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1- مقدمه
قبل از آغاز قرن نوزدهم در اکثر آنالیزهای شیمیایی کمّی از وزنسنجی و حجم سنجی به عنوان 

روش تجزیه ای استفاده می شد. با وجود اینکه در برخی موارد نتایج حاصل از این روش ها دارای 

]1[. روش های  بود  آنالیت محدود  بالای  به غلظت  آنالیز معمولاً  بالایی می باشد، ولی  صحت 

دیگری که بعد از این دوره توسعه یافت و می توانست آنالیت هایی در سطح جزء را آنالیز کند، 

حالت های  از  نور  نشر  فرایند  نوری،  روش  یک  عنوان  به  لومینسانس  بودند.  نوری  روش های 

برانگیخته الکترونی است. بسته به اینکه برانگیختگی توسط چه منبع انرژی صورت گرفته باشد، 

لومینسانس انواع مختلفی دارد. در فوتولومینسانس که یکی از پرکاربردترین انواع لومینسانس 

است، برانگیختگی توسط فوتون نور انجام می شود. فلورسانس و فسفرسانس از انواع فرایندهای 

فوتولومینسانس هستند. از اوایل تا اواسط دهه 1800 از فلورسانس مولکولی برای آنالیز کیفی و 

شدند.  ظاهر  کمّی  روش های   1920 دهه  در  نهایتا  که  است  می شده  استفاده  کمّی  نیمه 

دستگاه وری طیف بینی فلورسانس با استفاده از فیلتر و تکفام ساز به عنوان طول موج گزین به 

ترتیب در دهه 1930 و 1950 توسعه یافتند. با وجود اینکه مفهوم فسفرسانس در حدود 200 

سال قبل تر از فلورسانس مطرح بوده ولی کاربردهای کمّی و کیفی فسفرسانس مولکولی بعد از 

گسترش دستگاهوری فلورسانس توجه زیادی به خود جلب نکرد ]2[. 

2 طیف بینی فوتولومینسانس مولکولی 

فوتولومینسانس طی دو مرحله انجام می شود: جذب و نشر. جذب یک فوتون مرئی یا فرابنفش 

ارتقا می دهد. در پدیده فلورسانس  پایه به حالت برانگیخته  از حالت  الکترون ظرفیت را  یک 

الکترون از یک حالت برانگیخته یکتایی1 به حالت پایه یکتایی و بدون تغییر اسپین منتقل شده 

و فتون نشر می نماید. احتمال انتقال فلورسانس بسیار بالاست و طول عمر متوسط الکترون در 

حالت برانگیخته برابر 8-10 – 5-10 ثانیه است. بدین ترتیب که فلورسانس سریعاً بعد از حذف 

پایه  به حالت  تایی2  برانگیخته سه  از حالت  الکترون  انتقال  اگر  بین می رود.  از  منبع تحریک 

یکتایی رخ دهد، در این حالت پدیده را فسفرسانس می نامند. چون طول عمر متوسط فسفرسانس 

در محدوده 104 – 4-10 ثانیه است، فسفرسانس می تواند برای مدتی بعد از حذف منبع تحریک 

ادامه یابد )شکل 1( ]3[. 

برانگیخته به حالت الکترونی پایه می تواند از چندین مکانیسم صورت گیرد که ممکن است شامل 

نشر فوتون باشد که در بالا توضیح داده شد و یا غیرتابشی باشد که طی آن هیچ فوتونی نشر 

ادامه توضیح داده  تابشی در شکل 2 آورده شده است و در  این مکانیسم های غیر  نمی شود. 

می شود. 

1-3 آسایش ارتعاشی

یک نوع از غیرفعال شدن غیرتابشی آسایش ارتعاشی است که مولکول در سطح انرژی ارتعاشی 

حالت  همان  در  پایین تر  ارتعاشی  انرژی  سطح  به  و  داده  دست  از  را  خود  انرژی  برانگیخته 

الکترونی جابجا می شود. آسایش ارتعاشی بسیار سریع بوده که طول عمر متوسط آن در حدود 

12-10 ثانیه یا کمتر است. بنابراین الکترون برانگیخته شده به یکی از ترازهای ارتعاشی در سطح 

منتقل  الکترونی  سطح  همان  در  ارتعاشی  سطح  ترین  پایین  به  بلافاصله  برانگیخته،  الکترونی 

می شود ]4[. 

