Флуоресцентний  метод аналізу

Суть методу

Властивість атомів і молекул поглинати енергію, яка поступає до них ззовні, викликає новий енергійний стан речовини, який називається збудженим. Надлишкова енергія атомів або молекул, отримана при збудженні, може бути витрачена на:

а) відрив електронів - іонізацію речовини;

б) будь-які фотохімічні реакції;

в) нагрівання речовини, тобто перехід надлишкової енергії в теплову;

г) віддачу всієї енергії або частини її у вигляді світла.

Як правило, більшість твердих речовин при сильному нагріванні світяться. Таке світіння розжарених тіл називають температурним або тепловим випромінюванням. Чим більше енергії за даною температурою поглинає тіло, тим більше воно її випромінює.

У деяких речовин спостерігається світіння і без нагрівання, при кімнатній температурі, яке називають холодним світінням або люмінесценцією.  

На відміну від температурного, люмінесцентне випромінювання є нерівноважним й продовжується відносно тривалий час після припинення дії зовнішнього збуджуючого фактору.

Повне визначення поняття люмінесценції дано С.І.Вавіловим: "Лю​мінесценцією називається надлишок над температурним випромінюванням тіла в тому випадку, якщо це надлишкове випромінювання має кінцеву тривалість приблизно від 10-10 сек. й більше". Тривалість післясвітіння для різних люмінесцюючих речовин різна: від міліардних долей секунди (для окремих атомів та молекул) до годин й навіть кількох діб (для кристалофосфорів).

Явища люмінесценції різні за властивостями й походженням. Різні види люмінесценції визначаються характером енергії збудження, три​валістю і хімічними властивостями люмінесцюючих речовин. В залежності від виду люмінесценції, розглядають наступні види люмінесцентного аналізу:

· фотолюмінесценція (або флуоресценція) - світіння при поглинанні проміневої або світлової енергії;

· катодолюмінесценція - визивається бомбардуванням швидкими електронами;

· хемілюмінесценція - світіння в результаті хімічних процесів;

· триболюмінесценція - люмінесценція при терті.

Всі люмінесцюючі речовини мають загальну назву люмінофори. Неорганічні люмінофори називають частіше всього люмінофорами, а органічні - органолюмінофорами. Якщо при виникненні флуоресценції беруть участь кристали, такий вид світіння називають світінням кристалофосфорів.

В аналітичній практиці найбільш широке застосування знайшла фотолюмінесценція, точніше, флуоресценція, тобто характерне світіння дослідних розчинів й кристалофосфорів в ультрафіолетовому світлі.

Деякі закономірності люмінесцентного випромінювання
Закон Стокса-Ломмеля; Спектр флуорес​ценції та його максимум завжди зсунутий відносно спектру поглинання та його максимуму в бік довгих довжин хвиль (рис.1). Це означає, що речо​вини, які, наприклад, поглинають ультрафіолетове світло, можуть флуоресцювати будь-яким світлом видимої частини спектру, але речовини, які поглинають синє світло, мо​жуть світитися тільки зеленим, жовтим,  червоним, але не можуть фіолетовим. Крім того, була встановлена дзеркальна симетрія спектрів по​глинання та випромінювання для багатьох речовин (правило Левшина).
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Рис.1. Дзеркальна симетрія спектрів:

1 - спектр поглинання

2 - спектр випромінювання

Дзеркальна симетрія спектрів проявляється для складних молекул й відсутня для простих, що зв'язано, можливо, з значними внутрішньомолекулярними взаємодіями складних молекул. Відстань між максимумами спектру поглинання й спектру люмінесценції називають стоксовим зміщенням. Чим більша ця величина, тим більш надійне визначення речовини люмінесцентним методом.

