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Zalezno$¢ rozkfadu natezen w widmie
fluorescenciji od dlugosci fali $wiatta
wzbudzajacego.

Influence de la longueur d'onde de la lumiére excitatrice suv la vépartition
des intensités dans le spectre de fluovescence.

Sommaire.

Les travaux de Nichols et de Merritt!) etde Jablonski?)
ur la répartition de 1’énergie dans le spectre de fluorescence des substances
srganiques ont mis en évidence le fait de son indépendance de la longueur
d’onde excitatrice.

Dans le cas des solvants a viscosité élevée, comme par exemple la gly-
cérine, surtout aux basses températures et dans le cas des solutions solides,
J. Starkiewicz? a mis en évidence l'influence de la longueur d’onde
de la lumiere excitatrice sur le spectre émis, notamment la partie antisto-
kesienne correspondant a chaque excitation s’est trouvée presque compléte-
ment éteinte.

Toutes les solutions étudiées par ces auteurs possédent un large
domaine d’absorption non séparable en bandes distinctes. Il était inté-
ressant d’examiner la question dans le cas des porphyrines qui possedent
dans la partie visible quelques nettes bandes d’absorption. Ily avait lieu
de voir si l'excitation par des raies se trouvant dans le domaine des bandes
particulieres d’absorption modifiait le spectre de fluorescence et quelle
était la nature de ces modifications.

Les recherches ont été effectudes pour des solutions d’hématoporphy-
rine dans 'ammoniaque; on constate alors la présence des cing bandes

1) L. Nichols et E. Merritt, The Phys. Rev. 18, 403, 1904; I9, 18, 1904;
31, 328, 1910.

2) A. Jablonski, C. R. de la Soc. Pol. de Phys. fasc. VII, 1, 1926.

3) J. Starkiewicz C. R. de la Soc. Pol. de Phys. IV, 73, 1929.
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d’absorption (fig. I, 2); on a aussi étudié des solutions de la méme por-
phyrine dans la glycérine (absorption, fig. 3).

Les expériences ont été conduites de fagon a obtenir sur la méme
plaque deux photographies des spectres de fluorescence excités par des
raies de longueur d’onde différentes, soigneusement isolées par des filtres.
La disposition des appareils est représentée par la fig. 4. La lumitre d'un
arc au mercure est projetée au moyen d'une lentille sur deux filtres placés
l'un au-dessus de l'autre; elle traverse ensuite une petite cuve contenant
la solution. Une deuxitme lentille, dont l'axe est perpendiculaire a la
premiére, projette I'image des faisceaux de la lumitre de fluorescence sur la
fente du spectrographe. Pour comparer les spectres, on s'est servi des
courbes de noircissement obtenues au moyen du microphotometre de
Moll

Le spetre complet de fluorescence se compose de quatre bandes dans
le rouge et d’une large bande dans la partie bleue-verte du spectre. L'expé-
rience a montré que cette dernidre n’est pas excitée par les raies 579 mu,
577 mu et 546 mu qui se trouvent dans la seconde et la troisitme bande
d’absorption. Cette bande n’est excitée que par les raies 436 myu et 404 my
du cinquiéme domaine d’absorption et son rayonnement obéit alors 4 la loi
de Stokes. Cette sorte d’excitation n’est pas influencée par la viscosité de
la solution etudiée; ona eneffet obtenu le méme résultat avec les solutions
glycériques et ammoniacales (fig. 6, 7). Ce caratére indique que ce ne sont
pas les chocs qui jouent le role décisif dans 1'émission de cette bande.

Les recherches relatives aux bandes rouges sont en cours. On a mis en
évidence une influence de la concentration de la solution sur la position
des maxima de l'intensité (fig. 8, 10). Il semble aussi que, dans le cas des
solutions a fortes concentrations, il y ait une influence de la longueur d’onde
excitatrice sur la répartition d'énergie parmi les différentes bandes dans
le spectre de fluorescence (fig. 11).

Institut de Physique Expérimentale de | Université de Varsovie.

Manuscrit regu le 20 juin 1929.

