2. ANALITYCZNE ASPEKTY SPEKTROFLUORYMETRII
(dr hab. Lukasz Tymecki, dr Marta Fiedoruk-Pogrebniak)

Spektroskopia jest dziedzing nauki, ktéra bada odzialywanie promieniowania
elektromagnetycznego z materia. Z tego powodu, aby zrozumie¢ zjawiska jakie podczas takiej interakcji
zachodza nalezy okres$li¢ z jednej strony natur¢ promieniowania elektromagnetycznego, a z drugiej
budowg materii, z ktorg $wiatto ma oddzialywaé. Zrozumienie natury tych oddzialywan umozliwito
wykorzystanie ich w analizie chemiczne;j.

Promieniowanie elektromagnetyczne (EM) to rozchodzace si¢ w przestrzeni w postaci
ptaskiej fali drganie pola elektromagnetycznego, ktoremu towarzyszy zaindukowane przez pole
elektryczne, zmienne pole magnetyczne. Zaburzenia te rozchodza si¢ z predkoscig ¢ = 3-10° m/s
(w prozni), natomiast predkos¢ ta jest mniejsza w osrodkach materialnych. Wektory sktadowej
elektrycznej 1 magnetycznej zmieniaja si¢ wzdhuz prostopadtych osi do kierunku rozchodzenia si¢
promieniowania elektromagnetycznego 1 prostopadle wzgledem siebie (rysunek 1). Cecha
charakterystyczng promieniowania elektromagnetycznego jest wielko$¢ nazywana dlugoscig fali (1)
definiowana jako odcinek drogi (wyrazony w jednostkach odlegtosci — [m]), na ktérym zachodzi jeden,
pelny (od zera do zera) okres drgania pol. Dysponujgc informacja o liczbie drgan pola w ciagu
okreslonego czasu, mozna wprowadzi¢ kolejna charakterystyczng warto§¢ — czestosé (czgstotliwose).
Wyrazona w tzw. ,,odwrotnych sekundach” (v [s'l]) lub hercach [Hz] oznacza liczbg drgan na sekunde.
Aby scharakteryzowa¢ promieniowanie elektromagnetyczne mozna takze uzy¢ wielkosci zwanej liczbg
falowa (v [cm’l]), ktora okresla liczbe drgan pola przypadajaca na kazdy przebyty przez

promieniowanie odcinek drogi.
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Rysunek 1. Falowy obraz promieniowania elektromagnetycznego [1] wraz ze wzorami opisujacymi parametry
promieniowania i laczace falowa oraz korpuskularng natur¢ promieniowania EM.



Znany jest fakt tzw. dualizmu korpuskularno—falowego promieniowania EM. W opisie
niektorych zjawisk niemozliwe jest wyjasnienie ich przyczyny bez uzycia kwantowego opisu natury
promieniowania elektromagnetycznego, w ktorym §wiatlo traktuje si¢ jako kwanty energii (fotony). Pod
wzgledem wielkosci fotony charakteryzowane sg przez czesto$¢ promieniowania (z opisu natury falowej
$wiatla) pomnozonej przez tzw. stala Planka (4). & wyraza warto$¢ energii pojedynczego fotonu
w monochromatycznym promieniowaniu.

W zalezno$ci od cech jakoSciowych mozna okresli¢ zakresy promieniowania
elektromagnetycznego. Granice pomiedzy zakresami sa umowne. Podzial przedstawiony jest na

rysunku 2.
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Rysunek 2. Zakresy promieniowania elektromagnetycznego.

Termin ,,monochromatyczne” niesie informacj¢ o tym, ze rozpatrywane promieniowanie
elektromagnetyczne ztozone jest z fal (fotondw) o jednej tylko dtugosci fali/czestosci/liczbie falowej
(energii). Taka sytuacja nie wystepuje w realnym $wiecie, gdzie mamy do czynienia z promieniowaniem
EM polichromatycznym (czyli ztozonym z fal o ré6znych dtugos$ciach/czestosciach/liczbach falowych
(energii)). Dzigki specjalnym przyrzadom, zwanym monochromatorami mozliwe jest ograniczenie
mnogosci fal promieniowania EM 1 uzyskanie §wiatta, ktorego dtugos$¢ fal, zakres energii bedzie
mniejszy. W takiej sytuacji moéwimy o promieniowaniu monochromatycznym. W tym miejscu nalezy
podkresli¢, ze w praktyce nie istniejg zrodla §wiatta monochromatycznego, a jedynie takie, ktorych
zakres czestosci fal jest stosunkowo nieduzy (kilka — kilkanascie nm). Do kategorii takich zrodet §wiatta

nalezg lasery i diody elektroluminescencyjne (LED).