شکل 1: تفاوت بین انتقالات یکتایی و سه تایی

1Singlet
2Triplet

3 -انواع مسیرهای آسایش مولکولی

فرض کنید مولکول در آغاز در پایین ترین سطح انرژی حالت الکترونی پایه قرار داد. حالت پایه 

که در شکل 2 نشان داده شده است، حالت یکتایی بوده که 0S نامگذاری شده است. جذب یک 

فوتون با انرژی مناسب مولکول را به یکی از چندین سطوح انرژی ارتعاشی در نخستین حالت 

S، که هر دو یکتایی هستند، قرار می دهد. آسایش از حالت الکترونی
2
الکترونی برانگیخته، 

 rv :شکل 2: دیاگرام سطح انرژی برای یک مولکول همراه با مسیرهای غیرفعال شدن حالت برانگیخته

انرژی ارتعاشی برای هر  آسایش ارتعاشی؛ ci تبدیل درونی، و csi عبور بین سیستمی است. پایین ترین 

حالت الکترونی با خط پررنگ نشان داده شده است.

 2-3 تبدیل درونی 

نوع دیگر آسایش غیرتابشی تبدیل درونی است که طی آن الکترون برانگیخته در سطح ارتعاشی 

الکترونی  حالت  بالای  ارتعاشی  انرژی  به سطح  مستقیماً  برانگیخته  الکترونی  یک حالت  پایین 

انرژی پایین تر با همان اسپین منتقل می شود. با ترکیب تبدیل درونی و آسایش ارتعاشی، یک 

مولکول در حالت الکترونی برانگیخته می تواند بدون نشر فوتون به حالت الکترونی پایه برگردد 

 .]4[

3-3 تبدیل بیرونی

تبدیل بیرونی نوع دیگر آسایش غیرتابشی است که مازاد انرژی به حلال یا سایر اجزا در ماتریس 

نمونه منتقل می شود ]4[. 

4-3 عبور بین سیستمی

عبور بین سیستمی نوعی آسایش غیرتابشی است که الکترون برانگیخته از سطح انرژی ارتعاشی 
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شکل 3: نمونه ای از طیف نشر و تحریک مولکولی

پایه در یک حالت الکترونی برانگیخته به سطح انرژی ارتعاشی بالا در یک حالت الکترونی با 

برانگیخته  بین حالت  بین سیستمی  منتقل می شود. عبور  متفاوت  اسپین  با  اما  پایین تر  انرژی 

یکتایی، S1، و حالت برانگیخته سه-تایی، T1، در شکل 2 نشان داده شده است ]4[.

4- بیان کمّی فلورسانس 

در صورتی که آسایش تابشی موثرتر از آسایش های غیرتابشی باشد، فلورسانس مشاهده می شود. 

بیان کمّی موثر بودن فلورسانس با استفاده از عبارت بهره کوانتومی، fΦ، است که به صورت 

فوتون های جذب شده  به کل  نوری(  آسایش  نتیجه  )در  فوتون های نشر شده  تعداد  نسبت 

تعریف می شود. محدوده بهره کوانتومی می تواند از 0 تا 1 باشد. بر اساس بهره کوانتومی، شدت 

I، متناسب با مقدار تابش جذب شده منبع تحریک و بهره کوانتومی فلورسانس است 
f
فلورسانس، 

و توسط معادله )1( زیر بیان می شود.