1. Wstep. Z prac nad rozkladem energji w widmie fluorescencji
roztwordw pewnych substancyj organicznych, np. eskuliny, fluoresceiny,
rodaminy, wynika, ze rozklad ten nie zalezy od diugosci fali $wiatla, wzbu-
dzajacego fluorescencje. Do dawniejszych prac, stwierdzajacych te nieza-
leznoéé, naleza prace Nicholsa i Merritta'). Wyniki ich jednak

WI.Nicholsi E. Merritt, The Phys. Re.. 18, 403, 1904; I9, 18, 1904;
3r, 328, 1910
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sa malo dokladne, gtéwnie ze wzgledu na uzycie spektrofotometru do po-
miaru natezen $wiatla, pozatem krzywe rozkladu natezen posiadaja zaledwie
po kilka punktéw. Dokladne pomiary Jabtonskiego!?) dla roztworu
fluoresceiny, wykonane metoda fotometrji fotograficznej, potwierdzily wyniki
Nicholsa i Merritta, przytem do wzbudzania fluorescencji uzy-
wano promieniowania moncchromatycznego o dlugosciach fal, wybranych
z calej rozleglodci obszaru pasma pochlaniania.

Z pracy Starkiewicza? wynika za$, ze calkowita niezaleznos¢
widma fluorescencji od dtugoéci fali wzbudzajacej ma miejsce tylko w roz-
tworach o malej lepkosci (woda, alkohol). W roztworach o znacznej lep-
koéci np. glicerynowych, a w szczegélnoéci w roztworach stalych, rozklad
natezen w widmie fluorescenc)i okazal sie zaleznym od diugoéci fali wzbu-
dzajacej; przejawia sie to w tem, ze wystepowanie czesci antistokesowskiej
pasma fluorescencji jest znacznie utrudnione.

Wszystkie badane przez powyzszych autoréw ciala fluoryzujace posia-
daja w widmie fluorescencji szerokie, pojedyncze pasmo. Inaczej moga
natomiast zachowywa¢ sie ciala fluoryzujace, posiadajace kilka oddzielnych
pasm zaréwno w widmie fluorescencji, jak i pochlaniania. Aby jednak
odpowiedz dana przez dodwiadczenie mogla by¢ zupelnie wyraZna, nalezaloby
tak wybraé cialo fluoryzujace, azeby pasma pochlaniania mozliwie malo za-
chodzily na siebie, to znaczy, aby nie bylo obszaréw widmowych wspélnych
dla kilku pasm. Do$¢ trudno jest znaleZ¢ ciala, calkowicie czyniace zados¢
tym wymaganiom. Jednak udalo sie¢ znaleZé ciata, odpowiadajace do$¢
dobrze tym warunkom w porfirynach. W niniejszej pracy stosowano dwa
rodzaje porfiryn a mianowicie: mezoporfiryny i hematoporfiryny, uprzejmie
udzielonych przez profesora Zaleskiego.

2. Absorpcja. Widmo pochlaniania rbéinych porfiryn zbadane
juz bylo przez Bois?), ktory podatl dtugoéci fal poszczegblnych pasm,
uzywajac za Zrédto $wiatla lampy Nernsta. W niniejszej pracy postugi-
wano sie jako Zrédtem widma ciaglego w czesci widzialnej zaréwka, w nadfio-
lecie za$ rura wodorowg. Fotografje byly robione na kliszach ,,Ilford special
rapid panchromatic‘, pozwalajacych na usunigcie minimum czulosc kliszy
w czedel zielonej widma. Podczas fotografowania czeSci widzialne] widma
roztwdr porfiryny znajdowal si¢ w szklanem naczyfiku o éciankach réwno-
leglych, przy fotografjach w nadfiolecie wlewano go do specjalnego naczynka,
zaopatrzonego w kwarcowe okienka i pozwalajacego na zmiany grubosci

1) A. Jabtlonski, Sp.i Pr. P. T. F. zesz. VII, 1, 1926.
2y J. Starkiewicz, Spr.i Pr. P. T. F. IV, 73, 19290.

