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Messung und Darstellung von Fluoreseenzspektren

Die Fluorescenzspektroskopie stellt ebenso wie die anderen Methoden
der Molekiilspektroskopie ein Hilfsmittel fiir die analytische Chemie dar.
Den analytischen Anwendungen waren bisher enge Grenzen gesetzt
durch verschiedene experimentelle Schwierigkeiten, die im Vergleich zur
Absorptionsspektroskopie zusdtzlich auftreten. Heute ist es aber lingst
nicht mehr so, daB als Apparat fiir ,,die Analyse im filtrierten ultra-
violetten Licht* im wesentlichen nur die sogenannte Analysenlampe zur
Verfiigung steht. Zu den meisten handelsiiblichen Spektralphotometern
sind Zusétze erhédltlich, mit deren Hilfe Fluorescenzspektren gemessen
werden kénnen.

In der Absorptionsspektroskopie wird die Schwichung der Intensitét,
die eine monochromatische Strahlung beim Durchgang durch Materie
erleidet, durch den Vergleich der Intensitit dieses MefBstrahls mit der
Intensitdt eines nicht durch die Substanz geschwéchten Vergleichsstrahls

* Teile dieser Arbeit sind vorgetragen worden von E. Liepert auf der 55. Haupt-
versammlung der Deutschen Bunsengesellschaft in Freiburg/Br. 1956, auf dem
Colloguium Spectroscopicum Internationale Amsterdam 1956 und auf der Fach-
gruppentagung Analytische Chemie der Gesellschaft Deutscher Chemiker, Frei-
burg/Br. 1959.
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bestimmt. Das Verhdltnis der Intensitdten ist unabhingig davon,
ob die Intensitdtsmessung etwa energie- oder quanten-proportional
erfolgt.

In der Fluorescenzspektroskopie gibt es zum MeBlicht kein Vergleichs-
licht, da Erregungs- und Fluorescenzlicht in verschiedenen Spektral-
bereichen liegen. Das bedingt, daB Fluorescenzspektren mit Einzelstrahl-
und nicht mit Doppelstrahlgerdten gemessen werden. Die so gewonnenen
Spektren sind daher nicht nur durch das Fluorescenzlicht, sondern auch
durch die spektrale Empfindlichkeitsverteilung des Apparates bestimmt.
Da man es in der Fluorescenzspektroskopie mit breiten Banden zu tun
hat, kann sich dieser Effekt stark auf die Form der Banden und auf
die Lage des Maximums auswirken. (Uber den EinfluB auf Raman-
Spektren vgl. 18:20)

Die spektrale Empfindlichkeitsverteilung ist eine Apparatefunktion,
die mit Hiife von spektralen Strahlungsstandards bestimmt und rechne-
risch aus den Fluorescenzspektren eliminiert werden kann. Dieses Ver-
fahren ist jedoch nicht nur umsténdlich, sondern es kann auch leicht zu
fehlerhaften Ergebnissen fithren. Weder die spektrale noch die absolute
Empfindlichkeit des Apparates noch die Intensitdt des Erregungslichtes
miissen mit Notwendigkeit zeitlich konstant sein. — Die Intensitét der
als Strahlungsstandards zur Verfiigung stehenden Lampen ist normaler-
weise sehr viel groBer als die Intensitdt der fluorescierenden Proben.
Die Intensitdt der Lampe muB daher in geeigneter, vor allem spektral
gleichméBiger Weise so weit geschwécht werden, da sie innerhalb der
linearen Intensititsanzeige des Apparates gemeinsam mit dem Proben-
licht gemessen werden kann.

Zur Behebung dieser und anderer Schwierigkeiten haben wir fluores-
cierende Losungen als Vergleichsstandards ausgewéhlt und deren
Fluorescenzspektren gemessen. Die Kiivetten mit der Probe und mit dem
Vergleichsstandard werden (etwa im Kiivettengehiduse des Apparates)
in gleicher Weise und zweckmaBigerweise unter einem mittleren Einfalls-
winkel von etwa 30° erregt. Das Verhiltnis der Fluorescenzintensitéten
wird unter einem Austrittswinkel von etwa 0° aus demselben Ultrasil-
Kiivettenfenster als Funktion der Wellenzahl mit Hilfe des Mono-
chromators und Empfingers gemessen. Die genannten Winkel haben
sich als vorteilhaft erwiesen zur moglichst weitgehenden Vermeidung
von Fehlerquellen durch Reabsorption und verschiedene Konzen-
trations- und Brechzahl-Effekte*. Bei der Verwendung der Vergleichs-
standards in der beschriebenen Weise kompensieren sich Lampen- und
Empfindlichkeits-Schwankungen in &hnlicher Weise wie in der Ab-
sorptionsspektroskopie. Es wird das Verhaltnis zweier gréBenordnungs-
miBig gleicher Intensititen unter den gleichen optischen und elektrischen
Bedingungen gemessen.
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Fluorescenzspektren sind das Ergebnis quantenhafter Absorptions-
nud Emissions-Prozesse zwischen bestimmten Energieniveaus. Es ist
daher sinnvoll, Fluorescenzspektren durch quantenproportionale Ver-
teilungsfunktionen ¢(») iiber der Wellenzahl darzustellen. ¢ () soll also
der Anzahl der in der Zeiteinheit im Wellenzahlenbereich #...7 + dy
emittierten Quanten proportional sein.

