnauwkeurigheid van individuele ‘turnovers’, wordt de gemeten breedte niet beïnvloed door de resolutie (zie volgende sectie). 

6.5.4 Bepaling van de spreiding op de gefitte posities

De werkelijke precisie op de gefitte posities kan geschat worden door de spreiding op de centrumpositie van een individueel productmolecule, dat gedurende enkele frames gesorbeerd zit op het Ti-MCM-41 partikel, te bepalen. Door de PSF van zo’n molecule in de opeenvolgende frames te fitten wordt een puntenwolk gecreëerd. Deze heeft een nauwe spreiding van minder dan 20 nm in de x- en y-dimensies. Dit wordt weergegeven in onderstaande figuur voor vier verschillende posities.
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Figuur 44: Spreiding op de gefitte posities op een Ti-MCM-41 partikel. De centra van de PSF’s van een individueel molecule dat gedurende enkele frames geadsorbeerd blijft op dezelfde locatie, worden hier weergegeven in een ‘scatter plot’. De standaarddeviaties in de x- en y-richingen voor de verschillende gevallen worden weergegeven samen met de verkregen resolutie.

De resolutie kan weergegeven worden door:
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Vergelijking 9
Hierbij is R de breedte op halve hoogte van de Gaussische functie met een standaarddeviatie σ. De spreiding wordt dus bepaald door de nauwkeurigheid van de Gaussische fit. De hoge nauwkeurigheid waarmee de positie van individuele emitters bepaald kan worden is het resultaat van de hoge signaal-over-ruis-verhouding van de fluorescente spots afkomstig van de individuele productmoleculen. 

6.6 Bulk diffusielimitaties

De microscopische experimenten werden uitgevoerd onder statische, niet-geroerde condities. Hierdoor bestaat de kans dat bulk diffusielimitaties optreden. Om katalyse onder bulkdiffusielimitatie condities uit te sluiten, wordt in deze paragraaf een model ontwikkeld om de massatransfer voor het systeem te analyseren. 

Het bestudeerde systeem bestaat uit een partikel dat afgezet werd op een glasplaatje en daardoor enkel toegankelijk is door diffusie van moleculen vanuit de bovenste hemisfeer. Om de massatransfervergelijking voor dit systeem te bepalen, wordt echter een vereenvoudigde voorstelling gemaakt, waarbij de diffusie kan plaatsvinden vanuit het hele gebied rondom het partikel (zie onderstaand schema). Het systeem wordt dus centrosymmetrisch beschouwd, wat zich vertaalt in een enorme vereenvoudiging van de gebruikte formules. Het resultaat zal echter nog steeds een waarheidsgetrouw beeld geven van de werkelijkheid. 
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We veronderstellen een sferisch partikel en maken gebruik van een sferisch coördinatensysteem, waarvan de oorsprong zich in het centrum van het Ti-MCM-41 partikel bevindt. De bulkconcentratie (c( bij r = r() van de PBD-bodipy probe bedraagt 500 nM. Aan het katalysatoroppervlak zal deze concentratie afnemen door chemische reactie op de titaniumsites. Daardoor ontstaat een concentratiegradiënt, waarbij de concentratie afneemt van de bulkoplossing (c( bij r = r() naar het oppervlak van het partikel (c1 bij r = r1) toe. In steady-state condities kan c1 constant beschouwd worden.

De verkregen vergelijking voor massadiffusie kan nu toegepast worden op een sferisch segment, r1 tot r(, in een sferisch coördinatensysteem:
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Vergelijking 10
Hierbij is D de diffusiecoëfficiënt en staat ‘snelheid’ voor de vormingssnelheid van het molecule door chemische reactie. De term aan de rechterkant van de vergelijking (in het rood) beschrijft de netto accumulatie van moleculen in het beschouwde volume. Vermits gedurende een aanzienlijke tijd na het  toevoegen van de reactanten gemeten wordt, mag aangenomen worden dat het systeem zich in ‘steady state’ condities bevindt. Dit maakt dat de rode term gelijk is aan nul. De termen in het groen beschrijven het concentratieprofiel langs de θ- en ϕ-coördinaten. Door de vereenvoudigingen die initieel gemaakt werden voor het beschrijven van het systeem als een centrosymmetrisch systeem, zijn ook de groene termen gelijk aan 0. Omdat er binnen het beschouwde segment (van r1 tot r()  geen chemische reactie plaatsvindt, zal ook de blauwe term, ‘snelheid’,  nul zijn. 

Samengevat maakt dit dat enkel de zwarte term uit de vergelijking nog overblijft:
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Vergelijking 11
De concentratie c kan bepaald worden in functie van de straal r binnen dit segment door de differentiaalvergelijking op te lossen met volgende randvoorwaarden: 
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Vergelijking 12
Zodat: 

 

[image: image63.wmf](

)

11

2

rcc

c

r

r

¥

-

¶

=-

¶










Vergelijking 13
De flux (J) van de reactanten kan dan bekomen worden als functie van r door toepassing van de diffusiewet van Fick:
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Vergelijking 14
We beschouwen een infinitesimaal dunne sectie bij r = r1 zodat de influx van reactanten in het partikel wordt gegeven door 
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. Hierbij stelt A het buitenoppervlak van het partikel met een straal r1 voor. Om aan de massabalans te voldoen moet in ‘steady state’ condities de influx aan reactanten in het partikel gelijk zijn aan de hoeveelheid reactanten omgezet door de katalysator. 

Voor de meest actieve kristallen werd een turnoverfrequentie van ongeveer 1 turnover per seconde over het hele partikel gemeten. Dit komt neer op een snelheid van -1.7×10-24 mol/s (het minus-teken impliceert dat het hier gaat om het wegreageren van moleculen in plaats van de vorming van moleculen). 

De massabalans kan nu geschreven worden als:
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Algemeen kan de formule nu geschreven worden als:
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Vergelijking 15
Omdat de diffusiecoëfficiënt van PBD-bodipy in n-butanol niet gekend is, beschouwen we deze van rhodamine 6G, een molecule met een gelijkaardige grootte als PBD-bodipy. In water is deze ongeveer 3×10-10 m2/s. Vermits de diffusiecoëfficiënt omgekeerd evenredig is met de viscositeit van het medium en vermits de viscositeit van n-butanol ongeveer drie maal hoger ligt dan die van water kan de diffusiecoëfficiënt van PBD-bodipy in n-butanol benaderd worden door 10-10 m2/s. Met r1 bij benadering gelijk aan 1,5 µm kan de concentratie aan het oppervlak van het partikel bepaald worden door:
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Het concentratieverschil van de PBD-bodipy probe in de bulkoplossing en aan het partikeloppervlak bedraagt dus slechts 0.9 nM.  Daar de bulkconcentratie ongeveer 500 nM is, kan het bestaan van een significante concentratiegradiënt uitgesloten worden. Samen met de relatief lage ‘turnover-frequentie’ van de individuele partikels (0,1 – 1 s-1) in deze condities verzekert dit dus een constante substraatconcentratie aan het oppervlak van het partikel. We kunnen dus besluiten dat er geen bulk diffusielimitaties optreden in de epoxidatiereactie in aanwezigheid van een Ti-MCM-41 katalysator.