Intensywnos¢ promieniowania (parametr istotny, gdy chcemy, w sposob ilo§ciowy, opisywac
interakcje $wiatla z materig) jest energia przechodzaca przez powierzchnig [mz], prostopadta do biegu
promieniowania w czasie [s]. Zrodta §wiatta stosowane w aparaturze naukowej do analizy chemicznej
powinny charakteryzowac¢ si¢ wysokg intensywnos$cig i stabilno$cig promieniowania w czasie. Poza
wymienionymi wczesniej laserami i diodami elektroluminescencyjnymi stosowane sg takze zrodla
$wiatla polichromatycznego takie jak:

= lampy deuterowe, emitujace uzyteczne promieniowanie EM w zakresie od ok. 180 do 380 nm;

= lampy wolframowo-halogenowe emitujace uzyteczne promieniowanie EM w zakresie od ok. 380
do NIR (bliska podczerwien);

= wysokoci$nieniowe tukowe lampy ksenonowe, emitujace promieniowanie zar6wno ultrafioletowe,
jak i widzialne.

Budowa materii jest bardzo skomplikowana, a jej opis ewoluowal przez ostatnie sto lat od
koncepcji opartej na modelu atomu Bohra do opisu opartego na mechanice kwantowej. W uproszczeniu,
kwantowe ujecie budowy materii postuluje, ze energia atomow i molekul nie moze zmieniaé si¢
W sposob ciagly, a przyjmowac jedynie okreslone — skwantowane — wielkosci. Dotyczy to wszystkich
parametrow czasteczek i atomow. I tak: zarowno to w jaki sposob drgajg atomy w czasteczce (energia
oscylacji), obracajg si¢ (energia rotacji), a takze w jakiej odleglosci od jadra atomow w czasteczce
znajduja si¢ elektrony (energia elektronowa), jest scisle okre§lony zasadami mechaniki kwantowej. Dla
kazdego rodzaju energii mozna z duzym przyblizeniem obliczy¢ wartosci kolejnych pozioméw i za
pomocg diagraméw energetycznych tlumaczy¢ rdézne zjawiska fizyczne — np. efekty zwigzane
z interakcjg $wiatla z materig. Efekty te zwigzane sa z podwyzszeniem energii ukltadu w wyniku
absorpcji promieniowania niosgcego energi¢, a nastgpnie réznych mechanizmoéw oddawania energii
przez taki uktad.

W zwiazku z tym, ze poziomy energetyczne sa skwantowane, to fale promieniowania
elektromagnetycznego podczas oddziatywania z materia beda zmienialy rézne rodzaje energii
w atomach i czgsteczkach:

= promieniowanie mikrofalowe i dalekiej podczerwieni wzbudza szybsze obroty czasteczek (i);

= promieniowanie podczerwone (IR) spowoduje szybsze drgania poszczegdlnych atomow

w czasteczce wokot potozenia réwnowagi (ii);

= promieniowanie widzialne oraz ultrafioletowe powoduje zwigkszenie energii elektronowej (iii).
Zjawiska te poddane sg pewnym oczywistym ograniczeniom — efekt zmiany energii czasteczki badz
atomu moze by¢ osiagniety jedynie, gdy oddzialujaca z czasteczkg lub atomem fala posiada energi¢
dopasowang do rozktadu poziomoéw energetycznych (przerw migdzy poziomami energetycznymi)
molekut danego rodzaju. Ma to znaczenie praktyczne w analizie chemicznej. Gdy chcemy pozna¢ sktad
substancji (analiza jako$ciowa) i/lub zawarto$¢ substancji w probce materiatu (analiza ilo§ciowa)
mozemy skierowaé promieniowanie elektromagnetyczne o okreslonych parametrach (intensywnosc,