Eine absolute Intensitdtsskala gewinnt man jedoch erst dann, wenn
man die spektrale Quantenverteilung g () auf die Anzahl der absorbierten
Quanten normiert. Man erhilt die spektrale Quantenausbeute ¥ ().

/ Fqy(7)dp = 5q ist die absolute Quantenausbeute der Fluorescenz,

v=0

deren Bestimmung also noch zusdtzlich erforderlich ist. (Uber die
Methoden dazu vgl. ¢). Wir beschrdnken uns im folgenden auf die
Angabe des Weges zur Bestimmung von ¢(») und zeichnen die Maxima
der langwelligen Absorptionsbande und der Fluorescenzbande auf gleiche
Hohe.

Anderungen von Fluorescenzintensitédten untersucht man zweck-
maéBigerweise nicht mit Spektrometern, sondern mit Fluorimetern. Zu
den handelsiiblichen Spektralphotometern sind Fluorimeterzusitze er-
haltlich, in denen sich die Probe direkt vor dem Empfinger befindet,
wahrend der Monochromator des Apparates als Filter fiir das Erregungs-
licht dienen kann.

Wegen der mit der Fluorescenz konkurrierenden strahlungslosen Des-
aktivierungsprozesse, die zu bleibenden Verinderungen in der Probe
fithren konnen, sollen die Messungen rasch erfolgen. Aullerdem handelt
es sich meist um die Messung Eleiner Intensititen, da die Quanten-
ausbeute kleiner als 1 und der erfalite Raumwinkel des allseitig emittier-
ten Fluorescenzlichtes gering ist.

Apparatives

Perkin-Elmer Modell 13 U mit Reflexionszusatz

Auf Grund der im vorigen Kapitel genannten Forderungen sind hoch-
empfindliche, rasch registrierende Spektralphotometer, die auf bequeme
Weise die Erregung unter etwa 30° und die Messung unter etwa
0° gestatten, fiir die Messung von Fluorescenzspektren besonders
geeignet. Ginstig sind ferner Wechsellicht-Spektralphotometer, wenn
der Unterbrecher (etwa eine rotierende Halbkreisscheibe) auf be-
queme Weise in den Strahlengang des Erregungslichtes gebracht
werden kann.

Als besonders geeignet hat sich das Spektralphotometer Modell 13 U
von Perkin-Elmer erwiesen. Bei dem urspriinglichen Gerdt Modell 13
handelt es sich um einen IR-Apparat — kenntlich an der auch fiir die

1%
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Fluorescenzspektroskopie wichtigen Reihenfolge Lichtquelle/Probe/
Monochromator/Empfinger — der nach Auswechslung des Thermo-
elementes gegen einen Sekundirelekfronenvervielfacher RCA 1P 21 sowie
durch andere MafBnahmen im UV verwendet werden kann.

Das Blockdiagramm Abb. 1 zeigt die optische Anordnung. Der Apparat
registriert das Verhaltnis I/ oder die Differenz I — I, der Fluorescenz-
intensitdten der Losungen in den Kiivetten K und K; Durch
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Abb. 1, Block-Diagramm des Perkin-Elmer-Spektralphotometers Modell 13 U, mit Reflexionszusatz,
eingerichtet zum Messen von Fluorescenzspekiren nach dem Zweistrahlprinzip: Der Konkavspiegel S,
ist soweit geschwenkt, daB mnicht das Licht von L, (der Lichtquelle fiir Absorptionsmessungen)
sondern das gefilterte Erregungslicht von L, in den Apparat gelangt. Die Teilung des Lichtbiindels
erfolgt durch den Planspiegel S,, der nur bis zur Hohe der optischen Achse reicht, so daB die obere
Hilfte des Lichtbiindels nach S, gelangt. Die Teilblindel werden durch den rotierenden Sekfor R
abwechselnd mit 13 Hz unferbrochen und erregen in diesem Takt die Fluorescenz in den Kiivetten Ky
und K, und zwar unter einem mittleren Einfallswinkel von 30° durch die optisch bearbeitete Boden-
platte hindurch. Zu dem Zweck werden die Lichtbiindel von den Oberflichen von P, und P, aus der
Ihorizontalen in die vertikale Ebene und umgekehrt umgelenkt. -~--- Anregungslicht;
————— Fluorescenzlicht; —-—-— Elekérische Verbindungen

Multiplikation mit der spektralen Quantenverteilung g,(») des Fluo-
rescenzlichtes des Vergleichsstandards in K, erhalt man die spektrale
Quantenverteilung des Fluorescenzlichtes der Probe in K,

q(v) = o () I/I,.

Im phasengesteuerten Resonanzverstirker wird nur das Wechsellicht
von 13 Hz, also nur die Fluorescenz verstirkt. Eine mdoglicherweise zu-
sitzlich auftretende Phosphorescenz wird nicht mitgemessen, da die
Abklingzeit der Phosphorescenz im allgemeinen grofer als 1/;; sec ist.
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In gleicher Weise werden alle langsamen Schwankungen des Erregungs-
lichtes und der Empfindlichkeit des Apparates eliminiert. Raschere
Schwankungen werden vom Tintenschreiber nicht mehr registriert.
Ferner wird durch das Photometerprinzip eine etwaige Fluorescenz des
Kiivettenmaterials teilweise kompensiert.

