Zaktad Chemii Nieorganicznej i Analitycznej — dr J. Pusz, mgr inz. E.Nykiel

Spektrofluorymetryczne oznaczanie glinu za pomocg moryny

1. Wstep

Zjawiskiem luminescenciji nazywamy rodzaj emisji promieniowania
elektromagnetycznego, ktory nastepuje w czasie nie krétszym niz 1079 s, po zaabsorbowaniu
energii przez atomy lub czasteczki danej substancji. Na rysunku 1 przedstawiono podziat
zjawisk luminescencyjnych pod wzgledem czynnika, ktory je wywotuje.
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Rys.1. Rodzaje luminescencji.

v" Fotoluminescencja — luminescencja wywotana absorpcjg fotonéw w zakresie UV-Vis.

v' Chemiluminescencja — luminescencja wywotana w wyniku reakcji chemicznych.
Interesujacym jej przyktadem jest bioluminescencja wystepujaca w wyniku procesow
biochemicznych zachodzacych w organizmach zywych np. Swietliki Phausis
splendidula L., antarktyczny kryl Euphausia superba, organizmy gtebinowe.

v Elektroluminescencja — powstaje na skutek zderzeri czgsteczek obdarzonych
tadunkiem elektrycznym z substancjg luminezujgca.

v" Tryboluminescencja — luminescencja wywotana poprzez tarcie.

2. Fotoluminescencja (diagram Jabtonskiego)

Zjawiska fotoluminescencyjne mozna podzieli¢ wedtug dtugosci czasu pomiedzy
pochfonieciem a wyemitowaniem energii na fluorescencje i fosforescencje. Z fluorescencja
mamy do czynienia jesli od pochtoniecia przez czgsteczke Swiatta do emisji nie uptyneto
wiecej niz 10® s. W przypadku gdy czas pomiedzy pochtonieciem energii a wyemitowaniem
jest dtuzszy niz 10 s to zjawisko to nosi nazwe fosforescenciji.

Zjawisko fluorescencji i fosforescencji mozna zobrazowac za pomocg diagramu przejsc¢
elektronowych opisanych przez A. Jabtoniskiego (Rys. 2).
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Rys.2. Schemat diagramu Jabtonskiego poziomdéw elektronowo-oscylacyjnych:

------ » procesy bezpromieniste, ——— przejscia promieniste.

Catkowitg energie czasteczki E mozna zdefiniowa¢ jako sume sktadnikéw
odpowiadajgcych trzem rodzajom ruchu w czasteczce:

E=Ee+ Eosct Erot

gdzie:  E.- energia elektronowa,E,sc - energia oscylacyjna, Erot - energia rotacyjna.

Znaczace roznice wartosci wymienionych powyzej typédw energii (Ee » Eosc > Erot)
stanowig przyczyne, dla ktérej odpowiednie widma pojawiajg sie w charakterystycznych
zakresach spektralnych. Absorpcja promieniowania optycznego z zakresu dalekiej
podczerwieni (najwieksza dtugo$¢ fali promieniowania optycznego, a zatem najmniej
energetyczna) moze przyczynia¢ sie tylko do zmian energii rotacji. Zmiany energii
elektronowej moze powodowac jedynie promieniowanie z zakresu nadfioletu i widzialnego
(UV/Vis).

Kazda czasteczka posiada charakterystyczny dla siebie uktad poziomoéw energetycznych
- elektronowych, oscylacyjnych i rotacyjnych. W wyniku absorpcji promieniowania
ultrafioletowego lub widzialnego czasteczka przechodzi w wysokoenergetyczny stan
wzbudzony. Czgsteczka w stanie wzbudzonym dazy do osiggniecia stanu rownowagi czyli do
stanu, w ktérym energia catkowita przyjmuje wartos¢ minimalng.