6.7 Besluit 

De resultaten bevestigen de hypothese dat interpartikel Knudsen diffusielimitaties in de mesoporiën van de grote Ti-MCM-41 partikels een optimaal gebruik van de titanium sites verhinderen. De waarschijnlijkheid voor het substraat om de inwendige delen van een micropartikel te bereiken is dus klein en enkel de titanium sites in de buitenste 300 nm van het kristal zijn verantwoordelijk voor de katalytische gebeurtenissen. Dit geeft een directe verklaring voor de observaties dat kleine Ti-MCM-41 nanopartikels met groottes van ongeveer 100 nm relatief hogere activiteiten bezitten dan de micrometergrote analogen.[85] 

Hoofdstuk 7: Encoderen van zilveruitgewisselde zeolieten door 3D fotoactivatie

7.1 Inleiding 

Sinds geëncodeerde ‘microbeads’ geïntroduceerd werden in ‘high-troughput screening’ (HTS) werd de analyse van een groot aantal moleculen mogelijk voor het opstellen van grote moleculaire databases. Op ‘beads’ gebaseerde analyses steunen op het feit dat elke ‘microbead’ een unieke code bezit die identificeert voor een welbepaalde probe. Dit laat ‘multiplex’ (bio)analyses toe waarbij meerdere geëncodeerde micropartikels gelijktijdig en in hetzelfde reactiemedium aan analyse onderworpen kunnen worden. Aan elke ‘bead’ zit een bepaald ‘target’ molecule geassocieerd dat kan reageren met een bepaalde probe. Wanneer een sprecifieke microsfeer een positieve reactie geeft, kan de probe geïdentificeerd worden door de code uit te lezen. Eerder gerapporteerde technieken, waarbij de code bepaald wordt door het inbouwen van verschillende fluorescente labels in specifieke concentratieverhoudingen (optische encodering), maken gebruik van kleurgeëncodeerde polymeer microsferen. Dit laat echter slechts een beperkt aantal unieke codes toe.
 ADDIN EN.CITE 

[106-109]
 Grafische encoderingsmethoden, die gebruik maken van metallische partikels, zijn ook beschikbaar, maar worden eerder ongewoon beschouwd in ‘screening’ toepassingen. Terwijl deze strategiën gebaseerd zijn op het encoderen van ‘microcarriers’ vóór de analyse (‘fixed encoding’), kan het soms voordeliger zijn een actieve encoderingsmethode te gebruiken, waarbij het encoderen gebeurt tijdens de analyse. Recent werd een nieuwe techniek gedemonstreerd waarbij patronen geschreven werden in polystyreen microsferen, geladen met fluorescente kleurstoffen, door ‘spatial selective photobleaching’. Deze patronen kunnen geïdentificeerd worden met fluorescentiemicroscopische technieken, wat resulteert in een code met negatief contrast. 
 ADDIN EN.CITE 

[110, 111]
  Ter verduidelijking van deze techniek wordt in Figuur 45 een geëncodeerde streepjescode in een polystyreen micropartikel weergegeven.
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Figuur 45: Encoderen van microcarriers door ‘spatial selective photobleaching’. a| Een barcode, geschreven in een polystyreen microsfeer, met 8 verschillende intensiteiten en het overeenkomstige intensiteitsprofiel waarin 8 verschillende ‘bleaching’-intensiteiten zichtbaar zijn. b|Een barcode met enkel twee intensiteiten (‘bleached’ en ‘unbleached’) en twee verschillende breedtes (1,06 µm en 2,12 µm) c|De combinatie van drie breedtes en twee intensiteiten geëncodeerd in een micropartikel.

In dit werk onderzoeken we een nieuwe techniek voor het actief encoderen van biocompatibele ‘microcarriers’, gebaseerd op de fotogeïnduceerde vorming van fluorescente zilverclusters in zeolieten. We gaan na of ze de nodige multiplexingkracht kunnen leveren voor HTS. Met dit doel voor ogen worden 3D-barcodes geëncodeerd in QR-formaat. Dit laat een quasi onbeperkt aantal unieke codes toe. Aangezien het voor praktijk gerichte toepassingen van groot belang is dat de code meermaals uitgelezen kan worden zonder verlies aan intensiteit, wordt de stabiliteit van de zilverzeolieten vergeleken met andere microcarriers, geladen met organische kleurstoffen. Uitbreiding van het toepassingsdomein van deze materialen naar microbiologische applicaties, zoals het in situ labelen van biologische cellen, vereist echter compatibiliteit van het encoderen en decoderen met een waterig milieu. Of dit tot de mogelijkheden van zilverzeolieten behoort, wordt nagegaan in een eenvoudig experiment.  

Naast toepassingen in ‘high throughput screening’ hebben deze materialen ook veel potentieel als ingebouwd veiligheids- of kwaliteitslabel om productvervalsingen, bijvoorbeeld in geneesmiddelen of bankbiljetten, op te sporen.[111] 
7.2 Karakterisatie van de grote zeoliet A kristallen

Omdat de optische resolutie beperkt is door de diffractielimiet, zijn voor het schrijven van complexe geresolveerde patronen met confocale microscopie grote kristallen nodig. De syntheseprocedure werd beschreven in deel II, Materiaal en methoden. Verdere karakterisatie gebeurt aan de hand van SEM en XRD.

7.2.1 SEM foto’s van de zilver-geladen zeolieten

De SEM-analyse toont aan dat hoofdzakelijk 20 tot 30 µm grote kubische kristallen van het LTA-type gevormd worden tijdens de synthese. Daarnaast wordt ook een klein percentage vergroeide kristallen en kleine aggregaten waargenomen. Van deze octaedrische kristallieten kan met grote waarschijnlijkheid gezegd worden dat ze van het FAU-type zeoliet zijn. De analyse van de zeolietkristallen gebeurde met een Philips XL 30 FEG nog voordat deze uitgewisseld werden met zilver.