Intensititseichung

Zur Bestimmung der spektralen Empfindlichkeitsverteilung des
Apparates bzw. zur Messung der spektralen Quantenverteilung der
Fluorescenz der Vergleichsstandards standen als spektrale Strabhlungs-
standards eine Wolframbandlampe und ein UV-Standard zur Verfugung.
Der Apparat wurde auf Einzelstrahlbetrieb geschaltet, der Reflexions-
zusatz entfernt, die Kivette K, bei L,” aufgestellt und schrig von vorn
unter einem Einfallswinkel von etwa 30° mit dem FErregungslicht be-
strahlt. Nach der Messung des Spektrums I,(») wurde bei L;," an Stelle
der Kiivette eine Blende aufgestellt, die von riickwérts mit den Strah-
lungsstandards bestrahlt wurde, und zwar aus einem so groBen Abstand
(> 1 m), daf das Spektrum des Standards innerhalb der Linearitit
der Intensititsanzeige des Apparates mit der gleichen Einstellung ge-
messen werden konnte wie I, (9).

Der einzige Unterschied in der Messung von Fluorescenz- und Stan-
dard-Licht liegt darin, dafl das Licht des Strahlungsstandards nicht den
ganzen Offnungswinkel des Monochromators ausfiillt. Die spektrale
Duzrchlissigkeit der optischen Anordnung hidngt aber in bestimmter
Weise vom Einfallswinkel auf den Eintrittsspalt ab. Zur Untersuchung
des hierdurch bedingten Fehlers wurde das Strahlungsstandard hinter
der Blende in allen drei Richtungen des Raumes verschoben und die
dabei auftretende Anderung der Registrierkurve beobachtet. — Es zeigt
sich, daB die Fehler innerhalb der MeBgenauigkeit liegen, weil Anderungen
der spektralen Empfindlichkeitsverteilung erst bei groBfen Einfalls-
winkeln auftreten, bei denen die Absolutempfindlichkeit bereits sehr
stark abgenommen hat.

Die Wolframbandlampe Type W2 KGV 321 von Philips, Eindhoven,
besitzt einen bornférmigen Kolben, um dhnlich wie bei einer Raman-
Lampe die Abstrahlung von reflektiertem Licht in Richtung des MeB-
strahls zu unterdriicken. Die Lampe ist mit Argon gefiillt, um eine
lingere Lebensdauer beim Betrieb mit grofen Stromstirken zu ermég-
lichen. Zum gelegentlichen kontrollierenden Vergleich der Eichwerte
steht eine evakuierte Lampe gleicher Konstruktion zur Verfiigung. Die
Temperatur des Bandmaterials ist als Funktion der Stromstirke vom
Hersteller gemessen worden. Diese Messungen erfolgten mit dem gleichen
Lampengehéuse, das auch bei unseren Messungen verwendet wurde.
Das spektrale Emissionsvermogen des fir die Herstellung der Lampe
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verwendeten Bandmaterials als Funktion der Temperatur ist von
DE Vos*? gemessen worden. Dabei handelt es sich um Prézisions-
messungen, die gut mit den Ergebnissen fritherer Messungen an Wolfram
iibereinstimmen. (Die Emissionsspektren lassen sich nicht durch Kurven
fir bestimmte Farbtemperaturen in befriedigender Weise anndhern.) Dag
Absorptionsspektrum der Quarzfenster ist vor dem Einschmelzen ge-
messen worden.

Von bpE Vos wurde die GroBe K (1) tabelliert. Wegen E(A) di
= E®)dv = (nhcyfd) - (—dAjA2) ~ q(¥) dA/A3 sind die Tabellenwerte
mit A3 zu multiplizieren, um ¢ (») zu erhalten.

Im violetten und ultravioletten Spektralbereich ist die Eichung der
Sekundirstandards mit der Wolframbandlampe wegen des starken
Intensitdtsabfalls nicht mehr hinreichend genau, so dal nur noch
der UV-Standard verwendet werden kann. Dieser ist eine Quecksilber-
lampe besonderer Bauart, also ein Linienstrahler mit Untergrund-
Kontinuum.

Fiir das Verhiltnis der IntensititsmeBwerte «(») eines Kontinuum-
strahlers (Vergleichsstandard) und oy eines reinen Linienstrahlers an
der Stelle » = v, gilt

a(?) q (%) Ap
_ 1) <§) B.

B und A% sind die geometrische und spektrale Breite des Austritts-
spaltes. Das Verhéltnis B/Av ist eine Apparatefunktion und heiflt die
lineare Dispersion. Wir haben B/ A% im ganzen sichtbaren Spektralbereich
gemessen und mit Hilfe einer von vox KEUSSLER’ angegebenen
Formel ins UV extrapoliert. Die Formel enthilt neben der Brechzahl
des Prismenmaterials (Kristallquarz) als Funktion der Wellenldnge (die
wir durch Interpolation von Literaturwerten® gewonnen haben) nur die
Brennweite f der Hohlspiegel, den brechenden Winkel y des Prismas
und den Einfallswinkel e des Parallellichtbiindels in das Prisma. Wahrend
f und y genau bekannt sind, haben wir e durch Anpassung der theore-
tischen Kurve an die MeBpunkte der linearen Dispersion im Sichtbaren
bestimmt. Man erkennt aus Abb.2, dafl die MeBpunkte durch die An-
passung dieses einen Parameters gut und ohne erkennbaren systema-
tischen Fehler approximiert werden.