W wiekszosci czgsteczek elektrony w stanie podstawowym sg sparowane (na kazdym
orbitalu znajdujg sie po dwa elektrony, a ich spiny sg przeciwne) — jest to tzw. stan
singletowy. Absorpcja energii moze spowodowac przeniesienie elektronu na poziom o
wyzszej energii bez zmiany multipletowosci (singletowy stan wzbudzony). Po wzbudzeniu
nadmiar energii moze zosta¢ uwolniony poprzez emisje fotondw — luminescencje (Rys. 2 —
linie ciggte) lub w procesach bezpromienistych (Rys. 2 — linie przerywane). Zgodnie z reguta
Stokes’a — Lommela widmo fluorescencji przesuniete (przesuniecie Stokes’a) jest wobec
widma promieniowania absorbowanego w kierunku fal o wiekszej dtugosci. Dzieje sie tak,
poniewaz przejscia emisyjne nie odbywajg sie z osiggnietego podczas wzbudzenia poziomu
oscylacyjnego, lecz z najnizszego poziomu oscylacyjnego danego stanu wzbudzonego.
Czasteczka w stanie wzbudzonym ulega bezpromienistej konwersji wewnetrznej (relaksacji
oscylacyjnej) z utratg energii oscylacyjnej do najnizszego poziomu oscylacyjnego na
wzbudzonym poziomie elektronowym. Wyemitowany foton przy przejsciu z tego stanu do
stanu podstawowego ma wiec energie mniejszg niz foton wzbudzajgcy, a widmo
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fluorescencji przesuwa sie w strone fal dtuzszych.

Fluorescencja i fosforescencja réznig sie czasem zaniku, co ma zwigzek z réznym
mechanizmem przej$s¢ elektronowych. Zjawisko fluorescencji zachodzi, gdy elektron
przechodzi bezposrednio ze stanu wzbudzonego do nizszego, o tej samej multipletowosci. Ze
zjawiskiem fosforescencji mamy do czynienia, gdy po relaksacji oscylacyjnej nastepuje
przejscie miedzysystemowe ze wzbudzonego stanu singletowego do wzbudzonego stanu
tripletowego T (elektrony nie sg sparowane, ich spiny zwrdcone sg w tym samym kierunku) i
dopiero pdzniej do stanu podstawowego. Poniewaz przejScie promieniste miedzy stanami T,
i Sg jako stanami o réznej multipletowosci jest wzbronione, wiec czgsteczka przez dtugi czas
przebywa w elektronowym stanie wzbudzonym, nim wreszcie, tamigc multipletowg regute

wyboru, wypromieniuje foton i wréci do podstawowego stanu elektronowego. To zjawisko
nazywamy fosforescencja.

3. Substancje fluoryzujace

Substancjami wykazujgcymi zjawisko luminescencji sg miedzy innymi nastepujgce
zwigzki organiczne:
1. Zwiazki aromatyczne i heterocykliczne
2. Niektére barwniki (np. fluoresceina, eozyna, rodamina)
3. Zwiazki biologiczne:
a. aromatyczne aminokwasy (np. tryptofan),

b. zasady nukleinowe (adenina, guanina, cytozyna, tymina, uracyl) w DNA i
RNA,

c. chlorofil i karotenoidy (barwniki roslinne),
d. niektére witaminy i hormony.