[image: image71.png]


 

Figuur 46: SEM-foto's van grote zeoliet A kristallen vóór uitwisseling met zilver. 
7.2.2 XRD-analyse van de synthese batch

De resultaten van de XRD analyse bevestigen de hoog kristallijne LTA-structuur van de gesynthetiseerde zeolieten. De meest intense piek van het FAU-type materiaal werd ook waargenomen als een kleine piek in het XRD patroon (aangeduid met rode ster). De studie werd uitgevoerd met een STOE Stadi-P instrument.
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Figuur 47: XRD-spectrum van de grote LTA-zeolieten. De rode ster geeft de meest intense FAU-piek aan.
7.2.3 Transmissiebeelden van de zilver-uitgewisselde zeoliet kristallen 

Alvorens patronen geëncodeerd kunnen worden in grote, individuele zeolietkristallen, werden de LTA-zeolieten uitgewisseld met zilver. Mooie geïsoleerde kristallen zonder vergroeiïngsstructuren, zoals in de figuur hieronder weergegeven, werden geselecteerd in de fluorescentiemicroscoop. In 20% van de gevallen worden echter kleine aggregaten waargenomen op de kristaloppervlakken. Het zou hier kunnen gaan om kleine silica- of alumina partikels of renucleatiekernen van de LTA-topologie, die gevormd werden tijdens de synthese. Deze vertonen geen emissief gedrag, maar kunnen wel ‘scattering’ van het excitatielicht veroorzaken. In eerste instantie houdt de ‘pinhole’ in het emissiepad van de confocale microscoop het uit-focus-licht tegen en door er in tweede instantie voor te zorgen dat binnenin het kristal gefocusseerd wordt, kunnen de patronen eenduidig toegeschreven worden aan de vorming van intra-zeoliet gevormde zilverclusters.
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Figuur 48: Transmissiebeelden van drie zeoliet A kristallen. De gemiddelde grootte van de kristallen in de synthesebatch is 19 µm.

7.3 1-foton fotoactivatie in zilver-zeoliet kristallen

7.3.1 Fotoactivatie van geresolveerde punten 

Confocale microscopie laat toe welbepaalde punten in zilver-uitgewisselde zeolietkristallen te activeren.[97] Geresolveerde fluorescente spots kunnen gegenereerd worden door een 375 nm UV-laser op de gewenste positie te focusseren. In de geactiveerde punten zijn de oorspronkelijke Ag+-ionen gereduceerd tot Ag3n+-clusters die verantwoordelijk zijn voor de waargenomen emissie.
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Figuur 49: Schematische voorstelling van het fotoactivatieproces. Bij belichting van het kristal met de geschikte golflengte worden emissieve zilverclusters gevormd in de kooien van het zeolietkristal. De SEM-foto (links) geeft de kubische morfologie van de zeolietkristallen, gebruikt in deze studie, weer. 

In de praktijk kan met UV-geïnduceerde fotoactivatie de diffractiegelimiteerde resolutie niet bereikt worden. Het licht wordt immers verstrooid door kristalimperfecties en kleine partikels die aan het buitenoppervlak van de zeolietkristallen geadsorbeerd zijn. Hierdoor zal er fotoactivatie buiten het focuspunt optreden, wat leidt tot een verhoogd achtergrondsignaal. Daarnaast veroorzaakt het verschil in refractieve index tussen de verschillende media (het dekglaasje, de lucht en de zeolietkristallen) een verstoord confocaal volume, wat resulteerd in een bijkomende verbreding van de geactiveerde spot. 

Bovendien schijnt de gefocusseerde laserstraal doorheen de hele z-richting van het kristal. Hoewel enkel in het focuspunt de straal erg spatiaal geconcentreerd is, zal naast de xy-resolutie ook de resolutie in de z-richting sterk gelimiteerd zijn.

7.3.2 1-foton fotoactivatie in 3 dimensies

Ondanks de beperkte z-resolutie werd gepoogd patronen te activeren in verschillende lagen van een individueel zeolietkristal. Om geresolveerde patronen te verkrijgen, konden maximaal drie lagen, verspreid over de volledige diepte van het kristal ( ± 20 µm ), beschreven worden. 

Met een continue UV-laser met een lasersterkte van 10 kW/cm² werden de letters ‘K’ ‘U’ en ‘L’ in een geïsoleerd kristal geschreven. Enkel kristallen met een extreem egaal oppervlak leenden zich voor deze toepassing. In de andere gevallen bemoeilijkt lichtverstrooiing op scatteringssites het schrijven van scherpe fotogeactiveerde patronen. Een representatief resultaat wordt in onderstaande figuur getoond. De beeldvorming gebeurde met een Fluoview 500 microscoop bij 488 nm excitatie. 
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Figuur 50: 3D fluorescentiebeelden geschreven door 1-foton fotoactivatie. Confocale optische secties doorheen een individueel zilverzeoliet kristal. Hierin werden de letters ‘K’, ‘U’ en ‘L’ in verschillende vlakken boven elkaar geschreven met 1-foton excitatie. De witte schalingslijn in de figuur stelt een afstand van 5 µm voor.
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Figuur 51: Illustratie van scatteringseffecten door kristalimperfecties bij 1-foton fotoactivatie. Het linkerbeentje van de ‘U’ is hierdoor sterk verbreed.

Opvallend in deze figuur is de sterke verbreding van het linkerbeentje van de ‘U’ in het frame op een diepte z=10,5 nm. Scatteringseffecten op kristalimperfecties komen bijna in elk kristal voor. Het perfecte kristal bestaat immers niet. Hieruit kunnen we besluiten dat 1-fotonactivatie zeer gevoelig is aan externe factoren die scattering kunnen veroorzaken. Ook de achtergrondactivatie van het hele oppervlak is duidelijk waarneembaar met 1-foton activatie, wat maakt dat het contrast over de hele lijn afgezwakt wordt.

7.3.3 Resolutiebepaling van de geactiveerde patronen

Het contrast tussen de selectief geactiveerde regio’s en de achtergrondfluorescentie in het zeolietkristal werd over het algemeen relatief laag bevonden. Hogere contrastratio’s konden verkregen worden door de fotoactivatietijden te verhogen. Daar tegenover staat echter een verlies aan ruimtelijke resolutie door saturatie-effecten in de clustervorming. Wanneer de activatietijd te hoog genomen wordt, verlaagt het contrast echter omwille van de niet-gelokaliseerde fotoactivatie door lichtscattering met fluorescentie van uiteindelijk het hele kristal tot gevolg. Optimalisatie van de fotoactivatietijd en de bijhorende belichtingssterkte is cruciaal om goede resultaten te verkrijgen. 

De spaciale resolutie wordt bepaald aan de hand van de intensiteitsprofielen. In onderstaande figuren wordt de intensiteit van het gebied tussen de gele streeplijnen uit Figuur 50 weergegeven in functie van de positie. Aangezien de FWHM hieruit bepaald kan worden is ook meteen de resolutie gekend. In het xy-vlak bedraagt deze 636 nm. Uit het z-profiel bekomen we een axiale resolutie van 4,3 µm.
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Figuur 52: Bepaling van de radiale en axiale resolutie.  Uit de FWHM van de intensiteitsprofielen kan de resolutie in het xy-vlak en in de z-richting bepaald worden. Deze zijn resp. 636 en 4300 nm. 

Hoewel de intensiteit en de resolutie elkaar tegenwerken, blijkt zelfs bij lage intensiteit de resolutie van de geactiveerde patronen eerder aan de lage kant te liggen. Heterogeniteiten in de kristallen limiteren dus zowel in het radiale als in het axiale vlak de maximale resolutie die bekomen kan worden met 1-foton activatie. 

In het xy-vlak speelt ook het verschil in refractieve indices tussen de verschillende media mee in de verbreding van de geactiveerde spot. 