Die Messung der Intensititsausschlige oy fiir die verschiedenen
Liniengruppen des UV-Standards erfolgte mit engem Eintritts- und
weitem Austrittsspalt. Unter diesen Bedingungen tritt noch kein Fehler
durch Beugung am Eintrittsspalt auf und der Apparat registriert statt
eines spitzen Dreiecks ein Trapez, dessen Hohe sich genau ausmessen
1l48t. Die Intensititen der Liniengruppen sind von ROSSLER® angegeben
worden. :
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Die spektrale Empfindlichkeitsverteilung des Apparates besitzt ein
Maximum bei 24000 cm~" und ist bei 16000 und 32500 cm~* auf 109/,
und bei 15000 und 33500 cm~! auf 19/, abgefallen. Im giinstigen Uber-
lappungsbereich von 23000 bis 28000 cm~! stimmen die mit den beiden
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Abb. 2. Lineare Dispersion des Littrow-Monochromators mit Kristallquarzprisma zum Spektral-
photometer 13 U. Die Kreuze x sind MeBpunkte, die aus dem mittleren Bildabstand des Bintritts-
spaltes in der Ebsne des Austrittsspaltes fiir Licht eng benachbarter Metalldampf- und Edelgas-
linien bestimmt sind. Die Abstinde werden mit einem MeBmikroskop gemessen, dessen Skala in
Trommelteilen des Austrittsspaltes geeicht wird. Ausgezogene Linie: Berechnet nach GI. (5)
von Referenz 7. Hohlkreise: Berechnet nach Angaben des Perkin-Elmer-Manuals, Vol. 1, Fig. 7

Strahlungsstandards erhaltenen Kurven auf 5%, iberein. Dieser
Fehler ist im wesentlichen durch die Streuung der Messungen mit dem
UV-Standard bedingt.

Spektrometer mit Oscillographenanzeige

Fiir die Messung der Fluorescenzspektren stand ferner das schon bei
fritheren Arbeiten'® verwendete Spektrometer von FORSTER u. ScuoN?
zur Verfiigung, das besonders fir Messungen unterhalb 16000 cm— so-
wie fiir die Prifung der zeitlichen Konstanz der Spektren verwendet
wurde. Dabei handelte es sich um einen Apparat mit Prismenmono-
chromator, Sekundirelektronenvervielfacher, Gleichstromverstirker und
Oscillographenanzeige, der die Aufnahme eines Fluorescenzspektrums
innerhalb weniger Sekunden gestattete.

Die Fluorescenz wird mit zwei Quecksilberdampf-Hochdrucklampen
Type Hanau S 81 erregt. Das Erregungslicht trifft die Kivette beider-
seits unter einem Winkel von 30° zur Normalenrichtung eines Kiivetten-
fensters. Die Fluorescenz wird in Richtung dieser Normalen gemessen.
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Um photochemische Zersetzungsreaktionen in der Probe hintanzuhalten,
konnen Verschlisse in die Strahlengéinge gebracht werden, die das
Erregungslicht nur wéhrend der Messungen freigeben.

Der fluorescierende Bereich der Losung wird mit einer Quarzglas-
linse auf den Eintrittsspalt des Monochromators abgebildet. Der Ein-
fach-Spiegelmonochromator der Fa. Leiss, Berlin, kann wahlweise mit
einem Kristallquarz- oder ¥Flintglas-Prisma ausgeriistet werden. Es
standen ein rotempfindlicher und ein blauempfindlicher Sekundér-
elektronenvervielfacher zur Verfiigung (Maurer Type Vp 690 Afe und
Vp w.v. 690 I).

Mepgenauigkeit

Der relative Fehler der Intensitit in den Spektren der Vergleichs-
standards diirfte im Sichtbaren 1,5°/, vom maximalen Intensitdtswert
der einzelnen Standards betragen. Im IR und UV dirfte er auf 5%
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Abb. 8. Prifung der Linearitidt der Intensititsanzeige des Spektralphotometers 18 U mit Hilfe
eines rotierenden Sektors von 200 Hz, bei L, (vgl. Abb. 1) in den Strahlengang gebracht, Apparat
auf Einzelstrahlbetrieb umgestellt

Abb. 4. Priifung der Linearitit der Intensitéitsanzeige des im Text genannten automatischen Spektro-
meters mit Oscillographenanzeige durch Veréinderung des Abstandes zwischen einer Gliihlampe
und einer am Kiivettenort aufgestellten Blende

ansteigen. Tm IR beruht der hohere Fehler im wesentlichen auf dem
Rauschen des Sekundirelektronenvervielfachers, im UV auf der weniger
genauen Eichung mit dem UV-Standard.