3} E. Bois, Recherches spectrochimiques sur quelques porphyrines, 1927.
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warstwy. Gruboéé warstwy cieczy byla zmieniaha od 0,5 mm do 10 cm-
Rys. 1 przedstawia widmo pochlaniania hematoporfiryny w jedno.

«— 502 mpe
— 492 myu
«—— 471 mu
«— 447 mpu
«— 439 mp
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Rys. 1.

normalnym roztworze amonjaku z nalozonemi prazkami helu. Sklada sig
ono z pieciu pasm, ktérych polozenie okre$laja nastepujace liczby:

Pasmo I .« . . . . . 620 mu — maximum 622 mu — 6I5 my,
Pasmo II . . . . . . . . 585 mu — " 558 mu — 545 my,
Pasmo III . . . . . . . . 540 mp — " 533 mu — 520 My,
Pasmo IV . . . . . . . . 517 mu — . 500 mu -— 460 mu,
Pasmo V . . . . . . .. 448 my — , 390 mu — 330 my,
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Na rys. 2 podana jest krzywa przezroczystosci kliszy tegoz widma,
otrzymana zapomoca mikrofotometru M olla. Rys. 3 przedstawia takaz
krzywa mikrofotometryczna dla widma pochtaniania roztworu hemato-
porfiryny w glicerynie z nalozo-

. . . - g
nemi prazkami rteci. Zaznacza - é Iva)
sie rOwniez na niej pieé pasm, i © %
moze mniej wyraZnie niz na po- a

przedniej krzywej dla roztworu

hematoporfiryny w amonjaku,

ale fotografja ta byla robiona v 0 I L
zapomoca spektrografu o znacz-
nie mniejszej dyspersji niz po-
przednia.

3. Emisja. Celem niniej-
szej pracy bylo zbadanie, czy
1 jak zmienia si¢ widmo fluore-
scencji przy wzbudzaniu wigz-
kami $wiatla monochromatycz-
nego, wydzielonego z odpowiedniego widma prazkowego, a znajdujacemi
si¢ w poszczegolnych pasmach pochlaniania. Jako Zrédlo $wiatla, wzbudza-
jacego fluorescencje, uzyto tuku rteciowego, ktérego prazki leza w obszarze
pasm pochlaniania porfiryn. Za monochromator stuzyty filtry, ktére pozwa-
laly na rozporzadzanie znacznie wickszem natezeniem $wiatla niz przy
monochromatyzowaniu pryzmatami. Jeden z filtréw byl szklany, drugim
byt roztwor fioletu metylowego (przepuszczajacy prazki krétsze od 440 mu
z bardzo nieznacznem ostabieniem, co sprawdzono spektroskopowo). Szklany
filtr zo6tto-zielony przepuszczal prazki rteci 579 mu, 577 mn z drugiego

- pasma pochlaniania porfiryn i 546 mu z trzeciego pasma. Przez drugi
przechodzily prazki 435 mu, 434 my, 433 mu, 407 mit i 404 mp z pigtego
pasma. ,

Metoda doéwiadczalna polegala na tem, by jednocze$nie na Kkliszy
otrzyma¢ dwa widma fluorescencji, kazde wzbudzone promieniowaniem
o innych dlugosciach fal. W tym celu ustawiono przyrzady w sposéb wska-
zany na 1ys. 4. Silnie zbierajaca soczewka L, rzuca $wiatlo lampy rteciowej
S na dwa filtry F,, F,, ustawione jeden nad drugim tak, ze w naczynku V
ptasko-réwnoleglem, stojacem tuz za filtrami, tworzyly sie dwie ostro od-
dzielone wiazki jedna nad druga, odpowiadajace réznym dlugosciom fali
promieniowania lampy rteciowej. Druga soczewka L, ustawiona pod katem
prostym do kierunku SL,V zbiera $wiatlo fluorescencji, rzucajac je na
szczeling spektrografu Sp. W ten sposéb na réznych poziomach kliszy
otrzymywano jednoczesnie dwa widma fluorescencji, wzbudzone w tym
samym czasie, w identycznych warunkach, a innemi dlugoéciami fali. Do

Rys. 3-

¥
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poréwnywania postugiwano si¢ krzywemi przezroczystosci kliszy otrzyma-
nemi przez fotometrowanie klisz zapomoca mikrofotometru Molla.