Zwigzki fluoryzujgce mozna podzieli¢ na nastepujace grupy: wewnetrzne, zewnetrzne
oraz wskazniki fluorescencyjne. Jednym z przyktadéow wewnetrznego fluoroforu jest wyzej
wymieniony aminokwas tryptofan (Rys. 3, A), zawierajagcy w swojej strukturze grupe
indolowg, dzieki czemu wykazuje fluorescencje (dtugos¢ fali wzbudzenia wynosi 280 nm,
dtugo$é fali emisji 340 nm). W przypadku gdy badana prébka nie posiada odpowiednich
wiasciwosci spektralnych, mozliwa jest jej modyfikacja chemiczna za pomocga fluoroforu
zewnetrznego. Jednym z przyktadow jest izotiocyjanian fluoresceiny (FITC) (Rys. 3, B).
Reaguje on z wolnymi grupami aminowymi (obecnymi na przyktad w strukturze biatka),
dzieki czemu zwigzek nie wykazujgcy fluorescencji moze byé analizowany metodami
fluorescencyjnymi.
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Rys.3. A —struktura tryptofanu, B — struktura izotiocyjanianu fluoresceiny (FITC).
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Do grupy wskaznikow fluorescencyjnych nalezg zwiazki, ktérych wtasciwosci spektralne
ulegajg zmianie pod wptywem obecnosci odpowiedniego zwigzku lub jonu. Jednym z
przyktadow sg kwasy boronowe (Rys. 4), ktére tworzg cykliczne estry z cis-diolami (cukry, np.
glukoza). W zaleznosci od struktury kwasu boronowego obserwuje sie wzrost badz spadek
intensywnosci fluorescencji na skutek reakcji estryfikaciji.
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Rys. 4. Przyktadowe struktury kwasow boronowych: A - kwas fenyloboronowy,
B - o-metoksyfenyloboronowy.

4. Wydajnos¢ kwantowa

Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji okreslona jest jako stosunek catkowitej liczby
fotonéw emitowanych przez czgsteczke wysytajgcg promieniowanie fluorescencyjne w catym
zakresie widma fluorescencji do catkowitej liczby zaabsorbowanych fotonéw o danej
czestosci:

I

®, ="

I a

gdzie: ®+ - wydajnosc kwantowa fluorescencji, If— natezenie promieniowania emisji
lq - natezenie promieniowania wzbudzajgcego.

Nieznang wydajnos¢ kwantowg danej substancji mozna wyznaczyé wykorzystujac
jako standard np. siarczan chininy, B-naftol w okreslonych rozpuszczalnikach. Siarczan
chininy w roztworze kwasu siarkowego jest bardzo czesto wykorzystywanym wzorcem
fluorescencyjnym. Wynika to z faktu, iz jego widma absorpcji i fluorescencji praktycznie sie
nie naktadajg, niezaleznie od stezenia i pH roztworu oraz sg stabilne ze wzgledu na procesy
fotochemiczne. Ponizsza tabela przedstawia wydajnos¢ kwantowa wybranych zwigzkéw
chemicznych.

Tab. 1 Wydajnos¢ kwantowa wybranych zwigzkéw chemicznych. Jako wzorca uzyto
roztworu chininy w kwasie siarkowym (10-> M)

Zwigzek chemiczny D,
9-aminoakrydyna (woda) 0,98
9-aminoakrydyna (etanol) 0,99
fluoresceina (0,1 N NaOH) 0,92
trypaflawina (woda) 0,54
antracen (benzen) 0,29
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antracen (heksan) 0,33

Wartos¢ wydajnosci kwantowej nie jest parametrem statym dla danej substancji.
Istnieje bowiem wiele czynnikéw wptywajgcych na jej obnizenie (wygaszanie fluorescencji).

5. Czynniki wptywajace na fluorescencje

Na wyniki pomiaréw fluorescencyjnych wptyw majg nastepujgce czynniki:
temperatura, rozpuszczalnik, stezenie substancji fluoryzujgcej, obecno$é zanieczyszczen
wykazujacych fluorescencje, pH roztworu, obecnos¢ tlenu i innych substancji wygaszajgcych
fluorescencje.

5.1. Temperatura

Wraz ze wzrostem temperatury lepko$é rozpuszczalnikéw maleje, a zatem czasteczki
stajg sie bardziej ruchliwe. W wyniku czestszych kolizji czasteczka tatwiej traci energie
wzbudzenia w procesach bezpromienistych (Rozdziat 2 — diagram Jabtonskiego). Skutkiem
tego intensywnos¢ fluorescencji maleje.