Die Linearitit der Intensititsanzeige ist bei beiden verwendeten
Apparaten innerhalb bestimmter Mefbereiche mit hinreichender Genauig-
keit gegeben (vgl. Abb. 3 u. 4). Die Linearitdt ist aber nur bei der (fir
die Eichung der Vergleichsstandards notwendigen) Verwendung von
Rinzelstrahlgeriten erforderlich und nicht bei der Messung von Fluores-
cenzspektren mit Hilfe von Vergleichsstandards in Spektralphotometern,
die nach dem ,,optical-null”-Prinzip arbeiten?®.
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Zusétzliche Fehler kénnen durch ungentigend gefiltertes Erregungs-
licht auftreten. Abb. 8 (S. 14) zeigt, wie die Intensitdt der kurzwelligen
Schwingungsbande der Anthracen-Fluorescenz bei 26 500 cm—! durch. das
Licht nicht vollstindig ausgefilterter Linien der Erregungslichtquelle (teils
Hg-Linien, teils Linien des Grundgases Argon) in ihrer Intensitdt erhoht
werden kann. Als Erregungslichtquellen wurden die Quecksilberhoch-
drucklampen Hanau S 81 und Osram H QA 500 verwendet. Die Erregungs-
linien wurden im parallelen Strahlengang von Quarzglas-Doppelkonden-
soren ausgefiltert. Es wurden folgende Filterkombinationen verwendet:

22,9 kK bzw. 436 my: 4 mm GG 3 -+ 3 mm BG 12 (Schotit)

27,4 kK bzw. 366 my: 2 mm BG 12 + 2 mm UG 2 (Schott)

31,9 kK bzw. 313 my: 2 mm UG 11 (Schott) + K,CrO,-Losung.

Das Produkt aus Konzentration und Schichtdicke der Losung von
K,Cr0O, in 0,05 n NaOH wurde auf 2 - 102 cm - Mol/l eingestellt.

Vergleichsstandards

Chemisches. Die fiir die Herstellung der Vergleichsstandards verwendeten Sub-
stanzen und Lésungsmittel wurden wie folgt erhalten und gereinigt:

4-Dimethylamino-4’-nitrostilben. wurde dargestellt durch Kondensation von
p-Dimethylaminobenzaldehyd mit p-Nitrophenylessigsdure. Die Reinigung erfolgte
durch Umkristallisation aus Alkohol bis zum Schmelzpunkt von 256° C.

m-Dimethylaminonitrobenzol wurde der chemischen Préparatensamamlung des
Instituts entnommen und durch Umkristallisation aus einem Aceton-Benzol-
gemisch als orangerote Prismen vom Schmelzpunkt 59—60° C erhalten.

3-Aminophthalimid wurde hergestellt durch Verschmelzen von 3-Nitrophthal-
sdure mit Ammoniumrhodanid bei 170° C8. Zur Reinigung wurde das Imid zwei-
mal aus Athanol bis zum Schmelzpunkt von 260° C umkristallisiert.

Chininsulfat wurde von der Fa. Schuchardt bezogen. Aus dem Salz wurde das
Chinin durch verdiinnte Ammoniaklosung ausgefillt, im Trockenschrank bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet und als Chinin in 0,1 n Schwefelsdure eingewogen

B-Naphthol wurde als p.a.-Praparat von der Fa. E. Merck bezogen.

Anthracen (Riedel-DeHaén, rein) wurde heill chromatographisch gereinigt. Als
Losungsmittel wurde p.a. Toluol verwendet. Die Saule war mit Aluminiumoxyd
(Fabrika,t Woelm, Akt.-Stufe I) gefillt; der Schmelzpunkt lag bei 214° C.

o-Dichlorbenzol stammte von der Fa. Schuchardt und enthielt keine fluorescieren-
den Bestandteile. Es wurde zweimal destiliert.

Benzol, p.a. von der Fa. E. Merck, wurde iiber Natriumdraht getrocknet und
destilliert.

n-Hexan wurde mehrere Stunden mit Chlorsulfonsiure unter RiickfluBkiihlung
gekocht, 3mal mit 10°/,iger Natronlauge gewaschen, zuletzt mit Wasser. Bs wurde
tiber Natriumsulfat getrocknet und iiber Natriumdraht rektifiziert.

Weiterhin wurden verwendet: 0,1 n Schwefelsiure der Fa. E. Merck; 0,1 m
Standardacetatpuffer der Fa. E. Merck, Methanol p.a.

Fluorescenzspektren
In der Tabelle sowie in Abb. 5 sind die Vergleichsstandards und deren
Fluorescenzspektren angegeben. Die Fluorescenzbanden sind breit,
nicht strukturiert und Wberdecken lickenlos etwa den Bereich von
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10000 bis 30000 cm—!. Mit Ausnahme des §-Naphthols tberschneiden
sich die langwellige Absorptionsbande und die (mit dem Maximum auf
gleiche Tohe gezeichnete) Fluorescenzbande bei Werten ¢ << 10°/,. Die
Reabsorption des Fluorescenzlichtes fithrt deshalb bei geringen Anderun-
gen der Geometrie der optischen Anordnung zu keiner Anderung des
dulleren Fluorescenzspektrums.
Die grofle Stokessche Rotverschiebung der Fluorescenz beruht in
allen Féllen auf dem Franck-Condon-Prinzip, das in verallgemeinerter
Form besagt, dal die Lage und der Bewegungszustand der Atomkerne

Z-Amingpfithalinid
4-Dimettylamino- m—p/mf/y//af%y/ﬂa—
0 =nitrostilben nitrobenzol  Chinipsulfar B-Naphttol
% | ' ‘