If = KΦf (P0 – PT)                                                                          )1(

که P0 توان تابش خروجی از منبع و PT توان تابشی عبوری از ماده است و k ثابت اندازه گیری 

فلورسانس است. با توجه به قانون بیر لامبرت می توان P را به غلظت نسبت داد. بدین ترتیب که 

داریم:

     )2(

با نوآرایی معادله )2(  نیز ضریب جذب مولی است.   ε C غلظت گونه فلورسانس کننده و  که 

برحسب PT و جایگذاری در معادله )1(، معادله )3( بدست می آید. 

0 If =KΦfP  )10-10-εbc)     )3(

برای غلظت های پایین گونه های فلورسانس کننده، وقتی cbε کمتر از 0/01 است، این معادله به 

صورت معادله )4( ساده می شود: 

If = 2/303 KΦfP.-εbc  )4(

بنابراین شدت فلورسانس با افزایش ضریب کوانتومی، قدرت منبع تحریک و ضریب مولی جذب 

و غلظت گونه های فلورسانس کننده افزایش می یابد. 

فلورسانس معمولاً برای مولکول هایی مشاهده می شود که پایین ترین انرژی جذب آن ها انتقال 

اگر چه  نشان می دهند.  فلورسانس ضعیف  نیز   π→π* انتقالات  از  برخی  اگرچه  است،   π→π*

می دهند،  نشان  مطلوبی  کوانتومی  بهره  غیراستخلاف دار  هتروسیکلی  غیر  آروماتیک  ترکیبات 

استخلاف دار کردن حلقه آروماتیک اثر زیادی بر بهره کوانتومی دارد. برای مثال حضور گروه های 

NO2- بهره کوانتومی را کاهش می دهد، در حالی که اضافه کردن گروه  الکترون کشنده، مثل 

برای  فلورسانس  همچنین  می دهد.  افزایش  را  کوانتومی  بهره   ،-OH مثل  دهنده،  الکترون 

سیستم های حلقوی آروماتیک و مولکول های آروماتیک با ساختار مسطح صلب افزایش می یابد. 

صلب بودن سیستم سبب کاهش آسایش های غیرتابشی نظیر آسایش ارتعاشی و تبدیل درونی 

تاثیر  تحت  می توانند  فلورسانس  کوانتومی  بهره  می دهد.  افزایش  را  فلورسانس  نهایتا  و  شده 

متغیرهایی مثل دما، حلال و pH نیز باشد. افزایش دما منجر به کاهش بهره کوانتومی می شود، 

این می تواند به دلیل برخوردهای بین مولکول و تبدیل درونی باشد که آسایش های غیر تابشی را 

با  حلال  در  می دهد.  کاهش  را  کوانتومی  بهره  حلال  ویسکوزیته  کاهش  می دهد.  افزایش 

ویسکوزیته بالا آسایش های غیرتابشی نظیر تبدیل بیرونی کاهش یافته و بهره کوانتومی

PT

P 0

= 10
-εbc

 Hp فلورسانس افزایش می یابد. برای یک آنالیت با گروه های عاملی اسیدی و بازی، تغییر در

می تواند ساختار آنالیت و در نهایت خواص فلورسانس را تحت تاثیر قرار دهد ]5[. 

5-بیان کمّی فسفرسانس 

شدت فسفرسانس، pI، با معادله ای مشابه معادله )4( برای فلورسانس نشان داده می شود: 

IP= 2/303 KΦfP.-εbc                                                               )5(

که در معادله )Pε )5 بهره کوانتومی فسفرسانس است. فسفرسانس برای مولکول های با انتقالات 

بسیار  دارند،    π→π* انتقالات  به  نسبت  بین سیستمی  عبور  برای  بیشتری  احتمال  که    π→π*

مطلوب است. برای مثال، فسفرسانس برای مولکلول های آروماتیک دارای گروه های کربونیل یا 

احتمال  هالوژن  اتم-های  دارای  آروماتیک  ترکیبات  همچنین  می شود.  مشاهده  هترواتم ها 

فسفرسانس دارند. یک اصل کلی افزایش فسفرسانس همزمان با کاهش فلورسانس است. چون 

طول عمر متوسط برای فسفرسانس بسیار طولانی، در محدوده ای از s 4-10 تا 104 ثانیه است، 

بهره کوانتومی فسفرسانس معمولاً کوچک است. بهبود در بهره کوانتومی فسفرسانس با کاهش 

در میزان تبدیل بیرونی حاصل می شود. این بهبود می تواند با کاهش دما، استفاده از حلال با 

ویسکوزیته بالا، تثبیت نمونه بر روی سوبسترای جامد، و یا حلال پوشی مولکول انجام گیرد ]6[.  