Важливою закономірністю люмінесценції є зв'язок між інтенсивністю збуджуючого світла та інтенсивністю люмінесценції, який характеризується енергетичним виходом В. Енергетичний вихід - відношення енергії випромінювання (люмінесценції) Ел до поглинутої енергії збудження Ез:
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або величиною квантового виходу Вк, що дорівнює відношенню числа квантів світла Nл, яке випромінюється до числа поглинутих квантів Nз при збудженні
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Так, як                         
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де h - стала Планка, С - швидкість світла,

то встановлюється залежність між енергетичним виходом Ве та квантовим  виходом Вк:
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Чим більший вихід люмінесценції для будь-якої певної речовини, тим чутливіша реакція, основана на використанні випромінювання цієї речовини.

С.І.Вавілов   встановив   залежність   енергетичного   виходу люмінесценції від довжини хвилі збудженого світла. Вона виражається графічно (рис. 2) і формулюється так: при збудженні люмінесценції короткохвильовою частиною спектру поглинання величина енергетичного виходу зростає пропорційно довжині хвилі збуджуючого світла; потім на певному спектральному інтервалі вихід не змінює своєї величини при зростанні довжини хвилі збуджуючого світла, після чого в області накладання спектрів поглинання й випромінювання відбувається різьке падіння виходу.
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Рис. 2. Залежність виходу люмінесценції від довжини хвилі збуджуючого світла 
Таким чином, квантовий вихід люмінесценції Вк залишається постійним при зростанні довжини хвилі збуджуючого світла до деякого значення, і спектр люмінесценції не залежить від того, якою саме ділянкою спектра збуджується люмінесценція даної речовини.

Ділянка кривої II, яка  виражає різьке зниження енергетичного виходу люмінесценції, називається гасінням люмінесценції.

Гасіння люмінесценції

Концентраційне гасіння

Енергетичний вихід люмінесценції при малих концентраціях люмінесцюючої речовини пропорційний її вмісту в розчині. Це використовується в кількісному аналізі. Але з підвищенням концентрації речовини яскравість світіння послаблюється. При досягненні певної концентрації речовини спостерігається повне  гасіння люмінесценції.   Таким чином, для більшості речовин існує концентраційний бар'єр, що знаходиться в інтервалі концентрацій 10-3 –10-4 моль/дм3.

З підвищенням концентрації взаємодія між частинками зростає. В результаті збудження при опромінюванні, молекули передають надлишкову енергію іншим молекулам. Змінюються енергетичні рівні молекул, що приводить до можливих невипромінювальних переходів. Кон-центраційне гасіння зворотнє: при розбавленні концентрованих розчинів світіння поновлюється.

Температурне гасіння

Підвищення   температури   знижує   вихід   та   интенсивність люмінесценції органічних молекул і кристалофосфорів, так як при цьому зменшується в'язкість розчинника, підвищується коливальна енергія молекул, послаблюються внутрішньомолекулярні зв'язки,  перехід молекули в нормальний стан може відбуватися без випромінювання. Деякі органічні речовини не люмінес-цюють при заморожуванні. При зміні температури випромінювання збудженого кристалофосфору має кілька максимумів, внаслідок переходу електронів у середину кристалічної гратки.

Гасіння люмінесценції домішками -  гасниками

Гасіння люмінесценції при взаємодії люмінофора з гасниками виникає внаслідок утворення нових продуктів і передачі енергії збудження молекулою речовини молекулі гасника. Гасіння в значній мірі залежить від розчинника. Для люмінесцуюючих сполук, активними гасниками є: елементарний йод, іони Fе3+,  Си2+, Аg+. Істотньо впливають на величину енергетичного виходу й інтенсивність люмінесценції розчинені гази. Гасяща дія кисню найбільш сильно проявляється по відношенню до ароматичних сполук. По силі гасіння можна порівняти з киснем оксид азоту. Азот, аргон, деякі інші гази не впливають на люмінесценцію й навіть запобігають небажаному переходу енергії в теплоту. 

Вплив рН середовища 
Інтенсивність флуоресценції та її забарвлення залежать від рН розчину. Загальних закономірностей для цієї залежності навести неможливо. Для деяких флуоресцюючих речовин з підвищенням рН вихід флуоресценції падає, для інших - зростає. Для багатьох речовин з зміною реакції середовища, змінюється    й    спектральна    характеристика   флуоресцюючої      речовини  .