Azeby wyrugowad zupelnie wplyw reabsorpcji w przypadku, gdy za-
sieg wiazek fluorescencji w naczynku V réznil si¢ znacznie wskutek réznych
wspblczynnikéw pochlaniania
$wiatla wzbudzajacego fluorescen-
cje, nieprzezroczysta  zastona
wydzielano réwne czgSci z obu
wiazek.

Azeby sfotografowaé czerwone
widmo fluorescencji porfiryny,
klisze musialy by¢ uczulane na
barwe czerwona pinacjanolem,
wskutek czego zmniejszala sie
czulo$¢ na inne barwy 1 slabe
pasmo fluorescencji w czelci zielono-niebieskiej nie na kazdej kliszy jest
widoczne. Wida¢ jednak wyraZnie na rys. 5 w widmie roztworu mezopor-
firyny w kwasie solnym, wzbudzonem calkowitem $wiatlem luku rtecio-
wego, procz czerwonych pasm a, réwniez pasmo b zielono-niebieskie. O pasmie,
tem nic nie wspomina Bois?!); przypuszczam, ze z powodu slabych
zdje¢ nie otrzymywal go, gdyz, aby ono zaznaczylo sig wyraznie na kliszy,
czerwone pasma muszg by¢ bardzo silnie na$wietlone.

Nalezalo ustali¢, czy to pasmo zielono-nicbieskie wystapi przy wzbu-
dzaniu prazkami 579 myu, 577 mu, i 546 myq, jako pasmo wybitnie antisto-
kesowskie i jaki by¢ moze wplyw rozpuszczalnikéw takich jak gliceryna

578 mu

: < 546 mu
«—— 492 mp
«— 436 mpu

«— 546 mu

g F
[l =H
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Rys. 5. Rys. 6.

1 amonjak o bardzo réznej lepkosci. W tym celu ustawitam przed naczyn-
kiem z badanym roztworem wyzej wzmiankowane filtry, z ktérych jeden

) E. Bois, l. ¢
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przepuszczal prazki z piatego pasma pochlaniania, drugi z trzeciego i drugiego
pasma. Fotografja widma fluorescencji hematoporfiryny w glicerynie
(rys. 6) wykazala, ze pasmo to moze byé wzbudzone tylko prazkami z pia-
tego pasma pochlaniania, a wiec podlega prawu St ok esa. Wida¢ je w dolnej
czedcei fotografji (widmo a), wowcezas gdy w czedci gornej, ktéra odpowiada-
taby wzbudzeniu prazkami z drugiego i trzeciego pasma pochlaniania, nie
znajdujemy $ladu zaczernienia. Fotografja ta byla zrobiona na kliszy nie
uczulonej na barwe czerwona,
wiec nie zaznaczyla sie czer-
wona fluorescencija.

B
v

Takiego zachowania sig
hematoporfiryny w glicerynie
mozna bylo spodziewa¢ sig,
poniewaz lepko$¢ gliceryny
jest znaczna [poréwnaj prace
Starkiewicza?t)]. Takie
same jednak wyniki otrzy- Q,"—’
matam dla of$rodka malo
lepkiego, jakim jest jedno- Rys. 7.
normalny roztwdr amonia-
kalny (rys. 7, widmo a).
Poniewaz obserwacje nad hematoporfiryng w amonjaku i glicerynie
wykazaly, ze zmiany w rozkladzie natezen przy wzbudzania prazkami
z réznych pasm pochlaniania dotycza pasma zielono-niebieskiego, usta-
wiano tak przyrzady, by czerwona fluorescencja zaznaczyla si¢ silniej przy
wzbudzaniu prazkami z drugiego i trzeciego pasma pochlaniania niZ z pia-
tego, a mimo to nie zauwazono wzbudzenia przez nie pasma zielono-nie-
bieskiego. Wykazuje to, ze nie same zderzenia sa odpowiedzialne za podziat
energji miedzy pasmami i ze osobne pasmo (zielono-niebieskie) nie moze
byé wzbudzone jako pasmo antistokesowskie.