6- طیف تحریک در مقابل طیف نشر 

همانطوری که در شکل 2 نشان داده شده است، بعد از تحریک الکترون در یکی از ترازهای انرژی 

ارتعاشی برانگیخته قرار می گیرد اما نهایتاً به سمت پایین ترین تراز ارتعاشی آن حالت الکترونی 

آسایش می کند. در این صورت با توجه به اینکه تغییر در انرژی برای نشر فلورسانس و فسفرسانس 

معمولاً کمتر از جذب است، طیف فلورسانس و فسفرسانس مولکولی به طول موج های بالاتر از 

طیف جذبی آن جابجا می شود. شکل 3 طیف تحریک یک سیستم فرضی را نشان می دهد. باید 

گفت که با نادیده گرفتن تغییرات شدت منبع و پاسخ آشکارساز، طیف تحریک نمونه تقریباً با 

طیف جذبی آن یکسان است. برای بدست آوردن طیف نشری، طول موج ماکسیمم برای تحریک 

مولکول استفاده می شود و شدت نور نشر شده برحسب طول موج کنترل می شود. اگرچه، یک 

برای  یکی  باشد،  داشته  نشری  طیف  دو  می تواند  ولی  دارد،  تحریک  طیف  یک  تنها  مولکول 

فلورسانس و دیگری برای فسفرسانس که هر دو در طول موج های بالاتر نسبت به طول موج 

تحریک ظاهر می شوند ]4[. 
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شکل 4: دیاگرام بلوکی طیف سنج فلورسانس مولکولی

7- دستگاه وری

طرح کلی دستگاه برای فلورسانس و فسفرسانس مولکولی مشابه سایر طیف بینی ها است که 

تفاوت آن ها در بخش زیر بحث شده است. 

1-7 فلورسانس مولکولی

شمایی از دستگا وری فلورسانس مولکولی در شکل 4 آورده شده است. همانطوری که مشاهده 

می شود برخلاف دستگا های طیف بینی جذب مولکولی، مسیرهای نوری برای منبع و آشکارساز 

در زاویه 90 درجه قرار دارند تا در غیاب نور منبع، نور ساطع شده اندازه گیری شود. 

چون طول عمر فلورسانس بسیار کوتاه تر از طول عمر فسفرسانس است، اندازه گیری با ایجاد زمان 

تاخیر بین تحریک و اندازه گیری نشر فسفرسانس امکان پذیر است. یک طرح دستگاهی نوعی در 

شکل 5 آورده شده است.  

معمولا دو طرح دستگاهی برای اندازه گیری فلورسانس مولکولی استفاده می شود. 1( فلوریمتر که 

انتخابگر طول موج های تحریک و نشر، صافی های تداخلی و جذبی هستند. منبع تحریک برای 

در  توزیع شده  زیاد  است که خطوط نشری  پایین  با فشار  بخار جیوه  فلوریمتر معمولاً لامپ 

فراهم  را  )nm 254، 312، 365، 405، 436، 546، 577، 691 و 773(  فرابنفش  و  نواحی مرئی 

می کند. 2( طیف سنج که وقتی یک تکفام ساز برای انتخاب طول موج های تحریک و نشر استفاده 

می شود، دستگاه طیف سنج نامیده می شود. هر دو دستگاه برای آنالیز کمّی استفاده می شود، با 

این تفاوت که از طیف سنج می توان برای ثبت طیف تحریک و نشر نیز استفاده کرد. برای طیف 