VIV
F AN

47

1
%
Abb. 5. Fluorescenzspektren der Vergleichsstandards aus Tab. 1, gemessen in Richtung der Normalen
eines Quarzglas-Kiivettenfensters, erregt unter einem mittleren Einfallswinkel von 30° zu dieser
Normalen mit dem Licht der Hg-Linien bei 8366 mu bzw. 27400 cm™!, ausgenommen J-Naphthol
mit 8313 mu bzw. 832000 cm—*. Aufgetragen ist die relative spektrale Quantenverteilung g (in Prozenten)
als Funktion der Wellenzahl # (in 1000 cm™). Auf der Abszisse sind die Wellenzahlen der Fluorescenz-
maxima angegeben. Die gestrichelten Linien stellen die langwelligen Ausldufer der Absorptions-
spektren dar und markieren den Schuittpunkt mit dem Fluorescenzspektrum fiir den Fall, da3 das
Fluorescenzmaximum mit dem Absorpiionsmaximum auf gleiche Hohe gezeichnet wird

q‘——b

282
1 L
7 om™! 30

eines Systems wihrend eines Elektronentibergangs erhalten bleiben. In
der Zeit zwischen der Absorption und der Emission stellt sich jedoch
eine neue Kernkonfiguration ein, die in den hier vorliegenden Féallen
von der urspriinglichen stark verschieden ist (Dipol-Dipol-Orientierung'?,

Photodissoziation ® usw.).

Beim §-Naphthol ist der neue Gleichgewichtszustand bis zur Emission
des Fluorescenzlichtes noch nicht vollstdndig erreicht. Mit zunehmender
Pufferkonzentration und mit zunehmender Temperatur nimmt die Kon-
zentration des Naphtholations und damit die Intensitét der zugehorigen



Messung von Fluorescenzspektren 13

Fluorescenzbande bei 23900 cm~! zu. Deshalb ist das Fluorescenz-
spektrum der 5-Naphthollosung in der Tabelle fiir verschiedene Tempera-
turen angegeben. Zwischen diesen Werten kann linear interpoliert werden
(Abb.6,7).

700
%
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50

¢—>

\J

25
/ T
, W
239 282 320
] : : " I ! N Lo 1 L

b7 20 25 W e 3
Y —

Abb. 6. Der EinfluB der Acetatpufferkonzentration auf das Fluorescenzspektrum von fg-Naphthol

bei 24,8° C. Ausgezogene Linie 0,020 n, fallt innerhalb der MeBgenauigkeit mit 0,021 n zusammen.

Gestrichelte Linie 0,022 n

700
% 297
236
97
75 750 {1 /7 N\
o0 \

——

P

[V AR

!

239 282 320
Vi I ! TR WO 1 ! Al ] (. L
77 20 25 20 0°cm? 35
T
Abb. 7. Temperaturabhiingigkeit des Fluorescenzspektrums von g-Naphthol in 0,02 n Standard-
acetatpuffer

Bis auf die Acetatpufferkonzentration, die auf 5/, richtig sein mulf,
sind bei allen anderen Konzentrationsangaben Fehler von - 10%/, ohne
Einfluf} auf die spektrale Quantenverteilung der Fluorescenz. Es dndert
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sich lediglich die Gesamtintensitit der Fluorescenz, und zwar proportio-
nal mit der Konzentration der fluorescierenden Komponente. Eine
Konzentrationsléschung tritt in keinem Fall in Erscheinung. Ebenso

fiihrt eine lingere Bestrahlung der

{)20 a \ /\ Losung des 4-Dimethylamino-4"-nitro-

- stilbens zwar zu einer allmahlichen

geringfiigigcen Abnahme der Inten-

2 L\ sitét, aber nicht zu einer Ande-

rung der spektralen Quantenver-

. J u& teilung der Fluorescenz. In allen

-~ | l anderen Fallen wird {iberhaupt

, S | J \__ | keine zeitliche Anderung der Fluo-
00— 24 2 o 28 rescenz beobachtet.

f % | b A Ein Vergleich mit den Ergebnissen

E 7 anderer Autoren ist nur beim

i / [/\ Chininsulfat moglich. Das in dieser

2 N l Arbeit angegebene Spektrum stimmt

7\ J E/ J innerhalb der Fehlergrenze von 1,59,

25 der Maximalintensitit mit dem von

~ W KorttMm u. HEss® angegebenen iber-

P /] g ein. Diese beiden Spektren liegen

g 24 26 70 eny 28 zwischen denjenigen, die wir vor

2; Ci L einigen Jahren bei unseren ersten

Messungen erhalten hatten®:1¢ und

s n ot bei denen wir noch eine Fehlergrenze

2 2 2 w2 von 4+ 5%, bzw. £ 2°; zulassen

y— muBten. Die Reproduzierbarkit ist

Abb. 8. Fluorescenzspekirum einer 4 - 10~ m b Is 10
Losung von Apthracen in Methanol, e erregt ©SSer als / 0

mit 313 my, b erregt mit 366 mu. Kurve e Fir die Priifung und zum Vergleich
ist unter den gleichen Bedingungen wie b . .

erhalten, jedoch mit reinem Methanol statt Q6T Arbeitsweise von TFluorescenz-

der Losung in der Kiivette: ¢ stellt daher den spektrometern wird gelegel’lﬂi(}h auch
Anteil des gestreuten, nicht vollstdndig aus-
gefilterten Lichtes der Erregungslichtquelle das Anthracen- Spektrum angege-
HQA 500 dar, wum den & gegeniiber @ 49 4 :
“verfaischt fot bent?. Abb. S-a, zeigt die spektrale
Quantenverteilung der Anthracen-
Fluorescenz bei Anregung mit dem Licht der Hg-Linien bei 313 my.

Abb. 8b u. 8¢ sind im vorhergehenden Kapitel diskutiert worden.