dlugos¢ fali) i obserwowaé czy po przejsciu przez probke pozostalo niezmienione, czy zostato



pochtonigte lub zmieniona zostata dlugos¢ fali tego swiatta. Gdy taka obserwacja zostanie dokonana dla
kolejnych fal o zmieniajacej si¢ energii, otrzymamy wykres zwany widmem (zmiana intensywnosci
promieniowania po przejsciu przez probke wzgledem dhugosci fali tego promieniowania). Ze wzgledu
na skwantowanie poziomow energetycznych, z uzyciem fal z réznych zakresow promieniowania
otrzymamy rézne widma: (i) rotacyjne, (ii) oscylacyjne i (iii) elektronowe.

Z ksztaltu wykresu 1 miejsca (dlugosci fali), gdzie dokonala si¢ najwicksza zmiana
intensywnosci promieniowania, mozemy wnioskowa¢ o jakosciowym sktadzie probki. Wielkos¢
zmiany intensywnos$ci w wybranym punkcie krzywej porownana do analogicznej wartosci dla probki
o znanym skladzie jest podstawa do okreslenia ilosciowego sktadu probki.

Pochlanianie promieniowania, jako niesprezyste oddzialywanie, nie jest jedynym rodzajem
interakcji z materia. Istnieje takze wiele rodzajow sprezystych oddziatywan, zachodzacych m.in. gdy
energia padajacych fal ,,nie pasuje” do pozioméw energetycznych molekul. W czasie takich odziatywan
zachodza jedynie zmiany kierunku promieniowania bez zmian energetycznych molekul. Zmiany
kierunku moga by¢ spowodowane rozproszeniem, zmiang wspotczynnika zatamania §wiatta osrodka,
interferencji. Do niesprezystych oddziatywan zalicza si¢ takze zmiang plaszczyzny polaryzacji po
przejéciu przez badang materie. Kazde z tych zjawisk takze jest podstawa oznaczen analitycznych —
odpowiednio (nefelometria/turbidymetria, refraktometria, interferometria i polarymetria).

W chemii analitycznej powszechnie wykorzystuje si¢ procesy zwigzane z pochtanianiem
$wiatla widzialnego (vis) i ultrafioletowego (UV) — ten dziat spektrometrii nazywa si¢ spektrofotometria
UV-—vis, a fizyczng podstawa zjawisk w tej technice sg energetyczne przejscia elektronowe. Prawa, jakie
sg podstawg stosowania spektrofotometrii UV-vis do oznaczen analitycznych zostaly omoéwione w innej
czesci skryptu.

Niektore ze zwigzkéw chemicznych maja tez zdolno$¢ emisji promieniowania
elektromagnetycznego. OczywiScie, zanim dany uklad wyemituje $wiatto, musi najpierw przyjac
odpowiednig porcje energii. Energia ta moze by¢ dostarczona w rozny sposob, poczawszy od ogrzania,
skutkujacego w odpowiednich warunkach zarzeniem, ale takze w bardziej wyrafinowany sposob,
powodujac, ze takze ciala ,,zimne” emituja promieniowanie.

Luminescencja (emisja promieniowania przez ciata zimne — fluorofory) moze by¢ pobudzona
przez efekty energetyczne reakcji chemicznych (chemiluminescencja (i)), takze w organizmach zywych
(bioluminescencja (ii)), mechaniczne odksztalcanie krysztalow (tryboluminescencja (iii)), wzbudzenie
polem elektrycznym (elektroluminescencja (iv)) oraz oczywisScie wzbudzenie promieniowaniem
elektromagnetycznym (fotoluminescencja (v) i fosforescencja (vi)). Bardziej egzotycznym sposobem
wzbudzania molekul do $wiecenia jest oddzialywanie na nie ultradzwickami — wtedy mamy do
czynienia z sonoluminescencjg. Przykladami luminescencji znanymi z zycia codziennego moga by¢
odpowiednio:

= Jlatarki chemiczne, najczeSciej ztozone z dwoch pojemnikoéw, w ktorych znajdujg sig: roztwor np.

nadtlenku wodoru oraz roztwor np. estru kwasu szczawiowego i barwnika fluorescencyjnego;