W zaleznosci od struktury substancji fluoryzujgcej obserwowany jest rézny wptyw
temperatury na natezenie emitowanego promieniowania fluorescencji. Dla wiekszosci
przypadkédw wraz ze wzrostem temperatury o 1° C intensywno$¢ fluorescencji maleje o 1%,
jednak np. dla tryptofanu i rodaminy B intensywnos¢ fluorescencji maleje o 5% w takich
samych warunkach.

5.2. Rozpuszczalnik

Wptyw  rozpuszczalnika na  widma  elektronowe  zwigzkdw  nazywamy
solwatochromizmem. Zmiana potozenia i natezenia pasm moze wynika¢ ze specyficznych
oddziatywan badanej czasteczki z czgsteczkami rozpuszczalnika np. powstawanie asocjatéow
w wyniku wigzan wodorowych.

Jak juz wczesniej wspomniano przy omawianiu diagramu Jabtonskiego czgsteczka w
stanie wzbudzonym ulega konwersji wewnetrznej z utratg energii oscylacyjnej, w wyniku
czego obserwowane jest przesuniecie Stokes’a. Oprdocz wewnatrzczgsteczkowych proceséw
relaksacyjnych, w roztworze wystepujg takze miedzyczasteczkowe procesy relaksacyjne. W
przypadku zastosowania rozpuszczalnikdw polarnych sg one przyczyng zjawiska
przeksztatcenia duzej czesci energii wzbudzenia w ciepto. W zaleznosci od polarnosci
badanego zwigzku i zastosowanego rozpuszczalnika obserwuje sie znaczne réznice w
wartosci przesuniecia Stokes’a.

Wszystkie rozpuszczalniki uzywane w spektrofluorymetrii powinny by¢ odgazowane.
Jezeli stezenie tlenu w roztworze wynosi 10° M, wéwczas dla wiekszoéci zwigzkdw natezenie
promieniowania fluorescencji zmniejsza sie o 20%.

5.3. Stezenie substancji fluoryzujgcej

Stwierdzono, ze dla matych stezen substancji fluoryzujgcej natezenie promieniowania
fluorescencji (/) jest proporcjonalne do natezenia promieniowania padajgcego (/p), stezenia
substancji fluoryzujacej (c), grubosci warstwy roztworu (/) zgodnie ze wzorem:

Is = I,Kcl,
5
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gdzie: K —wartosc stafa

Krzywa obrazujgca zalezno$é natezenia fluorescencji od stezenia analitu jest
prostoliniowa dla matych stezen analitu w prébce, natomiast dla wyzszych stezen zakrzywia
sie w kierunku osi odcietych (Rys. 5).

Natgzenie fluorescencji

¥

Stezenie

Rys. 5. Krzywa zaleznosci natezenia promieniowania fluorescencyjnego od stezenia

oznaczanej substancji.

6. Metoda fluorymetryczna

Metoda fluorymetryczna opiera sie na pomiarze natezenia emitowanego
promieniowania fluorescencyjnego powstatego po wzbudzeniu prébki. Intensywnosc
fluorescencji danej substancji jest proporcjonalna do jej stezenia, w pewnym przedziale
stezen.

W pierwszym etapie znajduje sie dtugos¢ fali promieniowania wzbudzajgcego, dla
ktérej przypada maksimum absorpcji. Nastepnie przy wyznaczonej zgodnie z powyzszym
opisem dtugosci fali sporzadzane jest widmo emisji i uzyskiwana jest informacja o diugosci
fali emisji i maksimum fluorescenciji. Jak juz wczesniej wspomniano widma promieniowania
absorbowanego i emitowanego sg przesuniete wzgledem siebie (przesuniecie Stokes’a), a
takze w wiekszosci przypadkdw zwierciadlanie symetryczne wzgledem prostej prostopadtej
do osi odcietych i przechodzacej przez punkt przeciecia sie krzywych obu widm (Rys. 6).
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Rys. 6. Widma absorpcji (A) i fluorescencji (F) tego samego zwigzku.
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Na podstawie serii wzorcdw o wzrastajgcym stezeniu oznaczanego skfadnika
przygotowuje sie krzywg wzorcowg zaleznosci intensywnosci fluorescencji od stezenia
analitu.