 Якісний флуоресцентний аналіз

Флуоресцентний аналіз використовують, як для прямого, так і непрямого визначення.

Прямі визначення ведуть на підставі власної флуоресценції речовини. З неорганічних сполук в розчиненному стані флуоресцюють в ультрафіолетовому світлі солі важких металів Те , Sn2+ Sb3+ РЬ2+, Ві3+ Іn3+ тощо. Найбільш яскраву флуоресценцію мають іони лантаноїдів церієвої групи: самарій, європій, гадоліній, тербій, диспрозій.

Органічні речовини також мають власну флуоресценцію. Наприклад: парафін - світло-блакитна люмінесценція; вазелінова олія - світло- бузкова.

Власну  флуоресценцію мають адреналін, канцерогенні речовини, багато вітамінів, парафіни 
Непрямі визначення.
Використання органічних реагентів для флуоресцентного визначення неорганічних іонів основано на реакціях трьох типів:

1) виникнення флуоресценції в присутності досліджуваного іона при використанні нефлуоресцюючого реагента. Наприклад:

Ве + морін ( ярко-зелена флуоресценція;

2) зміна спектру флуоресценції в присутності даного катіона. Наприклад:

морін має власну синьо-зелену флуоресценцію;

А1 + морiн ( жовто-зелена флуоресценція.

3) гасіння флуоресценції реагенту в присутності досліджуваного катіона. Наприклад:

Zn+ родамін-родамінний комплекс (гасіння флуоресценції

Реагенти для флуоресцентного аналізу приводяться  в довідковій літературі.  

В багатьох випадках для якісної характеристики речовини можна обмежуватися тільки візуальним спостереженням флуоресценції. Задача якісного аналізу стає значно більш складною, якщо розчин складається з кількох флуоресцюючих речовин; в цьому випадку використовують світлофільтри або поєднують флуоресцентний аналіз з хроматографією.

Окремі методи аналізу побудовані на спектральному розкладенні світла   флуоресценції та   вивченні   спектральних   характеристик флуоресценції спектрофотометричним методом. Спектральні характеристики дозволяють відокремлювати одну речовину від інших.

Максимум спектру (λmax) є якісною характеристикою (рис. 3.5).
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Рис. 3.5 Спектри флуоресценції:

1. стильбену;

2. α-нафтолу;

3. дифенілоктатетраєну

Кількісний флуоресцентний аналіз

Кількісний  флуоресцентний аналіз (флуориметрія) оснований на за​лежності між інтенсивністю  флуоресценції та концентрацією дослідної речовини. Флуориметричні методи принципово подібні фотометричним й є різновидом оптичних методів аналізу, хоча й мають свої специфічні особливості. Як правило, чутливість флуориметричних методів значно вище фотометричних. Головною умовою успішного використання  флуоресцентних реакцій для кількісного аналізу є достатньо повне перетворення поглинутої енергії в флуоресцентне випромінювання. Флуориметричні    визначення виконуються як візуально, так і за допомогою приладів.

Візуальний метод визначення

При візуальному методі  визначення  порівнюють інтенсивність випромінювання дослідного розчину з випромінюванням стандартних розчинів в ультрафіолетовому світлі. Для цього готують розчин дослідної проби й шкалу стандартних розчинів з відомим вмістом дослід-жуваного компоненту. У всі розчини додають відповідні реагенти й після проходження часу, необхідного для утворення флуоресцюючої сполуки, порівнюють інтенсивність флуоресценції дослідного розчину з шкалою еталонів. 

Визначення за допомогою приладів

При визначенні інтенсивності флуоресценції користуються   приладом флуориметром, принцип роботи на якому подібний до роботи на фотоколориметрі.