= $wiecenie robaczkow Swiegtojanskich w wyniku zachodzenia w ich ciatach reakcji enzymatycznego
utleniania lucyferyny z udziatem lucyferazy;
= $wiecenie krysztatdw sacharozy podczas ich kruszenia;
= Swietlowki, w ktorych $wieci luminofor wzbudzony promieniowaniem UV (powstajacym
w wyniku wytadowan elektrycznych w argonie lub parach rteci);
= niebieska po$wiata napojow zawierajacych chining, wystawionych na $wiatto stoneczne;
= pigmenty pokryte farba zawierajaca np. glinian strontu sluzgce do wytwarzania $wiecacych
w ciemno$ci znakow ewakuacyjnych.
Techniki analityczne wykorzystujace fotoluminescencje maja duze znaczenie praktyczne
i w zalezno$ci od wystepujacych przejs¢ elektronowych mozemy wyr6zni¢ dwa zjawiska: fluorescencje
i fosforescencje. Przejscia elektronowe zobrazowane zostaty schematycznie na rysunku 3, ktory jest
uproszczong wersja tzw. diagramu Jabtonskiego. Pelniejszy obraz zachodzacych przemian znajduje si¢

w literaturze rekomendowanej, podanej na koncu rozdziatu.
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Rysunek 3. Schemat procesu fotoluminescencji (A) oraz diagram Jabtonskiego (B): S — stany singletowe,
T - stany trypletowe, WK — wewngtrzna konwersja, RO — relaksacja oscylacyjna, PM - przejscie
miedzysystemowe (opis w tekscie).



Fotoluminescencja, zgodnie ze schematycznym opisem przedstawionym na rysunku 3 musi by¢
poprzedzona absorpcja promieniowania. Oznacza to, ze elektrony w czasteczce fluorofora moga
przechodzi¢ ze stanu podstawowego (stan singletowy So) na wyzsze poziomy singletowe. Relaksacja
czasteczki fluorofora moze zachodzi¢ w rdézny sposéb. Najprostszym jest bezposredni powroét 1 emisja
kwantow promieniowania — w takiej sytuacji mamy do czynienia z procesem fluorescencji. Czes$¢
energii jest rozpraszana, poprzez zwigkszenie oscylacji atoméw (RO — relaksacja oscylacyjna)
w czasteczce. Dlatego tez energia fluorescencji jest nizsza niz energia absorpcji promieniowania. Z kolei
w przypadku gdy obserwujemy fosforescencje, wczesniej dochodzi do wzbronionego przejécia
miedzysystemowego (PM) ze stanu wzbudzonego singletowego na wzbudzony stan trypletowy. Opis
kwantowy tych proceséw pozwala takze na wyjasnienie faktu dtuzszego czasu trwania fosforescencji
(10_3 + 107 s, ale tez rzgdu minut w niektérych przypadkach) w poréwnaniu do fluorescencji
(10107 s).

Chromofory, czyli atomy, jony, czasteczki lub inne indywidua chemiczne, w obrebie ktorych
zachodza przejscia elektronowe absorbujace energic. Wiele z chromoforow wykazuje takze
fotoluminescencj¢. Istnienie sprz¢zonych wigzan podwojnych oraz odpowiednich podstawnikow
w czgsteczkach zwigzkow organicznych wptywa znaczaco na obserwowany efekt luminescencyjny.
Podstawniki w zwiazkach organicznych silnie wplywaja na fluorescencje. Podstawnik, ktory
delokalizuje elektrony, taki jak grupy -NH, —OH, —F, —OCH3, -NHCH3 i —N(CH3),, czgsto zwigksza
fluorescencje¢, poniewaz podstawniki takie wykazuja tendencj¢ do zwiekszania prawdopodobienstwa
przejscia migdzy najnizszym wzbudzonym stanem singletowym a stanem podstawowym. Grupy
odpychajace elektrony zawierajace —Cl, —Br, —I, -NHCOCH3, —NO, lub —COOH zmniejszaja lub
catkowicie gasza fluorescencje.