بینی فلورسانس عموما یک منبع تابش پیوسته استفاده می شود. لامپ های زنون با فشار بالا از 

منابع پیوسته معمول استفاده شده در این دستگاه ها است. همانطوری که قبلا هم گفته شد، 

منبع تابش در دستگاه های فلورسانس مولکولی در زاویه 90 درجه نسبت به تکفام ساز قرار دارد 

که این بدین دلیل است که فقط نورهای نشر شده از نمونه، و نه منبع به آشکارساز برسد. این 

آرایش 90 درجه ای نسبت به 180 درجه ای به طور موثری سبب افزایش نسبت سیگنال به نویز 

و کاهش حد تشخیص روش فلورسانس می شود. سل های نمونه برای فلورسانس مولکولی مشابه 

است.  شفاف  سل  طرف  چهار  هر  که  تفاوت  این  با  است  نوری  مولکولی  جذب  سل های 

تکفام سازهای استفاده شده در دستگاه های طیف بینی فلورسانس باید امکان تغییر عرض شکاف 

برای هر دو نوع طیف تحریک و نشری را داشته باشند تا برای به دست آوردن حساسیت بیشتر 

)عرض شکاف بیشتر( یا تفکیک بهتر )عرض شکاف کمتر( قابل تنظیم باشند. آشکارسازهای لوله 

فوتوتکثیر کننده متداول ترین آشکارساز تجاری برای تکنیک طیف بینی هستند. برای پوشش دادن 

کل طیف VU-vis معمولا از دو آشکارساز لوله فوتوتکثیر کننده با دامنه طول موجی متفاوت 

نیز استفاده می شود ]7[. 

7-2 فسفرسانس مولکولی

دستگاه وری طیف سنجی فسفرسانس دقیقا مشابه طیف سنجی فلورسانس است با این تفاوت که 

شکل 4: دیاگرام بلوکی طیف سنج فلورسانس مولکولی

همانطوری که در شکل فوق نشان داده شده است، دو برشگر3  خارج از فاز قبل و بعد از سل 

نمونه می چرخند به طوری که نشر فلورسانس زمانی که منبع تحریک روی نمونه متمرکز می شود، 

چون  می شود.  بلوکه  تحریک  منبع  فسفرسانس  نشر  اندازه گیری  زمان  در  و  می شود،  بلوکه 

فسفرسانس فرایند آهسته ای است، آماده سازی باید چنان انجام شود که از غیرفعال شدن حالت 

برانگیخته با تبدیل بیرونی جلوگیری شود. معمولاً این مشکل با حل کردن نمونه در حلال آلی 

مناسب )مخلوطی از اتانول، ایزوپنتان و دی اتیل اتر( انجام می شود. محلول حاصل در دماهای 

N2 مایع منجمد شده و جامد شفاف نوری تشکیل می دهد. تبدیل بیرونی در مخلوط جامد به 

دلیل کاهش برخوردهای بین آنالیت و حلال به حداقل می رسد. تبدیل بیرونی همچنین با تثبیت 

نمونه بر روی سوبسترای جامد به حداقل می رسد که امکان اندازه گیری فسفرسانس در دمای اتاق 

را فراهم می آورد. یک روش این است که یک قطره محلول محتوی آنالیت را روی یک صفحه 

کاغذ صافی کوچک سوار شده بر روی پروب نمونه قرار داده می شود. بعد از خشک کردن نمونه 

زیر لامپ حرارتی، پروب نمونه در درون طیف سنج فلورسانس برای آنالیز قرار می گیرد. سایر 

سطوح جامد که می توانند استفاده شوند عبارتند از ژل سیلیکا، آلومینا، سدیم استات و ساکارز. 

این روش به ویژه برای آنالیز صفحات کروماتوگرافی لایه نازک مناسب است ]8[. 