Voor praktische toepassingen worden de oppervlakken van de zeolieten vaak gefunctionaliseerd om zo bijvoorbeeld biologische cellen te kunnen binden. Dit kan echter een extra scatteringeffect met zich meebrengen, waardoor de achtergrondactivatie nog een extra intensiteitsstijging ondergaat. 

7.3.4 Activatie in een waterige omgeving

Voor het gebruik van encodeerbare zilverzeolieten in multiplex bio-assays moet de fotoactivatie compatibel zijn met waterige omgevingen. Daarom werden experimenten uitgevoerd waarbij de fotoactivatie gebeurt doorheen een waterdruppel die toegevoegd werd op het dekglaasje. Dit wordt schematisch voorgesteld in Figuur 53. De fotoactivatie gebeurt met dezelfde opstelling en 375 nm excitatielicht als deze die gebruikt werd voor het encoderen van patronen onder atmosferische condities. Een geactiveerd punt werd uitgelezen bij 488 nm excitatie. Daar de refractieve index van water in vergelijking met die van lucht dichter aanleunt bij die van glas en van het kristal, wordt het confocale volume minder verstoord. We verwachten dus een kleine verbetering van de radiale resolutie, maar deze werd niet expliciet waargenomen.  De compatibiliteit van fotoactivatie met een waterig milieu kon hiermee wel worden aangetoond  (Figuur 53b).
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Figuur 53: Fotoactivatie in een waterig milieu. a| Schematische voorstelling van fotoactivatie in aanwezigheid van water. b| Rechts een geactiveerde spot in een zeolietkristal in een druppel water en links het overeenkomstige transmissiebeeld. Het kristal wordt afgelijnd door middel van de witte streepjeslijn.

7.4 2-foton excitatie

Aangezien het scatteringseffect de voornaamste oorzaak bleek te zijn voor de lage resolutie bij 1-foton fotoactivatie, werd  gedacht aan 2-foton excitatie als alternatieve techniek voor het encoderen van ‘microcarriers’. De absorptie van fotonen bij 2-foton excitatie is immers kwadratische afhankelijk van de lichtintensiteit, waardoor enkel fotonen geabsorbeerd worden als de intensiteit voldoende hoog is. Het gescatterde licht vertoont onvoldoende intensiteit om efficiënt geëxciteerd te worden en zal dus weinig interferreren met het fotoactivatieproces. Bijgevolg zou de fotoactivatie beperkt blijven tot enkel het centrum van de focuspunten. Dus ondanks de grotere belichtingsspot door de hogere excitatiegolflengte, kan 2-foton excitatie de spatiale resolutie verbeteren tot beneden de diffractielimiet.[112] Geavanceerde codes, bijvoorbeeld QR-codes, kunnen op deze manier toch geëncodeerd worden in zilverzeolieten. Dit wordt geillustreerd door de tekst ‘Katholieke Universiteit Leuven’ in QR-formaat te encoderen in een kristal met een grootte van 20 x 20 x 20 µm³. De QR-code bestaat uit 29x29 pixels, dat verkregen werd met een online coderingsprogramma. 
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Figuur 54: Encoderen en decoderen van een QR-code in zilverzeolieten. Fluorescentiemicroscopisch beeldje van een 2D QR-code (links) en het overeenkomstige zwart-wit templaat (rechts). 

Met een belichtingsdichtheid van 400 kW/cm² blijft de femtoseconde gepulste 780 nm laser gedurende ongeveer 250 ms per punt gefocusseerd. De code werd geschreven in een vlak op 2,5 µm diepte gelegen in het kristal. Na fotoactivatie kon het geschreven patroon uitgelezen worden in dezelfde opstelling echter wel met een gereduceerde excitatiesterkte, typisch 50 kW/cm². Verdere activatie van het kristal tijdens het scannen wordt op die manier vermeden. Na het uitlezen worden de geactiveerde punten door middel van een algoritme omgezet in een digitale code die zonder problemen uitgelezen wordt door een standaard QR-decoderingsprogramma.[113] Daar de code zo is opgebouwd dat de informatie meermaals vervat zit in het patroon, wordt de tekst zelfs zonder problemen correct uitgelezen wanneer één of enkele pixels ontbreken in de gedigitaliseerde code.

7.4.1 Gevoeligheid van 2-foton fotoactivatie voor kristalimperfecties

Voor het schrijven van patronen wordt het hele xy-vlak van het kristal gebruikt. Enkel de buitenranden worden vermeden omdat deze vaak onregelmatigheden vertonen. Uit volgende figuur blijkt duidelijk dat de activatie over het hele oppervlak in gelijke mate gebeurt. We kunnen er dus enerzijds vanuit gaan dat het zilver mooi homogeen gedispergeerd is over het hele kristal en anderzijds dat de 2-fotonactivatie, in tegenstelling tot 1-fotonactivatie, niet zo gevoelig is aan kristalheterogeniteiten en kleine partikels, geadsorbeerd aan het buitenoppervlak.
 ADDIN EN.CITE 
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De kleine horizontale intensiteitsgradient die zichtbaar is in Figuur 54 is te wijten aan het feit dat het kristal een beetje overhelt op het dekglaasje. De laserstraal moet bijgevolg aan de ene kant dieper in het kristal dringen waarbij het al een deel van zijn intensiteit verliest door scattering en wat resulteert in zones met een hogere achtergrondactivatie.

7.4.2 Convolutie van het schrijfpatroon en de uitleesstraal bij 2-foton excitatie

Wanneer wordt ingezoomd op een individuele geactiveerde spot kan de intensiteit gefit worden met een 2D Gaussische functie. De overeenkomstige curve wordt weergegeven als een gekleurde contourplot in Figuur 55. De breedte op halve hoogte van de gefitte piek bedraagt in dit geval 346 nm. 
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Figuur 55: Intensiteitsprofiel van een individuele geactiveerde spot. De overeenkomstige Gaussische fit wordt weergegeven als een gekleurde contourplot.

De bekomen intensiteitsdistributie beschrijft echter niet rechtstreeks de schrijfresolutie, maar wordt eigenlijk verkregen door de convolutie van de schrijf– en leesresolutie. Tijdens het schrijven worden fluorescente clusters gevormd waarvan de ruimtelijke verdeling beschreven kan worden met een 2D Gaussische funnctie (g1). Het uitlezen gebeurt met een diffractiegelimiteerde resolutie waarbij elke emitter aanleiding geeft tot een Gaussische PSF (g2). Het bekomen beeld is dus de convolutie van g1 en g2. Om de convolutie van deze twee functies te berekenen, kan het convolutietheorema gebruikt worden: 
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Vergelijking 16
Hierbij wordt de Fourier transformatie van de convolutie van twee functies beschreven als het product van de Fourier transformaties van elk van de functies afzonderlijk. 