Fluorescencja jest szczegdlnie preferowana w czasteczkach, ktore majg sztywne struktury.
Sztywno§¢ molekularna zmniejsza mozliwo§¢ konkurujacych przej$¢ nieradiacyjnych poprzez
zmnigjszenie drgan. Minimalizuje to przejscie migdzy systemami do stanu trypletowego i kolizyjnej
degradacji na sposob termiczny. Na przyklad fluoresceina i eozyna sa silnie fluorescencyjne, ale
podobny zwiazek fenoloftaleina, ktdry nie jest sztywny nie jest fluorescencyjny.

W zwigzku z tym, ze przed wystgpieniem fluorescencji musi zaistnie¢ absorpcja
promieniowania, to dla danego fluorofora mozna zarejestrowa¢ widmo absorpcyjne. Dysponujac
zrodlem $wiatta polichromatycznego oraz monochromatorem mozna naswietlaé roztwor fluorofora
wigzka Swiatla i obserwowal stopien transmisji promieniowania po przejsciu przez probke.
Monochromator jest mechanicznym urzadzeniem, ktére poza szczeling wejsciowa i wyjSciowa, przez
ktére $wiatto trafia i opuszcza urzadzenie, posiada takze kolimator i element rozszczepiajacy
promieniowanie. Funkcja kolimatora jest zamienienie chaotycznego, propagujacego we wszystkich
kierunkach $wiatta w wigzke rownolegly. Wigzka taka trafia na ruchomy pryzmat (lub w innych

konstrukcjach na siatke dyfrakcyjng) i zostaje rozszczepiona na sktadowe. Rozszczepione $wiatto



zajmuje w przestrzeni wycinek stozka w ktorym na jednej krawedzi zlokalizowane jest $wiatto
ultrafioletowe a na drugim podczerwone (jesli uzyta zostata np. lampa ksenonowa). Taki fragment
stozka o$wietla szczeling wyjsciowa ale urzadzenie opuszcza wylacznie zakres okreslony przez
szeroko$¢ szczeliny. Element rozszczepiajacy moze by¢ precyzyjnie obracany (np. sterowanym
mikroprocesorowo serwomechanizmem) i dzicki temu inny fragment stozka o$wietla szczeling
wyjsciowa. Wysylajac w strong probki promieniowanie o zwigkszajacej/zmniejszajacej si¢ dtugosci fali
kolejno dla catego badanego zakresu promieniowania (i rejestrujgc promieniowanie po przejsciu przez
probke) otrzymujemy widmo.

Z widma absorpcyjnego mozna odczyta¢ informacje na temat zakresu dtugosci fali, ktory jest
najbardziej pochtaniany przez probke fluorofora. Uzycie do wzbudzenia fluorofora swiatta, ktore jest
najchetniej przez niego absorbowane, da w efekcie najwigkszy efekt luminescencyjny. Efektem
analitycznym uzyskanym przy uzyciu waskiego zakresu wzbudzenia jest widmo emisyjne, czyli obraz
zmian intensywno$ci emisji promieniowania EM fluorofora wzgledem diugosci fal, przy ktorych
prowadzono obserwacje. Maksimum zmian na widmie fluorescencji bedzie zlokalizowane po stronie
wiekszych dlugosci fal (wynika to z tego, ze uktad oddaje mniej energii niz pochlonal, a odwrotna
sytuacja jest niemozliwa), za§ rdéznica pomiedzy maksimami absorpcji i emisji nazywa si¢
przesunigciem Stokesa (rysunek 4). Je§li mozliwe jest zaj$cie fosforescencji, to maksimum emisji
fosforescencji zlokalizowane bedzie jeszcze dalej (przy wiekszych dtugosciach fali niz maksimum
emisji fluorescencji), poniewaz w wyniku fosforescencji emitowana jest jeszcze mniejsza energia niz
w przypadku fluorescencji. Zaobserwowa¢ mozna takze, ze ksztalt widm emisyjnych jest lustrzanym

odbiciem widm absorpcyjnych.
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Rysunek 4. Widma absorpcyjne (po lewej) i emisyjne (po prawej) dla roztworow wodnych siarczanu chininy (A)
oraz soli sodowej fluoresceiny (B). Na obu wykresach zaznaczono przesuni¢cie Stokesa (PS). Skala absorbancji
1 intensywnosci emisji jest identyczna.