8 -کاربردهای کمّی با استفاده از لومینسانس مولکولی 

فلورسانس مولکولی و در مواردی فسفرسانس برای آنالیز کمّی آنالیت در ماتریس های مختلف 

استفاده می شود. در صورتی که بهره کوانتومی آنالیت برای فلورسانس یا فسفرسانس مطلوب 

باشد، آنالیز کمّی مستقیم انجام می گیرد. در صورتی که آنالیت فلورسنت یا فسفرسنت نباشد، یا 

انجام  غیرمستقیم  آنالیز  باشد،  نامطلوب  فسفرسانس  یا  فلورسانس  کوانتومی  بهره  که  زمانی 

می شود. یک روش برای آنالیز غیرمستقیم این است که آنالیت با معرف واکنش داده و محصولی 

در  فلورسنت  مولکول  یک  فلورسانس  در  کاهش  اینکه  یا  دهد  تشکیل  فلورسانس  خاصیت  با 

صورت افزوده شدن آنالیت به آن اندازه گیری شود. وقتی واکنش بین آنالیت و گونه های فلورسنت 

غیرفعال سازی غیرتابشی را افزایش می دهد یا محصول غیرفلورسنت تولید می کند. کاهش یا به 

اصطلاح خاموشی در فلورسانس مشاهده می شود. همانطوری که قبلا هم گفته شد ترکیبات آلی 

محتوی حلقه های آروماتیک عموماً فلورسنت هستند و هتروسیکل های آروماتیک اغلب 

3Chopper
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اینکه اکثر ترکیبات بیوشیمیایی دارویی و زیست محیطی مهم  با توجه به  فسفرسنت هستند. 

قابل  فسفرسانس  و  فلورسانس  طیف سنج های  توسط  مستقیم  طور  به  که  هستند  آروماتیک 

اندازه گیری هستند. اکثر آمینواسیدهای آروماتیک )نظیر )فنیل آلانین )F(، تیروزین )F(، تریپتوفان 

 ،)F( B
12

F F( B(، ویتامین 
6
)P،F( ویتامین ها )نظیر ویتامین F( A(، ویتامین 2B )F(، ویتامین 

ویتامین F( E(، فولیک اسید )F((، کاتکول آمین ها )نظیر دوپامین )F(، نوراپی نفرین )F(، داروها 

و مواد دارویی )نظیر کینین )F(، سالسیلیک اسید )F(، مورفین )F(، باربیتورات ها )F(، کدئین 

)P(، کافئین )P(، سولفونامید )P( و آلاینده های محیطی )نظیر هیدروکربن های آروماتیک چند 

)F( حشره کش کاربامات ،)F( حشره کش ارگانوتیوفسفر ،)F( پایرن ]α[ بنزو ،)F( حلقه ای: پایرن

جزو موادی هستند که می توانند به صورت مستقیم آنالیز شوند. اگر هم یک آنالیت آلی ذاتاً 

فلورسنت یا فسفرسنت نیست، می توان آن را در یک واکنش شیمیایی که محصول فلورسنت یا 

کاتالیز تشکیل  برای  کراتین فسفوکیناز  آنزیم  مثال،  برای  داد.  تولید می کند، شرکت  فسفرسنت 

کراتین از فسفوکراتین استفاده می شود. چون کراتین ذاتا فلورسنت نیست، اندازه گیری این آنزیم 

به صورت مستقیم امکانپذیر نمی باشد. بنابراین کراتین تشکیل شده، با نین هیدرین واکنش می@

دهد تا محصول فلورسنت تشکیل دهد که از روی اندازه گیری میزان فلورسانس این محصول به 

صورت غیر مستقیم مقدار کراتین تولید شده و نهایتا فعالیت آنزیم مشخص می شود. 