De Fouriertransformatie van een Gaussiche functie is:
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Vergelijking 17
waaruit de Fourier transformatie van de convolutie en bijgevolg ook de convolutie bepaald kan worden: 
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Vergelijking 18
De convolutie van twee Gaussische functies, g1 en g2, is dus opnieuw een Gaussische functie, g, waarvoor 
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Vermits de FWHM = 2.35482 σ, is dus ook 
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Voor de verkregen beeldjes betekent dit dat: 
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Vergelijking 19
Het intensiteitsprofiel van de laserstraal volgt een Gaussische distributie die beschreven kan worden met volgende formule:
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Vergelijking 20
In 2-foton excitatie is de excitatiewaarschijnlijkheid evenredig met het kwadraat van de intensiteit:
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Vergelijking 21
Dit excitatieprofiel beschrijft dus een Gaussische functie waarvan de breedte een factor 
[image: image91.wmf]2

maal kleiner is dan het intesiteitsprofiel. De breedte van dit laatste wordt gegeven door de diffractielimiet:
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Vergelijking 22
De maximale (lees)resolutie die theoretisch bekomen kan worden met 2-foton excitatie bedraagt dus ± 240 nm (bij 780 nm en NA=1,3):
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Vergelijking 23
Met de beeldresolutie bekomen uit de intensiteitsplot in figuur (FHWMbeeld,xy = 346 nm)  kan de overeenkomstige schrijfresolutie dus geschat worden op 249 nm. Deze is bij benadering gelijk aan de leesresolutie en is bijgevolg gelijk aan de maximale resolutie die in theorie bekomen kan worden met 2-foton excitatie microscopie.

Opmerking: in het geval van 1-foton activatie is de resolutie (636 nm) veel groter dan de theroetische leesresolutie, wat dus een goede directe benadering is van de schrijfresolutie.

7.4.3 Driedimensionale fotoactivatie met 2-foton excitatie

Aangezien het schrijven van geavanceerde codes mogelijk is in 1 vlak, laat de verbeterde axiale resolutie en de vereenvoudigde decodering nu ook toe verschillende lagen boven elkaar te schrijven in een individueel zeolietkristal. Driedimensionale barcodes kunnen nu geschreven worden zoals geïllustreerd in Figuur 56. De focusdiepte van de eerse QR-code wordt manueel bepaald met de confocale microscoop. De geëncodeerde tekst ‘LPS & COK’, staan voor de afkortingen van de betrokken labo’s (‘Lab of Photochemistry and Spectroscopy’ en ‘Centrum voor Oppervlaktechemie en Katalyse’). De tweede code encodeert voor de tekst ‘KULeuven’. De diepte in het kristal kan nu in de software worden ingegeven, zodat deze onmiddellijk, na het schrijven van de eerste code, naar een nieuw focusvlak gaat voor het schrijven van de tweede code.  
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Figuur 56: Schrijven van lagen van 2D QR-codes. a| Schema van een kristal waarin 2 QR-codes boven elkaar geactiveerd werden met 2-foton fotoactivatie. De zwarte lijnen geven de contouren van het kristal weer. b| Afbeeldingen van de originele templaten van de twee QR-codes c|Het gedraaide kristal weergegeven met de groene kader in figuur a, waarin de twee codes in de axiale richting mooi gescheiden zijn. 

De driedimensionale code wordt uitgelezen met 2-foton confocale fluorescentiemicroscopie door een volledige z-scan te nemen van het kristal, opnieuw met een verlaagde lasersterkte om verdere activatie van het kristal te vermijden. De eerse code verschijnt op z=1 µm en de tweede op z=5µm. In het midden tussen de twee lagen, op een diepte z=3 µm, wordt geen noemenswaardige fluorescentie waargenomen. De twee geactiveerde lagen zijn dus goed gescheiden in de ruimte (zie Figuur 57).
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Figuur 57: Confocale optische secties van het kristal op verschillende dieptes: 1, 3 en 5 µm. De beeldvormingsvlakken van deze secties worden weergegeven in Figuur 56 als rode lijnen. De schalingslijnen geven een afstand van 5 µm weer.

Zelfs met een conventionele wide-field fluorescentiemicroscoop, waar de z-resolutie zeer beperkt is, kunnen de twee lagen gemakkelijk herkend worden zonder interferentie van de ene laag met de andere laag. 

7.4.4 Bepaling van de axiale resolutie

Het nauwkeurig bepalen van de resolutie van de opeenvolgende beeldjes in de z-richting is bijna onmogelijk met confocale microscopie. De maximale axiale resolutie die met confocale microscopie verkregen kan worden, is immers beperkt door de diffractielimiet. Daarbij komt de verkregen resolutie voort uit zowel de schrijf- als de leesresolutie. Om dit probleem te omzeilen, werd het kristal manueel op zijn zijde gedraaid, zodat het voormalige axiale vlak nu in het xy-vlak komt te liggen. Bijgevolg kan de oorspronkelijk axiale dimensie nu met de hogere radiale resolutie van de optische microscoop bekeken worden. In Figuur 59 wordt het gedraaide kristal weergegeven. De geactiveerde regio’s zijn de doorsneden van de benen van de letters ‘K’, ‘U’ en ‘L’ die goed geresolveerd zijn in de z-richting. 

Hierbij merken we op dat voor het schrijven van de letters ‘K’, ‘U’ en ‘L’ in verschillende focusvlakken boven elkaar bij 1-foton fotoactivatie de hele diepte van het kristal nodig was, terwijl nu slechts 6 µm volstaat.
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Figuur 58: 3D fluorescentiebeelden met 2-foton fotoactivatie. De confocale optische secties doorheen een individueel zilverzeoliet kristal waarin de letters ‘K’, ‘U’ en ‘L’ in verschillende vlakken boven elkaar geschreven werden zijn weergegeven.
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Figuur 59: Fluorescentiebeeld van een gedraaid zilverzeoliet kristal. Rechts wordt het overeenkomstige intensiteitsprofiel van de zone, gemarkeerd door de twee witte streepjeslijnen, weergegeven. De volle lijn vertegenwoordigt een Gaussische fit van de data. De witte schalingslijn stelt een afstand van 5 µm voor.

Wanneer het lijnprofiel van het gebied tussen de aangegeven witte streepjeslijnen gefit wordt, kan de FWHM hieruit bepaald worden. Deze bedraagt ongeveer 1 µm voor de letter ‘K’ en 1,3 µm voor de overige letters. Vermits dit veel hoger is dan de leesresolutie, die  213 nm (excitatie bij 488 nm en NA=1,4) bedraagt, wordt verondersteld dat de waargenomen 1 µm dus bij benadering de werkelijke schrijfresolutie weergeeft. Over een afstand van 6 µm kunnen dus op zijn minst drie geresolveerde lagen geschreven worden. Dit maakt dat de potentiële opslagcapaciteit van een individueel zeolietkristal sterk toeneemt bij het gebruik van 2-foton activatie in vergelijking met 1-foton activatie. 
7.4.5 Schrijven in grijswaarden

Tot hier toe werden steeds zwart-wit patronen geschreven. Hierbij werden de pixels ofwel geactiveerd (zwart), ofwel niet (wit). Vermits de intensiteit van de geactiveerde pixels ongeveer dezelfde is voor alle geactiveerde partikels in één kristal (zie paragraaf 7.4.1), vermoedden we dat ook variaties in grijstinten kunnen vastgelegd worden in de zilverzeolieten. Om deze veronderstelling te staven werd een stukje van het templaat lichtgrijs gekleurd. In dit geval stelt het templaat de afbeelding van een heraldische leeuw voor, waarvan de tong grijsgekleurd is. Dit wordt weergegeven in Figuur 60.
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Figuur 60: Fluorescentiemicroscopisch beeld van een heraldische leeuw. b| Templaat (80 op 80 pixels) voor het schrijven van de leeuw in zilverzeoliet kristallen. c| De zwarte curve geeft het intensiteitsprofiel langs de witte streepjeslijn weer. De gelijklopende rode curve doet hetzelfde voor de rode streepjeslijn in het templaat weergegeven in b.