€« 436 mu

€= 546 mu
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Pasma czerwonej fluorescencji sa wzbudzane przez kazdy prazek pa-
dajacy w obszarze ktéregokolwiek z pasm pochianiania. Zostato do ustale-
nia, ezy w nich zachodza i, jezeli tak, to jakie zmiany w rozkladzie natezen
pomiedzy pasmami w zaleznosci od dtugoéci fali Swiatla wzbudzajacego.
Tutaj pojawily sie liczne komplikacje ktérych rozwiazanie jest obecnie
opracowywane.

Widmo fluorescencji roztwordéw hematoporfiryny w glicerynie (rys. 8)
wykazuje, Ze ze zmiana stezenia zmienia si¢ rozklad natezen pomiedzy

) J. Starkiewicz, L c.
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pasmami, i tak w widmach ¢, 4, odpowiadajacych wigkszemu stezeniu
najsilniej zaznacza sie pasmo I, kiedy w widmach a, b, odpowiadajacych
mniejszemu stezeniu, najmccniejsze jest pasmo II. Widma a, ¢ sg wzbu-
dzone prazkami 436 mu, 334 mu, 404 m/t, a widma b, d prazkami 579 mt
577 mu, i 546 mu. Zalezno$ei od dtugosci fali nie widac.
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—— 404 mp
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Ryc. 3.

Widmo czerwonej fluorescencji roztworu hematoporfiryny w amonjaku
sklada sie z czterech pasemck o nieréwnem natezeniu (rys. 9, widmo c).
W pewnych jednak warunkach mozna wzbudzi¢ tylko dwa pasma, ktére od-
powiadaja drugiemu i czwartemu (widma a, b) pelnego widma czerwonej

g g g
iid ¥ 4
C — H

Rys. 9.

fluorescencji. Widma a, b, sa-wzbu-
dzone prazkami o innych dlugo$ciach
fal, nie zaznacza si¢ jednak, by istniala
zalezno$d widma fluorescencii od diu-
gosci fali wzbudzajacej.

Przy innem stezeniu zostaja wzbu-
dzone pierwsze 1 trzecie pasmo pelnego
widma, jak to wykazuje rys. 10,
widma b, b, ¢, ¢'. Sa to widma
roztworbw o réZznych stezeniach; (b, o'
stezenia 1/,.10°* 8T/n?, ¢, ¢ steZenia
1704 €7/ 8 a, a’ stezenia 5.107 87/ 3).
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Fotografje a, b, ¢ zostaly otrzymane przy wzbudzaniu przez prazki
436 mu, 434 mu i 404 mp; a’, b, ¢ przez 579 my, 577 mp
i 546 my. Widma a, a’ sktadaja sie z trzech pasemek i wykazuja zalei-
noé¢ od dlugosci fali wzbudzajacej.
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!

Rys. 10.

Wyrazniej wykazuja te zalezno$¢ krzywe mikrofotometryczne a,
na rys. 11. W widmie a najstabsze jest pasmo II, najsilniejsze I,
wowczas gdy w widmie a’ najslabiej zaznacza si¢ pasmo I, natezenie 1I-go
réwna si¢ natezeniu III-go. Nieobec-
no$¢ czwartego pasemka najbardziej
krotkofalowego, ktére wyraznie wy-

5781»\,4.
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stepuje na fotografji rys. g widmo ¢, IT T TTI
mozna tlumaczy¢ zbyt krotkim cza- {1} [
semn na$wietlania. IS l l l

4. Streszczenie wyni- 1
ké6w. 1. Roztwory glicerynowe
i amonjakalne hematoporfiryny (cze-
sciowo mezoporfiryny)  wykazuja
zmiane widma fluorescencji w zalez- \

noéci od dlugodci fali $wiatla wzbu-

dzajacego. 2. Rozklad natezen . L\

w widmie fluorescencji wyzej wzmian- o i Q »
kowanych roztworéw jest funkcja

stezenia roztworu. Rys. 11.
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