Absolutintensititen
Zur Aufstellung einer allgemeinen Intensitdtsskala kann man die
Spektren der Vergleichsstandards aneinander anschlieBen. Der Anschlufl
erfolgt mit Hilfe der Schnittpunkte der Registrierkurven.
Die Wellenzahl des Schnittpunktes der Fluorescenzspektren zweier Ver-
gleichsstandards hingt trotz gleichbleibender Einstellung des Apparates
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von der optischen Anordnung sowie in zum Teil sehr empfindlicher
Weise von der Zusammensetzung und der Temperatur der Probe ab.
Einige Effekte, die hierbei eine Rolle spielen, werden im folgenden auf-
gefithrt. Diese Darlegungen sollen verdeutlichen, daB der Vergleich der
Fluorescenzintensitit verschiedenartiger Proben mit Hilfe spektro-
skopischer Intensitdtsmessungen im allgemeinen nur mit wesentlich
geringerer Genauigkeit moglich ist als die Messung der spektralen
Quantenverteilung. Da die sogenannten ,absoluten Intensitdtsskalen
Apparatefunktionen sind, sollten vergleichende fluorescenzspektro-
skopische Intensitdtsmessungen stets an der gleichen Apparatur und
unter peinlicher Konstanthaltung der MeBbedingungen erfolgen. Die
Genauigkeit 146t sich wesentlich erhéhen, wenn der Apparat zu diesem
Zweck als Fluorimeter betrieben wird (s. 0.).

Einfluf der Bandenform

Die Quantenausbeute ist das Verhaltnis der Anzahl der emittierten
und absorbierten Quanten. Die relative Gesamtintensitit ist daher auf
die Extinktion des Erregungslichtes zu beziehen. Im Grenzfall geringer
Extinktion und geringer Schichtdicke nimmt die Fluorescenzintensitit
proportional mit dem Extinktionskoeffizienten zu. Im Grenzfall starker
Absorption ist die Fluorescenzintensitdt von & unabbdngig. Das tat-
séchliche Verhalten der Losungen liegt zwischen diesen Grenzféllen. Die
rechnerische Korrektur ist im allgemeinen schwierig. Die standige Ver-
wendung von hinreichend diinnen Kiivetten ist daher wiinschenswert
aber umstindlich®. Anderungen in der Konzentration oder Temperatur
der Probe kénnen das Absorptionsspektrum und damit die Extinktion
des Erregungslichtes dndern. Wenn die Erregungslinie in eine Banden-
flanke trifft, kénnen geringe Verschiebungen der Bande groBe Anderungen
der Fluorescenzintensitdt bewirken.

Die Quantenausbeute ist der Gesamtintensitat und nicht der Maximal-
intensitidt des Fluorescenzspektrums einer Probe proportional. Zum
Intensitétsvergleich sind daher nicht die Hohen der Banden, sondern die
Flichen unter den Banden zu bestimmen. Die Bandenflanken koénnen
durch Streulicht iiberlagert werden.

Das Fluorescenzspektrum wird durch das Absorptionsspektrum. teil-
weise Uberdeckt. Das Fluorescenzlicht wird deshalb teilweise in der
Probe reabsorbiert. Wenn man innere relative spektrale Quanten-
ausbeuten vergleichen will, mufl man die Reabsorption rechnerisch elimi-
nieren®*. Das reabsorbierte Licht bedingt eine Sekundérfluorescenz, deren
EinfluB gleichfalls rechnerisch eliminiert werden kann?2.

Zur Messung der inneren Quantenausbeute in verdiinnten Losungen
sollte auf die Konzentration Null extrapoliert werden. Dadurch wird
die Wechselwirkung zwischen den gelésten Molekiilen eliminiert. Die
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Extrapolation ist iiberdies bei der Anwendung des Beerschen Gesetzes
und bei endlicher Spaltbreite grundsétzlich erforderlich!?. Die Extra-
polation diirfte am besten in einem (fq (%) dv/c; c)-Diagramm erfolgen.

Einflufs der Brechzahl

Von dem in der Losung emittierten Fluorescenzlicht tritt nur ein Teil
in den Spalt des Monochromators. Durch die abbildende Optik ist der
Raumwinkel sowohl auBerhalb der Kiivette als auch noch im Kiivetten-
fenster festgelegt, in den das Fluorescenzlicht eintreten muf3, damit es
in die MeBapparatur gelangt. Der Raumwinkel in der Losung héngt
daher von der Brechzahl der Losung ab. Je grofer die Brechzahl, desto
gréBer ist der Offnungswinkel. Die gemessenen Fluorescenzintensititen
in verschiedenen Losungsmitteln sind proportional dem Quadrat dieser
Brechzahlen. — Hierzu treten noch andere Fehler, die durch die Ab-
hingigkeit der optischen Abbildung von der Brechzahl bedingt sind.
Die entsprechenden Korrekturfaktoren sind gleichfalls von der Grofen-
ordnung 1.