De grijze kleur in het oorspronkelijke beeldje zou gereflecteerd moeten worden in de intensiteit van de uiteindelijke afbeelding. Om dit te realiseren werd de intensiteit van elk pixel door de software vertaald in een welbepaalde belichingstijd. Deze wordt gevarieerd van 0 ms voor niet-geactiveerde pixels tot 255 ms voor volledig geactiveerde pixels. Het resultaat wordt weergegeven in bovenstaande figuur. 

Deze zeer gedetailleerde weergave van de leeuw wordt afgebeeld op een schaal van 17 op 17 µm. Het intensiteitsprofiel langs de witte streepjeslijn in figuur wordt als een zwarte curve, samen met het overeenkomstige profiel van het templaat (rode curve) geïllustreerd in Figuur 60c. Hieruit blijkt dat de tong van de leeuw inderdaad slechts ongeveer de helft van de fluorescentie-intensiteit van de omgevende geactiveerde regio’s heeft. 

De mogelijkheid om verschillende intensiteitsniveaus te kunnen onderscheiden, levert een extra parameter voor het ontwerp van 3D barcodes, wat een enorme toename betekent van het aantal unieke codes dat kan opgeslagen worden in zilverzeolieten. 

7.4.6 Activatie in een waterige omgeving

Net zoals bij 1-foton excitatie wordt hier voor in situ fotoactivatie vereist dat deze techniek compatibel is met een waterig milieu. Dit werd op een analoge manier nagegaan door enkele waterdruppels toe te voegen aan het staal. Omwille van de gelijklopende resultaten tussen de twee technieken, verwachtten we hier geen verrassende resultaten. 

In volgende figuur wordt een QR-code afgebeeld die verkregen werd door fotoactivatie in aanwezigheid van water. 
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Figuur 61: 2-foton fotoactivatie in waterig milieu. Fluorescentiemicroscopisch beeldje van de QR-code geactiveerd in een zilverzeoliet in een waterige omgeving.
Hieruit kunnen we besluiten dat ook 2-foton fotoactivatie compatibel is met een waterig milieu. Door tijdsgebrek werden echter te weinig pogingen ondernomen om een scherper beeld vast te leggen. 

7.4.7 Stabiliteit van de gevormde patronen

Door de vorming van clusters in de kooien van zeolietkristallen die een sterische beperking opleggen en door de hoge fotostabiliteit van de zilverclusters in het algemeen, zijn de geëncodeerde patronen gedurende lange tijd stabiel. Onderstaande beeldje werd 4 weken na fotoactivatie opgenomen. Gedurende die 4 weken werd het staal bewaard op kamertemperatuur en blootgesteld aan lucht. Er wordt vastgesteld dat na deze tijd het patroon nog steeds perfect uitleesbaar is. Bijgevolg kan de diffusie van clusters uit de kristalllen of clusterafbraak uitgesloten worden.
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Figuur 62: Fotostabiliteit van geactiveerde patronen. QR-code uitgelezen na 4 weken, gedurende dewelke de kristallen op kamertemperatuur en blootgesteld aan lucht werden bewaard. De schalingslijn, weergegeven als een witte lijn bovenaan de figuur, stelt een afstand van 5 µm voor.

Om de fotostabiliteit van de gevormde clusters in perspectief te brengen, werd een vergelijkende test uitgevoerd. Hierbij werden verschillende zeolieten en polymeerpartikels, geladen met organische kleurstoffen, bij 26 µW uitgelezen met 488 nm belichting op een Fluoview 500 confocale laser scanning microscoop. Om de resultaten te kunnen vergelijken werd telkens in identieke condities gewerkt. 

In onderstaande figuur wordt de genormaliseerde intensiteit weergegeven in functie van het aantal consecutieve uitlezingen. De zwarte en de grijze curve geven de intensiteiten weer van de geactiveerde patronen in de zilver-uitgewisselde zeolieten. De gekleurde curves zijn afkomstig van zeoliet- of polymeerstalen waarin organische kleurstoffen ingesloten zitten. Voor de stalen met ingebouwde organische kleurstoffen werd de intensiteit uitgemiddeld over het hele partikel, waaruit een vloeiende curve voortkomt. Voor de geactiveerde patronen in de zilver-uitgewisselde zeolieten werd één punt gekozen en herhaaldelijk gefit in de opeenvolgende frames met een 2D Gaussische functie. De amplitude werd genomen als een representatieve waarde voor de intensiteit. De intensiteit is dus gebaseerd op een beperkt aantal pixels, wat de ruis op de vervalcurve verklaart.   
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Figuur 63: Vergelijking  van de stabiliteit van zilverzeolieten en  andere ‘microcarriers’. De grijze en zwarte curves stellen fotogeactiveerde zilverzeolieten voor. De rode en oranje curves stellen respectievelijk ferrieriet en faujasiet (Y) zeolieten waarin een fluoresceïne-achtige kleurstof via een ‘ship-in-a-bottle’-principe ingebouwd werd. De groene curve komt overeen met een staal waarbij peryleen diimide ingebouwd werd in zeoliet L en de blauwe curve stelt het intensiteitsverval voor van een commercieel driekleuren polystyreen micropartikel van Invitrogen (F-7235). 
Uit bovenstaande figuur blijkt dat de zilverzeolieten 75% van hun intensiteit behouden na 500-1000 uitlezingen, terwijl voor de organische kleurstof gebaseerde stalen de intensiteit na slechts 10 tot 80 uitlezingen al terugvalt op 75%. Na 150-250 uitlezingen zullen ze nog maar 50% van hun oorspronkelijjke intensiteit bevatten. Opvallend is dat deze hoeveelheid ‘bleaching’ zelfs na meer dan 2000 uitlezingen niet waargenomen wordt in de zilverzeolieten. 

Na 2000 uitlezingen behouden de fotogeactiveerde zilverpatronen nog steeds 50-70 % van hun initiële intensiteit. Terwijl dit typich maar 5-20 % is voor de stalen met organische kleurstoffen kunnen we dus besluiten dat de fotogeactiveerde zilverclusters in zeolieten één grootteorde meer stabiel zijn dan hun organische analogen. Duizenden uitlezingen zijn mogelijk zonder al te groot verlies aan contrast tussen de geactiveerde patronen en de achtergrond. 