Jezeli dla danego fluorofora przesunigcie Stokesa jest niewielkie (kilka, kilkanascie nm), moze
to sprawia¢ klopoty w analizie widma emisyjnego. Wynika to z tego, ze przy zastosowaniu

niedostatecznie zmonochromatyzowanego $wiatla nie bedzie wiadomo, czy obserwujemy zrdodio

promieniowania wzbudzajacego, czy emisj¢ badanego fluorofora. Z tego tez powodu preferowane sa



uktady, w ktorych przesunigcie Stokesa jest znaczne (np. dla chininy wynosi ok. 100 nm). Niemniej
jednak odpowiednia konfiguracja aparatury do badan spektrofluorymetrycznych umozliwia takze
badanie zwigzkow charakteryzujacych si¢ niewielka wartoscig przesunigcia Stokesa. Obejmuje to
uzycie az dwoch wysokiej klasy monochromatoréw (udostepniajacych wigzke promieniowania
o zakresie dhugosci fal ponizej 1 nm) w jednym aparacie oraz odpowiednig ich konfiguracje
w przestrzeni (tak, aby wigzka wzbudzajgca i1 emitujgca zorientowane byty pod katem 90°).

Wykorzystanie zjawiska fluorescencji w analizie chemicznej moze by¢ takze uzaleznione od
warto$§ci  wydajnosci  kwantowej fluorescencji, opisywanej jako stosunek liczby kwantow
promieniowania wyemitowanego przez roztwor probki i liczby kwantéw promieniowania
zaabsorbowanego. Do analizy ilosciowe] fluoroforow, ktére ten parametr maja niewielki (znaczaco
mniejszy od 1) niezbgdne jest uzycie aparatow wyposazonych w odpowiednie detektory
promieniowania. Detektory stosowane w aparaturze do instrumentalnej analizy chemicznej najczgsciej
wykorzystuja zjawisko fotoelektryczne (wewnetrzne lub zewnetrzne), w wyniku ktorego informacja
»~Swietlna” przetwarzana jest na elektrycznag. W obwodzie elektrycznym, do ktérego podtaczony jest
detektor, obserwowana jest zmiana natezenia pradu albo napiecia lub tez oporu, proporcjonalna do
intensywnosci padajacego $wiatta. O klasie przyrzadu stuzacego do detekcji promieniowania EM
decyduje to, czy charakteryzuje si¢ duza czutoscig i szerokim zakresem liniowosci wskazan. Warunki
te spetniaja zarowno fotokomorki (efekt fotoelektryczny zewnetrzny), jak i fotodiody (efekt
fotoelektryczny wewnetrzny), a takze zwykle diody elektroluminescencyjne, fotorezystory
i fototranzystory, ale na ich tle bezkonkurencyjnym detektorem promieniowania EM jest fotopowielacz.
Fotopowielacz dziata podobnie jak fotodioda, opierajac si¢ na zjawisku fotoelektrycznym zewngtrznym,
ale wyposazony jest w seri¢ specjalnych elektrod (dynod). Elektron wybity z materiatu fotokatody
wybija z dynody seri¢ kilku nastgpnych, te trafiajg na kolejng dynodg az ostatecznie caty zabieg
multiplikacji elektronow (wtdrnych) powoduje zwielokrotnienie fotopradu w uktadzie elektronicznym.
Wielkos$¢ tego zwielokrotnienia jest uzalezniona od napigcia przylozonego do fotopowielacza i dzieki
tej regulacji fotopowielacz jest detektorem najbardziej uniwersalnym — umozliwia rejestracje sygnatu
$wietlnego zarowno o wysokim, jak i niskim natezeniu, zachowujac liniowa charakterystyke wskazan
(przy zadanym napigciu) o znacznym nachyleniu.

Spektrofluorymetria i jej zastosowanie w analizie iloSciowej bazuje na stalej (w okreslonych
warunkach) liniowej zalezno$ci pomigdzy stezeniem fluorofora a intensywno$ciag emitowanego
promieniowania. Mozna zauwazy¢, ze w poroOwnaniu z innymi analitycznymi technikami optycznymi,
spektrofluorymetria charakteryzuje si¢ wigksza czuto$cia i nizszymi granicami oznaczalno$ci. Jednakze,
jak kazda technika analityczna, rowniez obarczona jest pewnymi ograniczeniami, o ktorych nalezy
pamigtac, konstruujgc metode¢ analityczng do oznaczania konkretnego zwigzku chemicznego.