Die Reflexionsverluste an der Grenzfliche Luft/Kiivettenfenster sind
durch die optische Anordnung des Apparates bedingt. Das gilt aber
nicht fiir die Reflexionsverluste an der Grenzfliche Losung/Kiivetten-
fenster. Hierfiir soll im folgenden eine niitzliche Abschétzung gegeben
werden. :

Fir das Amplitudenverhédltnis von auffallendem zu reflektiertem Licht
gilt nach SOMMERFELD *

R

n—1

T (1)

y

Das positive und das negative Vorzeichen gelten fir den parallel (p)
bzw. senkrecht (s) zur Einfallsebene polarisierten Strahl. Fir das er-
regende Licht ist » die Brechungszahl fiir den Ubergang vom Glas in die
Loésung, beim Fluorescenzlicht ist das Umgekehrte der Fall; « ist stets
der Einfallswinkel. Gl. (1) ist eine Naherung zweiten Grades der Fresnel-
schen Formeln fiir schrige Incidenz in bezug auf ¢. In den Fresnelschen
Formeln ist sin (¢ + f) =a + 8 — (o &+ B)*/3! gesetzt worden. Fir
o + B =1 betrigt das néchste Glied in dieser Entwicklung, nimlich
(o &= p)°/5! nur 29/, des vorhergehenden. Gl. (1) ist eine gute Néherung
fir Einfallswinkel, die kleiner oder etwa gleich 40° sind. An der be-
trachteten Grenzfliche treten aber Strahlen mit einem gréBeren Hinfalls-
winkel nicht oder nur in sehr geringem MaBe auf. Das Erregungslicht
wird ja an der Phasengrenze Luft/Glas zum Einfallslot hin gebrochen.

An der Grenzfliche Losung/Glas dndert sich die Brechzahl um weniger
als etwa 10%/,. Aus Gl (1) folgt ndherungsweise

Rys=(n—1) (1 £a)/2. 2)
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Die reflektierten Intensitaten verhalten sich wie die Amplitudenquadrate,
By =(n—1)*(1 £o?)?f4. (3)

In Gl. (3) ist es nicht von Belang, ob » die Brechzahl fiir den Ubergang
Glas/Losung oder Loésung/Glas bedeuten soll. Mit » =1 + 0,1 und
o = 2/3, das sind etwa 40°, ist

R,? = 0,01 (1 + 4/9)%/4 = 0,005, (4)
R2 = 0,01 (1 — 4/9)2/4 = 0,001. (5)

Der Fehler durch Anderung der Reflexionsverluste ist also immer kleiner
als 19/,. Dieser EinfluB auf die Genauigkeit der Intensititsmessungen
kann vernachldssigt werden.

Die Brechzahl beeinfluflt neben der duBeren auch die innere spektrale
Quantenausbeute4, und zwar sowohl durch den Faktor des inneren
Feldes als auch unmittelbar durch die Anderung der Elektronenstruktur
und der Ubergangsmomente.

Mit der Brechzahl des Losungsmittels dndert sich die Amplitude und
die Fortpflanzungsgeschwindigkeit des Lichfes in der Lésung. Damit
andern sich auch die Wahrscheinlichkeiten fiir den Absorptions- und
Emissions-ProzeB. Diese nur von der Brechzahl des Losungsmittels ab-
hingigen Korrekturfaktoren'® werden als ,,Faktor des inneren Feldes
bezeichnet. Sie sind von der GrdéBenordnung 1. Fir den Absorptions-
prozel} beispielsweise weicht der nach der Theorie von ONsAGER'Y be-
rechnete Faktor um weniger als 4%, von 1 ab, wenn die Brechzahl
zwischen 1 und 1,7 liegt!l. Diese Bedingung ist hier stets erfiillt.

Die Anderung des Ubergangsmomentes ist durch das Reaktionsfeld
bedingt, das vom umgebenden Dielektrikum am Ort des angeregten
Molekiils induziert wird und dessen GroBSe von der Brechzahl des Losungs-
mittels abhidngt (vgl. 4). Dieser Effekt ist aber bereits Gegenstand von
Untersuchungen in der Fluorescenzspektroskopie und nicht Gegenstand
der MefStechnik. Es sei aber darauf hingewiesen, dafl beim Vergleich von
Absorptions- und Emissionsspektren streng genommen nicht die Funk-
tionen &(¥) und ¢(v), sondern die daraus zu berechnenden Ubergangs-
moemente oder Oscillatorstdrken gegentberzustellen sind 4.

Zusammenfassung

Die Banden in den Fluorescenzspektren von Loésungen organischer
Verbindungen sind meist schwach und breit und gelegentlich eine
Funktion der Bestrahlungsdauer durch das Erregungslicht. Zur Messung
von Fluorescenzspektren sind daher rasch registrierende, hochempfind-
liche lichtelektrische Spektrometer besonders geeignet. Die Gesichts-
punkte werden dargelegt, die bei der Verwendung handelsiiblicher UV-
Spektralphotometer in der Fluorescenzspektroskopie zu beachten sind.

7. analyt. Chem., Bd. 170 2
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Es werden fluorescierende Losungen ausgewdhlt, die als sekundére
Strahlungsstandards dienen und deren Fluorescenzspektren gemeinsam
mit denen der Proben gemessen werden. Auf diese Weise wird der MeB-
vorgang vereinfacht und einige Fehlerquellen werden eliminiert, die in
der Fluorescenzspektroskopie im Vergleich zur Absorptionsspektro-
skopie zusatzlich auftreten.

Wir danken Herrn Prof. Dr. TH. FORSTER herzlich fiir viele wertvolle Hinweise
und Diskussionen, und der Deutschen Forschungsgemeinschaft ebenso wie dem
Fonds der Chemischen Industrie fiir grofziigige Beihilfen.
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