7. Schemat blokowy aparatury uzywanej do pomiaréw fluorescencyjnych

Aparatura stuzgca do pomiaréw fluorescencyjnych jest bardzo réznorodna, ale mozna
wyrozni¢ zasadnicze czesci, z ktorych kazdy aparat sie sktada. Sg to: Zzrodto promieniowania
wzbudzajgcego, monochromator promieniowania wzbudzajgcego, komora pomiarowa z
uchwytem na kuwete, monochromator promieniowania emitowanego oraz detektor (Rys. 7).

zrodio manochromator B

promieniowania | | Ukiadu —= | Kkuweta z prabka,
wzbudzajacego
| A

monochromator
Uktadu
emisyjnego

|

detektor

Rys. 7. Schemat blokowy spektrofluorymetru: A - detektor umieszczony prostopadle do
kierunku promieniowania wzbudzajacego, B - detektor umieszczony wspodtosiowo, C -
detektor umieszczony pod katem 45°.

Zrédtem promieniowania wzbudzajgcego najczesciej sa lampy rteciowe i ksenonowe.
Oprécz nich stosuje sie takze lampy wodorowe, deuterowe, halogenowe i wolframowe.
Widma promieniowania tych lamp s rdinig sie miedzy sobg, znajduja sie w innych
obszarach spektralnych. Coraz czesciej jako Zzrédto promieniowania wzbudzajgcego stosuje
sie lasery w technice pomiaréw fluorescencyjnych zwanej LIF (ang. Laser—induced
fluorescence). Nastepnymi elementami w uktadzie pomiarowym sg monochromatory.
Zastosowanie tego urzadzenia pozwala na wybdr wigzki Swiatta o danej dfugosci fali. Czesto
zamiast monochromatoréow stosuje sie filtry optyczne do wybierania dtugosci fali. Najczesciej
stosowanymi detektorami stuzgcymi do rejestracji fluorescencji sg fotopowielacze. Detektor
moze by¢ ustawiony roznie wobec kierunku promieniowania wzbudzajgcego (Rys. 7,
oznaczenia A, B, C). Jednak najczesciej ustawia sie go prostopadle ze wzgledu na to, ze do
monochromatora dochodzi $wiatlo emitowane przez prébke, a nie sSwiatto przechodzace
przez prébke.

8. Zastosowanie fluorymetrii

Jednym z zastosowan fluorymetrii sg badania kliniczne. Niezwykta czutos¢ tej metody
pozwala na oznaczanie aminokwasdw we krwi i innych ptynach fizjologicznych, szczegdlnie
wtedy, gdy jest dostepna niewielka ilos¢ prébki. Rutynowo wykonuje sie oznaczenia
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fluorymetryczne substancji o znaczeniu biologicznym takich jak np: ryboflawina, tiamina,
kwas foliowy.

Jednym z przyktadéw zastosowania fluorymetrii w biotechnologii jest badanie
aktywnosci enzymoéw. W takich pomiarach monitoruje sie reakcje, w ktoérej substrat nie
fluoryzujacy (lub stabo fluoryzujacy) przeksztatcany jest w fluoryzujgcy produkt.

W nowoczesnych laboratoriach szeroko stosuje sie mikroskopy fluorescencyjne np. do
wizualizacji obiektéw biologicznych. Przyktadem sg barwniki uzywane do sprawdzania
zywotnosci komérek pozwalajgce na procentowe okreslenie ilosci komodrek zywych i
martwych.