در مورد آنالیت های معدنی هم، اکثر یون های معدنی، به استثنای چندین یون فلزی )تربیوم و 

یوروپیوم( فلورسانس چندانی ندارند تا به صورت مستقیم قابل اندازه گیری باشند. بنابراین اکثراً 

به صورت غیرمستقیم و از طریق واکنش با لیگاند آلی برای تشکیل کمپلکس فلز-لیگاند فلورسنت 

یا فسفرسنت )چندان معمول نیست( اندازه گیری می شوند. یک مثال از لیگاند شلاته کننده نمک 

سدیمی 3،2،4- تری هیدروکسی آزوبنزن- 5-سولفونیک اسید، که آلیزارین گارنت R نیز نامیده 

می شود، با AL+3  است که کمپلکس فلورسنت تشکیل می دهد و از طریق اندازه گیری شدت 

فلورسانس این کمپلکس مقدار آلومینیوم به صور غیر مستقیم قابل اندازه گیری است. مثال های 

دیگری از معرف های کی لیت کننده که کمپلکس فلز-لیگاند فلورسنت با یون های فلزی تشکیل 

 ،Mg2+  ،Li+  ،Zn2+  ،Be2+  ،AL3+ فلزات  برای  کینولئین  از8-هیدروکسی  عبارتند  می دهند، 

Zn2+ ،B4O7، 2، 3، ´4، 5، 7-پنتاهیدروکسی فلاوون برای 
فلاوونالبرای +Sn4+ ،Zr2، بنزوئین برای 2-

 .Cd2+ هیدروکسی فنیل( بنزوکسازول برای-o(-2 و ،Be2+

برای آنالیت های معدنی غیرفلزی نیز معمولا اندازه گیری به صورت غیر مستقیم انجام می شود. 

قابل  فلورسنت  گونه های  فلورسانس  خاموشی  یا  کاهش  برای  توانایی  واسطه  به  عمدتا  که 

کمّی سازی هستند. مثال در این مورد، شامل آنالیز F- است که بر اساس توانایی آن برای خاموشی 

فلورسانس کمپلکس آلیزارین-AL3 انجام می شود ]9, 10[.

9- ارزیابی روش های فوتولومینسانس 

9-1- مقیاس عمل 

فوتولومینسانس مولکولی می تواند برای آنالیز آنالیت ها در مقیاس ناچیز در نمونه های ماکرو و 

میکرو استفاده شود. حد تشخیص برای طیف بینی فلورسانس به شدت تحت تاثیر بهره کوانتومی 

آنالیت است. برای آنالیت هایی با Φf < 0/5، در صورت استفاده از طیف سنج های فلورسانس با 

کیفیت بالا، حد تشخیص در حدود پیکومولار قابل دستیابی است. برای مثال، حد تشخیص برای 

کینین سولفات، با Φf برابر با 0/55، معمولاً بین ppb 1 و ppTr 1 )قسمت در تریلیون( است.

با مقادیر نوعی در  از فسفرسانس است،  برای فسفرسانس که کمی ضعیف تر  حدود تشخیص 

محدوده نانومولار برای اندازه گیری های فسفرسانس در دمای پایین و در محدوده میکرومولار 

برای اندازه گیری های فسفرسانس در دمای پایین با یک سوبسترای جامد است. 

9-2- صحت 

صحت روش فلورسانس در صورتی که مزاحمت های شیمیایی و طیفی قابل توجه نباشد، معمولاً 

% 5-1 است. صحت این روش نیز می تواند توسط پارامترهای موثر بر سایر روش هایی طیف بینی 

تحت تاثیر قرار گیرد. علاوه بر این، صحت توسط مزاحمت های موثر بر بهره کوانتومی فلورسانس 

نیز تحت تاثیر قرار می گیرد. صحت روش فسفرسانس کمی بیشتر از صحت فلورسانس است. 

9-3- دقت 

در روش فلورسانس، وقتی غلظت آنالیت بالاتر از حد تشخیص باشد، انحراف استاندارد نسبی 

معمولاً در حدود % 0/5-2 است. در حالی که دقت روش فسفرسانس به انحراف استاندارد نسبی 

% 5-10 محدود می شود. پایداری منبع تحریک عامل دستگاهی محدود کننده و تحت تاثیر قرار 

دهنده¬ی دقت در روش های فوتولومینسانس است.