Powaznym ograniczeniem stosowania spektrofluorymetrii jest wystegpowanie tzw. gaszenia
stezeniowego. Zjawisko to zachodzi w sytuacji, gdy czasteczek fluorofora w jednostce objetosci

badanego roztworu jest zbyt duzo. Postuluje si¢, ze wtedy czasteczki wykazujg zdolnos¢ do tworzenia



asocjatow, a te tracg zdolnoSci emisyjne. Drugim wyjasnieniem zachodzenia gaszenia stezeniowego
moze by¢, szczegolnie w przypadku fluorofora o niewielkiej warto$ci przesunigcia Stokesa, zjawisko
wtornej absorpcji promieniowania (efekt filtra wewnetrznego). W rozcienczonych roztworach gaszenie
stezeniowe nie zachodzi, zatem konstruujac metode analityczng warto zaplanowaé przygotowanie
roztworéw krzywej kalibracyjnej w zakresie stezen charakterystycznych dla proporcjonalnych zmian
intensywnosci emisji, czyli lepiej o st¢zeniach nizszych niz wyzszych.

Nie jest to jedyny przypadek gdy intensywno$¢ fluorescencji moze by¢ nizsza niz oczekiwana.
Znany jest wplyw polarnosci rozpuszczalnika na fluorescencj¢ i fosforescencje. Rozpuszczalniki
zawierajace ci¢zkie atomy w swoich strukturach zmniejszajg fluorescencj¢. Rowniez halogenki z reguty
zaburzaja pomiar fluorescencji, przy czym odbywa si¢ to w wyniku zderzen jonéw halogenkow
z molekutami fluoroforéw (gaszenie dynamiczne). Zaobserwowano, ze zdolno$¢ gaszenia fluorescencji
wzrasta od chlorku do jodku. Jest to zwigzane z tym, ze jon jodkowy ma nizsza gestos$¢ tadunku ze
wzgledu na jego wiekszy promien, a zatem w rozpuszczalniku polarnym, powtoka solwatacyjna jonu
jodkowego jest mniejsza i dlatego jest bardziej prawdopodobne, Zze zderzy si¢ on bezposrednio
ze wzbudzong czasteczka. Takze rozpuszczony w roztworach tlen gasi fluorescencje prawdopodobnie
z powodu indukowanego fotochemicznie utleniania fluorofora. To wygaszanie (ang. quenching)
czasteczkami tlenu zachodzi réwniez na skutek jego paramagnetycznych wtasciwosci.

Zjawisko wygaszania, gdy jest znane i kontrolowane, moze by¢ zastosowane jako sposob
oznaczania ilo$ciowego substancji powodujacej wygaszenie. W takim przypadku, dany jest roztwor
fluorofora (np. siarczan chininy) o wysokim stezeniu, ale wcigz znajdujagcym si¢ na liniowej czesci
krzywej opisujacej zalezno$¢ intensywnosci emisji od stezenia fluorofora. Dodajac kolejne porcje
wygaszacza (np. jonéw chlorkowych), mozemy skonstruowaé krzywa kalibracyjng wobec wygaszacza
i wykorzysta¢ ja do posredniego oznaczania zawarto$ci wygaszacza w nieznanej probce.

Wykonujac pomiary spektrofluorymetryczne nalezy takze pamigtaé¢ o potencjalnym wplywie
pH na intensywnos¢ fluorescencji. Na przyktad anilina wykazuje niebieska fluorescencje w zakresie pH
5+13, gdy jest wzbudzana przy 290 nm. Przy nizszym pH anilina wystepuje jako kation anilinowy, za$
w srodowisku silnie alkalicznym jako anion. Ani anion, ani kation nie sg fluorescencyjne.

Temperatura roztworow zawierajacych fluorofor takze ma wptyw na emisje promieniowania.
Podwyzszona temperatura zwigksza predko$¢ ruchu molekut, co moze skutkowaé efektywniejszymi
zderzeniami i utratg energii na drodze bezpromienistej przez wzbudzone molekuty. Dlatego tez zaleca

si¢, aby badania spektrofluorymetryczne prowadzi¢ w termostatowanych warunkach.