7.4.8 Continue driedimensionale structuren 

Dankzij de sterk verbeterde driedimensionale resolutie voor het encoderen van data in micropartikels kunnen nu ook continue driedimensionale microstructuren gecreëerd worden. Als voorbeeld werd een 3D-spiraal geactiveerd over een diepte van 7,5 µm in een individueel kristal (zie Figuur 64). Na fotoactivatie van de spiraalstructuur kan het beeld uitgelezen worden door elke 250 nm volgens de axiale richting een scan te nemen in de 2-foton excitatie opstelling. Op deze manier kan een driedimensionale reconstructie van het ‘3D isosurface’ gemaakt worden van het geactiveerde volume in de Amira 4.1 software. Dit gebeurt na het effenen van de individuele opeenvolgende beelden met een median filter om een mooier resultaat te verkrijgen. 
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Figuur 64:Continue 3D-fotoactivatie. Reconstructie van een continue 3D fotogeactiveerde spiraal in een zilverzeoliet kristal. 

7.5 Besluit

Met de nieuwe strategie, hier voorgesteld, werden driedimensionale barcodes met succes geëncodeerd in zilver-zeoliet kristallen. De hoge resolutie, bekomen met 2-fotonexcitatie, maakt het mogelijk zeer geavanceerde patronen te schrijven tot in de kleinste details. De buitengewone stabiliteit van de geëncodeerde zilverzeolieten in vergelijking met andere microcarriermaterialen maakt deze techniek zeer geschikt voor praktijk gericht toepassingen. De compatibiliteit van het encoderen in aanwezigheid van water vergroot de toepassingsmogelijkheden voor gebruik in biologische systemen.  











Conclusie en toekomstperspectieven

Hoofdstuk 8: Algemeen besluit

In dit eindwerk werd een nieuwe benadering geïntroduceerd om diffusielimitaties in mesoporeuze materialen in reële katalytische condities in kaart te brengen. De bruikbaarheid van de voorgestelde PBD-bodipy probe als reporter voor epoxidaties werd bevestigd via bulkmetingen; De verschijning van de blauwverschoven emissiemaxima levert het bewijs van deze selectieve reactie. De probe kan dus succesvol aangewend worden voor de visualisatie van de katalytische activiteit. Hoewel PBD-bodipy eerder al gebruikt werd in fluorescentiemetingen, werd het breken van een dubbele binding door epoxidatie (of hydrogenatie) hier voor het eerst gevisualiseerd op ‘single-molecule’ niveau. 

Door de toepassing van een nieuwe hoge-resolutie analysestrategie kon de oppervlakte waarover de diffusiegelimiteerde reactie plaatsvindt, gevisualiseerd en gelokaliseerd worden met hoge resolutie. 

Dit microscopisch/nanoscopisch onderzoek wees uit dat de katalytische epoxidaties in Ti-MCM-41 zich beperkten tot de buitenste 300 nm van de Ti-MCM-41 micropartikels. Enkel een fractie van de titaniumspecies wordt bereikt door de substraatmoleculen, wat het gebrek aan katalytische efficiëntie van de grote Ti-MCM-41 partikels verklaart.[85] Aangezien XPS-experimenten uitwezen dat de titanium sites homogeen gedispergeerd zitten in het hele partikel, leidt het bijna geen twijfel dat Knudsen diffusielimitaties verantwoordelijk gesteld kunnen worden voor de verlaagde performantie van de micropartikels.

Omdat echter niet geroerd werd tijdens de microscopische metingen moest ook rekening gehouden worden met de mogelijkheid dat bulkdiffusielimitaties kunnen optreden. Daar uit de berekening van de massatansfer in de bulkoplossing geen significante concentratiegradiënt aanwezig bleek te zijn, konden deze ook uitgesloten worden. 

Ook werden veelbelovende resultaten gehaald bij het zoeken naar een nieuwe techniek voor het actief encoderen van ‘microcarriers’. 

Vooreerst werd aangetoond dat met confocale fluorescentiemicroscopie de fotogeïnduceerde vorming van fluorescente zilverclusters mogelijk was in zilver-uitgewisselde zeolietkristallen met een grootte van enkele tientallen micrometer. Fluorescente patronen konden met 1-foton fotoactivatie met succes geëncodeerd worden in individuele kristallen met een positief contrast en micrometer resolutie. Deze techniek was echter sterk gelimiteerd in het schrijven van scherp afgelijnde patronen door zijn hoge gevoeligheid voor kristalimperfecties en ‘scattering’. 

Twee-foton activatie ondervindt daarentegen weinig invloed van deze lichtverstrooiing, waardoor het schrijven van meer geavanceerde patronen mogelijk wordt in meerdere lagen in een kristal. De nooit eerder bekomen 3D-resolutie waarmee dit gebeurt, maakt deze  techniek nog voordeliger dan de huidige ‘photobleaching’-gebaseerde methodes. 

De mogelijkheid om verschillende intensiteitsniveaus te kunnen onderscheiden, levert een extra parameter op voor het ontwerp van 3D barcodes. Verschillen in grijswaarden kunnen nu geëncodeerd worden, wat een quasi oneindig aantal unieke codes mogelijk maakt die opgeslagen kunnen worden in zilverzeolieten. Daarbij maakt de hoge stabiliteit het herhaaldelijk uitlezen van de code mogelijk met een minimaal verlies aan intensiteit. Hierdoor wordt deze techniek bijzonder geschikt bevonden voor een variëteit aan toepassingen. Naast het gebruikt in multiplex bioassays en als in situ echtheidslabels kunnen geëncodeerde zilverzeolieten, omwille van hun compatibiliteit met water, ook aangewend worden voor labeling van biologische cellen.

Tenslotte kunnen, dankzij de sterk verbeterde driedimensionele resolutie voor het encoderen van data in micropartikels, ook continue 3D-microstructuren gecreëerd worden. De mogelijkheid om zulke 3D optisch actieve patronen te schrijven, opent interessante perspectieven voor de creatie van geavanceerde optische materialen zoals fotonische kristallen [114] en metamaterialen 
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, vooral sinds de methode die hier voorgesteld werd, potentieel vertoont om dit met een sub-diffractiegelimiteerde resolutie te doen

Hoofdstuk 9: 
Toekomstperspectieven

Naar aanleiding van de bekomen resultaten in dit eindwerk worden in deze paragraaf een aantal interessante toekomstperspectieven aangehaald. Wetenschappelijk onderzoek staat immers nooit stil.

9.1 Modificatie van de Ti-MCM-41 partikels en ‘zoningeffecten’

Indirecte observaties toonden aan dat kleine Ti-MCM-41 nanopartikels met groottes van ongeveer 100 nm relatief hogere activiteiten bezitten dan de micrometergrote partikels. Daarbij werden nog hogere TOF’s en initiële reactiesnelheden waargenomen wanneer hun gemethyleerde analogen (Me-Ti-MCM-41) beschouwd werden. De verbeterde katalytische activiteit en selectiviteit van de Me-Ti-MCM-41 nanopartikels wordt toegeschreven aan een combinatie van effecten. Het verhoogde hydrofobe karakter door het inbouwen van methyl groepen en de kortere mesoporeuze poriën worden als voornaamste redenen naar voor geschoven.[83] Met de nieuwe strategie, die geëxploiteerd werd in hoofdstuk 6, zouden ook individuele katalytische omzettingen op zulke gemethyleerde micro- en nanopartikels met fluorescentiemicroscopie op een directe manier gevisualiseerd kunnen worden. Zo kan det diffusiegedrag in de poriën van de verschillende stalen vergeleken worden.