9-4- حساسیت 

از معادلات 4 و 5 دیده می شود که حساسیت روش فلورسانس و فسفرسانس توسط تعدادی از 

پارامترها تحت تاثیر قرار می گیرد. که مهمترین آن بهره کوانتومی است. دما و ترکیب محلول بر 

روی Φf و Φp تاثیر بسزایی دارد. در کنار بهره کوانتومی، حساسیت روش های فوتولومینسانس با 

منبع تحریکی با شدت نشر ).P( بزرگتر در طول موج موردنظر و با انتخاب طول موج تحریک که 

مطابق با بیشینه جذب باشد )Φ( بهتر می شود. 

9-5-گزینش پذیری 

فلورسانس و فسفرسانس مولکولی نسبت به جذب مولکولی به دو دلیل گزینش پذیری بالاتری 

دارد: اول اینکه هر ترکیبی که می تواند نور جذب کند، الزاماً فلورسنت یا فسفرسنت نیست و دوم 

اینکه گزینش پذیری کامل بین آنالیت و گونه مزاحم در صورت تفاوت در طیف تحریک یا نشر 

امکان پذیر است. در لومینسانس مولکولی شدت نشر کل برابر جمع خطی گونه های فلورسانس 

کننده و فسفرسانس کننده است. آنالیز نمونه n جزئی، می تواند توسط اندازه گیری شدت نشر کل 

در n طول موج انجام شود ]11[.

10- نتیجه گیری 

نشر یک فوتون از حالت برانگیخته یکتایی به حالت پایه یکتایی را پدیده فلورسانس و نشر فوتون 

از حالت برانگیخته سه تایی به حالت پایه یکتایی را پدیده فسفرسانس می نامند که کاربرد روش 

فلورسانس معمول تر از فسفرسانس است. شدت فلورسانس با افزایش ضریب کوانتومی، قدرت 

منبع تحریک و ضریب مولی جذب و غلظت گونه های فلورسانس کننده افزایش می یابد. برای 

غلظت های پایین آنالیت، شدت نشر فلورسانس به صورت خطی تابعی از غلظت آنالیت است. 

یکی از مهم ترین قابلیت های روش فلورسانس به عنوان یک روش تجزیه ای برای بررسی های کمّی 

ترکیبات شیمیایی، حساسیت بسیار خوب و گستره خطی نسبتاً زیاد آن در مقایسه با روش های 

جذبی است که امکان اندازه گیری محدوده وسیعی از آنالیت -های آلی و معدنی در زمینه های 

مختلف علوم نظیر شیمی، داروسازی، پزشکی، صنعتی، کشاورزی و محیط زیست فراهم کرده 
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است. گروه هدف ما در این مقاله بیشتر دانشجویان کارشناسی علاقه مند به دسترسی به منبع 

کاملی در زمینه فوتولومینسانس است و امیدواریم مطالب مطرح شده مفید باشند.
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      Luminescence is the process of electron transfer in the radiation form from an excit-
ed electronic state to a ground state. This excitation can be induced by different energy 
sources. Depending on the excitation source, luminescence can take various forms. Pho-
toluminescence is one of the most widely used types of luminescence, in which excita-
tion takes place by photons and through the process of absorption. Photoluminescence 
is a simple, inexpensive, and non-destructive technique that is much more selective than 
molecular absorption spectroscopy. The main topic of this article is photoluminescence 
processes, which are fluorescence and phosphorescence. The topics discussed in this 
paper include the basis of each process, quenching factors such as vibrational relaxation, 
internal conversion, external conversion, and inter-system crossing, and the quantita-
tive expression of these methods. Examples of their application for the determination 
of various organic and inorganic analytes and the ability to their measuring as directly 
and indirectly based on whether they are luminescent or not are also given. Finally, the 
methods are evaluated in terms of analytical characteristics such as the scale of opera-
tion, accuracy, precision, sensitivity and selectivity. Familiarity with these techniques is 
expected to lead to a useful understanding of their application in various fields of science 
such as chemistry, pharmacy, medicine, industry, agriculture and the environment. 
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