Обробку аналітичного сигналу проводять методами :

А) градуювального графіку (якщо в дослідному розчині відсутнє гасіння люмінесценції (домішками або підвищеною концентрацією солей),
Б)  порівняння, 
В) додатків (якщо присутня деяка кількість гасників (домішок)
Флуоресцентне титрування

Особливий інтерес для аналітичної хімії представляє метод об'ємного титрування з використанням флуоресцентних індикаторів. Перевага цих індикаторів перед звичайними кольоровими індикаторами в тому, що їх можна використовувати при аналізі мутних та забарвлених розчинів, в яких не видно переходу кольору індикатору, тоді як світіння флуоресцентного індикатору легко спостерігається. Підібрати необхідний індикатор з певним рН області переходу можна за довідником 

Апаратурне оснащення  флуоресцентного методу аналізу

Для вимірювання флуоресцентності використовують спектрофлуориметри й флуориметри

Основні вузли приладів
- Джерела збудження.

Для збудження флуоресценції використовують ртутно-кварцеві, ксенонові, вольфрамгалогенідні лампи, які дають випромінювання в УФ та  видимій областях.

- Пристрої для виділення спектрального діапазону.

В оптичних схемах приладів передбачені два таких пристрої. Один з них служить для виділення смуги випромінювання, яке збуджує речо​вину, другий - для виділення певної довжини хвилі (або інтервалу довжин хвиль) з спектру флуоресценції. Для цих цілей використову​ють призменні або дифракційні монохроматори та світлофільтри.

- Детектори.
Для детектирування  флуоресцентного випромінювання використову​ють фотоелементи, що перетворюють світловий сигнал на електрич​ний та лічильники фотонів.

На  рис.   представлена   схема   приладу   для   вимірювання -флуоресценції розчинів. За такою схемою побудовані, наприклад, прилади ФАС-1 та ФАС-2. Всі елементи схеми розташовані на одній осі. Цю схему, як правило, застосовують при збуджені ультрафіолетовою ділянкою спектру з використанням достатньо довгої кювети. При цьому збудженене світло практично повністю поглинається дослідним розчином. Прилади, побудовані за цією схемою, мають певні недоліки. В довгій кюветі утворюється подвійне   поглинання, що приводить до помилкових результатів. При використанні ультрафіолетової ділянки спектру для збудження флуоресценції спостерігаються помилки за рахунок   флуоресценції матеріалу кювети.
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Оптична схема приладу з розташуванням елементів на одній осі:

1. – джерело випромінювання;

2, 4 – світлофільтри;

3 – кювета з розчином;

5 – фотоелемент;

6 – гальванометр.
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  Оптична схема для вимірювання флуоресценції розчинів під кутом 90˚:

1 – джерело випромінювання;

2, 4 – світлофільтри;

3 – кювета з розчином;

5 – фотоелемент;

6 – гальванометр

Для візуального спостереження використовують флуоресценції: ртутні,  ртутньо-кварцеві лампи.

Дія їх основана на електричному розряді в парах ртуті, який виникає при певній різниці потенціалів на електродах лампи. За величиною тиску парів ртуті, лампи поділяють на лампи низького, високого і надвисокого тиску.

Найбільш зручні лампи високого тиску марки ПРК-2, ПРК-4 тощо. Для отримання світла більшої яскравості використовують ртутно-кварцеві лампи надвисокого тиску марки ДРШ. Їх дія основана на явищі газового дугового розряду. Ці лампи при роботі сильно нагріваються. Високий тиск парів ртуті в лампі при перегріві або швидкому охолодженні може викликати вибух. Тому ці лампи забезпечені спеціальним кожухом з достатньо міцного матеріалу з вентиляційними отворами для повітряного охолодження під час роботи лампи його не слід знімати.

Техніка безпеки при флуоресцентних визначеннях

При роботі з ультрафіолетовим світлом завжди слід мати на увазі можливість   шкідливої   дії   цих   проміней.   При   проходженні ультрафіолетових проміней крізь шар повітря, молекули кисню утворюють озон, підвищенна концентрація якого в повітрі, шкідлива для здоров'я. Тому приміщення, де ведуть роботу з ультрафіолетовим світлом, необхідно ретельно вентилювати. Попадання ультрафіолетових проміней в очі може визвати болючі опіки. Тому не можна працювати з джерелами ультрафіолетового випромінювання без спеціальних захисних окулярів.
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