Met een verdere verbetering van de resolutie zou het mogelijk worden meer inzicht te krijgen in de ingewikkelde poriestructuur van mesoporeuze materialen. De aanwezigheid van ‘zoningeffecten’ zou hiermee aangetoond kunnen worden. Men is van de veronderstelling dat in de micrometerpartikels verschillende gebieden bestaan waarin de oriëntaties van de mesoporiën verschillend zijn. Binnen elke zone liggen de poriën wel ongeveer evenwijdig met elkaar. In theorie zouden de poriewanden, waarop de actieve sites gelokaliseerd zijn, gevisualiseerd kunnen worden met fluorescentiemicroscopie. Deze zouden dan zichtbaar zijn als evenwijdige lijntjes van geactiveerde spots. Wanneer inderdaad verschillende zones in het kristal aanwezig zijn, kunnen deze waargenomen worden als gebieden met verschillende oriëntaties van de poriën. 

9.2  ‘Reactive oxygen species’ detectie

De visualisatie van katalytische omzettingen van een profluorescente PBD-bodipy probe op ‘single-molecule’ niveau was een primeur in het gebruik van fluorescentiemicroscopie binnen het redoxkatalyse onderzoek. Deze nieuwe strategie kan nu toegepast worden op een variëteit aan heterogene redoxkatalytische systemen om hun gedetailleerde werking te onthullen.
Zo zou de ‘real time’ visualisatie van de ruimte- en tijdsdistributie van de vorming van ‘reactive oxygen species’ (ROS) bestudeerd kunnen worden met moleculaire probes in bijvoorbeeld molybdaat-uitgewisselde gelaagde dubbelhydroxides (Mo-LDHs). Deze katalysator is gekend voor zijn efficiëntie in de omzetting van H2O2 tot 1O2.
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 Het gevormde singlet zuurstof diffundeert weg van de vormingssites en kan selectieve oxygenaties, zoals endoperoxidatie van diënen en hydroperoxidaties van olefinen teweegbrengen. Naast de lokalisatie van de actieve sites zou het diffuus gedrag van de singlet zuurstofspecies gevolgd kunnen worden. De levensduur van de reactieve species kan dan bepaald worden aan de hand van de afstand van het oppervlak waarop deze nog reactief zijn. Voor de selectieve detectie van singlet zuurstof worden twee mogelijke probes voorgesteld: teryleen diimide (TDI) en het zeer selectieve ‘Singlet Oxygen Sensor Green Reagent’ (SOSG). Preliminaire (bulk) testen tonen aan dt deze probes inderdaad selectief reageren met 1O2 ter vorming van moleculen met zeer specifieke fluorescente eigenschappen. 
9.3 Verbetering van de encoderingsresolutie in zilver-uitgewisselde zeoliet A en uitbereiding naar andere topologiën en meerdere kleuren. 

De grote kracht van 2-foton fotoactivatie voor het encoderen van barcodes is de bijzonder hoge 3D-resolutie waarmee patronen in zilver-uitgewisselde zeolieten geschreven kunnen worden. Deze zou nog verbeterd kunnen worden bijvoorbeeld via STED of 4Pi microscopie. De uitdaging van de toepassing van STED zal echter de snelheid zijn waarmee de depletiepuls volgt op de excitatiepuls. De depletiepuls moet de geëxciteerde species immers terugdringen naar hun grondtoestand voordat ze aanleiding geven tot de exciton reacties die aan de basis liggen van de clustervorming.  

Naast een verdere verhoging van de resolutie, zou ook de bruikbaarheid van andere topologiën en andere kleurstoffen voor fotoactivatie bestudeerd kunnen worden. Het gebruik van platina en goud zou bijvoorbeeld een mooie toepassing zijn. Op deze manier zou het eventueel ook mogelijk kunnen worden om codes in verschillende kleuren te encoderen.
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�  Elektronen verdelen zich over de verschillende energieniveaus volgens de Boltzmannverdeling: Ni/N0 = exp(-(Ei - E0) /kT). Bij kamertemperatuur is de thermische energie veel lager dan het energieverschil tussen de elektronische en vibrationele niveaus, waardoor bijna uitsluitend de grondtoestand bezet is.


�  ‘Collisional quenching’ impliceert botsingen met andere moleculen wat resulteert in het verlies van excitatie-energie onder de vorm van warmte. Dit proces is altijd, maar in beperkte mate, aanwezig in oplossingen; species zoals jodide ionen, O2 en  NO radicalen, die dit proces zeer efficiënt induceren, worden ‘collisional quenchers’ genoemd. 





� De triplettoestand is een atomaire toestand waarbij twee spin hoekmomenten van elektronen gecombineerd worden ter vorming van een totale spin die verschillend is van nul, in tegenstelling tot de singlet-toestand, waar de twee spinmomenten elkaar teniet doen. De triplettoestand heeft gewoonlijk een lagere energie dan de singlet-toestand omwille van het effect van de spin op de Coulomb interacties tussen de elektronen. Transities van singlet- naar triplettoestanden en omgekeerd zijn spinverboden en hebben dus typisch een lage waarschijnlijkheid.


�  NSOM is een vorm van ‘scanning probe’ microscopie die de ‘far field’ resolutielimiet doorbreekt door gebruik te maken van uittredende golven. Dit wordt gedaan door met een detectietip het specimen vanop zeer korte afstand (<< () te bekijken (‘near field‘). De kleine excitatie- en detectievolumes vergroten de signaal-over-ruis verhouding (SNR) en vergemakkelijken ‘single-molecule’ detectie.


� Voor ‘single-molecule’ experimenten wordt een zeer gevoelige APD detector gebruikt. Een PMT detector wordt gebruikt om een betere tijdsresolutie te verkrijgen in bulkmetingen.


� Aberraties zijn defecten van de lens waarbij de lichtstralen die door de buitenste zones van de lens gaan, gefocusseerd worden op een andere afstand dan de meer centrale stralen.


� Fluorogene of profluorescente substraten zijn moleculen die van nature niet fluoresceren, maar door reactie tot fluorescente producten worden omgevormd.


�Voor hoeken groter dan de kritische hoek treedt totale interne reflectie op. Deze kritische hoek θ1 is de hoek waarvoor θ2 90 graden is. Voor hoeken groter dan de kritische is θ2 dus groter dan 90 graden en treedt er dus totale interne reflectie op. De kritische hoek is dan gelijk aan sin-1(n2/n1) met θ1 en θ2 resp. de in- en uittreehoeken en n1 en n2 de brekingsindices van de verschillende media.
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