Sposréd zwigzkdw nieorganicznych niewiele wykazuje fluorescencje i sg to np. sole
uranu, ceru, samaru. Do fluorescencyjnego oznaczania jondw innych metali wykorzystuje sie
zjawisko tworzenia fluoryzujgcych komplekséw m.in. do oznaczenia glinu, cyny czy indu
stosuje sie 8-hydroksychinoline jako odczynnik chelatujacy. Innym zwigzkiem tworzgcym
fluoryzujace kompleksy z kationami metali takich jak bor, beryl, german jest moryna.
Kompleksy moryny z jonami metali wykazujg rézng trwatos¢ w zaleznosci od wartosci pH.
Dzieki temu dobierajgc odpowiednie pH mozna oznaczac jeden pierwiastek w obecnosci
innych.

9. Zalety fluorymetrii

* wysoka czutosc i selektywnos$é — mozliwe oznaczenie stezenia 0,01ppm (0,01 pg/ml)

* mozliwo$é oznaczania zwigzkdéw nieorganicznych oraz organicznych

* mozliwo$é zastosowania w badaniach biologicznych

*  mozliwo$é oznaczania zwigzkédw nie fluoryzujacych przez tworzenie fluoryzujgcych
kompleksow

10. Wady fluorymetrii

e Duza wrazliwosé na warunki otoczenia. Prébka powinna byé przygotowywana i
przechowywana w tych samych warunkach, jak roztwory wzorcowe uzywane do
przygotowania krzywej kalibracyjnej

e Woysoki koszt aparatury pomiarowe;.
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11. Spektrofluorymetryczne oznaczanie glinu

Zasada oznaczenia.

W metodzie tej wykorzystuje sie tworzenia chelatowego kompleksu glinu z moryna
(prawdopodobnie o skfadzie 1:1), wykazujgcego intensywng zielong fluorescencje. Moryna o
wzorze:

OH

HO 0 OH

jest barwnikiem pochodzenia roslinnego i nalezy, podobnie jak jej izomer - kwercetyna, do
hydroksypochodnych flawonu. Maksimum absorpcji kompleksu wystepuje przy 440 nm.

Aparatura. Spektrofotometr Spekol z przystawka FK.

Wykonanie ¢wiczenia. Podstawowy roztwor glinu: rozpuscic¢ 0,4397 g atunu KAI(SO4),-12H,0
w wodzie z dodatkiem 3 kropel stezonego kwasu siarkowego(VI) i rozciefczy¢ roztwér woda
w kolbie miarowej o pojemnosci 25 ml. 1 ml tego roztworu zawiera 1 mg Al. Roztwér o
stezeniu 0,01 mg Al/ml otrzymacé przez odpowiednie rozcienczenia roztworu podstawowego
w kolbie o pojemnosci 100 ml.

Przygotowanie roztworéw wzorcowych.

Do 5 kolb miarowych pojemnosci 25 ml odmierzyé: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 ml roztworu soli
glinu o stezeniu 0,01 mg/ml, doda¢ po 10 ml wody redestylowanej, 3 ml 0,1-proc.
alkoholowego roztworu moryny i kwasu octowego (roztwér 80-proc.) o pH 3. Roztwory
uzupetni¢ wodg redestylowang do kreski, wymieszaé¢ i odstawi¢. Po 20 min zmierzy¢
natezenie fluorescencji, ktore odczytuje sie na skali transmitancji (skala liniowa), przy A =436
nm wzgledem wody jako odnosnika.

Pomiar probki badanej. Otrzymany w kolbie miarowej o poj. 100 ml roztwdr badany
rozcienczyé i wymiesza¢. Do dwdch kolbek miarowych pojemnosci 25 ml pobra¢ po 10 ml
roztworu badanego i wykona¢ oznaczenie w ten sam sposéb, jak w przypadku roztwordéw
wzorcowych.

Opracowanie wynikow.

1. wykresli¢ krzywa wzorcowa Ir =f(c),
2. na podstawie krzywej wzorcowej i zmierzonej wartosci natezenia fluorescencji
obliczy¢ stezenie glinu w badanym roztworze
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