HINTS ON THE LUMINESCENCE PHENOMENA THEORY

ASPECTOS CLAVE EN LA TEORIA DE LOS

Introduction

The aim of this text is to supply some basic con-
cepts concerning the phenomenon of the fluores-
cence, while more detailed discussions can be found
in the literature (Guilbaut, 1973; Lakowicz, 1999).

Fluorescence is a physical phenomenon within a
wider phenomenology, which is called luminescence.
It is observed when certain materials, suitably excit-
ed, emit electromagnetic radiation. After excitation
by radiation, temperature or by chemical/biochemi-
cal reactions, materials can dissipate the total ener-
gy increase by means of radiative and non-radiative
processes. Therefore, low fluorescence emission
corresponds to large non-radiative processes and
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Introduccion

El objetivo de este texto es presentar algunos con-
ceptos basicos del fendmeno de fluorescencia, pudién-
dose encontrar un debate mas extenso si se consulta
la literatura especializada (Guilbaut, 1973; Lakowicz,
1999).

La fluorescencia es un fendémeno fisico que forma
parte de una fenomenologia mas amplia, llamada Iu-
miniscencia. Se observa cuando ciertos materiales,
adecuadamente excitados, emiten radiacién electro-
magnética. Después de provocar la excitacion por
radiacién, temperatura o por reacciones quimicas/
bioquimicas, los materiales pueden disipar el aumen-
to total de energia por medio de procesos radiativos y
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vice-versa, high fluorescence occurs at the expense
of the non-radiative pathway.

In the past centuries the seemingly magic prop-
erties of luminescent materials stimulated a wide
scientific interest, but it was not until 1852 that lu-
minescence was described on a solid scientific basis,
when Stokes (Stokes, 1852) introduced the term
fluorescence to indicate the light emission from the
mineral fluorspar (CaF,) and observed that the emit-
ted light was always of a longer wavelength than the
exciting light (Stokes’ law). Moreover, it was Stokes
himself who gave the helpful directions for observ-
ing fluorescence, suggesting the use of two different
filters, one to select the exciting radiation and one to
isolate the luminescent light.

From a phenomenological point of view, fluo-
rescence is luminescence observed during the exci-
tation, while the term phosphorescence is reserved
for the emission that lasts also after removal of the
exciting radiation source. So, it is lifetime that is the
factor that can be used to distinguish the two phe-
nomena. The physical origin of the two phenomena
depends on the spin multiplicity of the electronic
states between which the transitions occur: fluo-
rescence refers to an emission between states of
the same multiplicity (usually singlets), whereas
phosphorescence refers to an emission involving
electronic states with different multiplicity (usually
from the lowest excited triplet to the ground singlet
state). The lifetime of the emission is different in the
two cases, depending on whether the transition is
permitted (fluorescence) or forbidden (phosphores-
cence). Typical lifetimes for fluorescence are 10-to
107 s, while longer lifetimes (103 to 10 s) are char-
acteristic of phosphorescence.

Luminescence can occur in a wide variety of ma-
terials, from inorganic crystals to living organisms,
even if the emitted radiation is often very weak and
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no-radiativos. Por lo tanto, la baja emision de fluores-
cencia corresponde a grandes procesos no radiativos
y Viceversa, la alta fluorescencia se produce a expen-
sas de la no radiatividad.

En los siglos pasados, las propiedades aparente-
mente magicas de los materiales luminiscentes des-
pertaron un gran interés cientifico, pero no fue hasta
1852 que se dotd de una base cientifica solida a la
luminiscencia, cuando Stokes (Stokes, 1852) introdu-
jo el término fluorescencia para describir la emision
de luz del mineral fluorita (CaF,) y observo que la luz
emitida siempre tenia una longitud de onda mas lar-
ga que la luz excitante (Ley de Stokes). Ademas, fue el
propio Stokes quien dio las instrucciones necesarias
para observar la fluorescencia, sugiriendo el uso de
dos filtros diferentes, uno para seleccionar la radia-
cion excitante y otro para aislar la luz luminiscente.

Desde un punto de vista fenomenologico, la fluo-
rescencia es la luminiscencia observada durante la
excitacion, mientras que el término fosforescencia
se reserva para la emisién que continla aun después
de eliminar la fuente de radiacion excitante. Es por
ello que el tiempo de vida es el factor que se utiliza
para distinguir entre los dos fenémenos. El origen fi-
sico de ambos fendmenos depende de la multiplicidad
de espin de los estados electronicos entre los que se
producen las transiciones: la fluorescencia se refiere
a la emision entre estados de la misma multiplicidad
(generalmente singletes), mientras que la fosfores-
cencia se refiere a la emision que involucra estados
electronicos con multiplicidad diferente (por lo gene-
ral, desde el triplete excitado mas bajo hasta el estado
de singlete fundamental). La duracion de la emision es
diferente en los dos casos, dependiendo de si la tran-
sicion estd permitida (fluorescencia) o prohibida (fos-
forescencia). Los tiempos de vida tipicos para la fluo-
rescencia sonde 10°°a 1077 s, mientras que tiempos
de vidamaslargos (10° a 10 s) son caracteristicos de
la fosforescencia.
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therefore requires very sensitive detectors and/
or very intense exciting sources such as lasers to
be seen/perceived. Moreover, it must be taken into
account that the emission in each material can be
quenched by the presence of other compounds that
facilitate the return to the ground state through
non-radiative channels and, accordingly, reduce the
energy dissipated by luminescence. Therefore, the
same fluorophore can display different fluorescence
lifetimes (and, consequently, different emission in-
tensities) depending on its chemical environment.
When works of art are considered, the situation is
particularly complicated owing to the variety of ma-
terials involved. In fact, many artists’ materials (tem-
peraand oil binders, varnishes, dyes, etc.) can exhibit
fluorescence. Pigments can complicate the phenom-
enology, because in some cases pigments are strong-
ly fluorescent, for example zinc white (ZnQ) or cad-
mium pigments, while other pigments (for instance
ochres and some copper-based pigments) have an
inhibiting effect on the development of fluorescence
(de la Rie, 1982). Furthermore, it must be consid-
ered that fluorescence from old varnish layers can
partially conceal the fluorescence of the paint lay-
ers, and hence, render emissions from different pig-
ments (or dyes) difficult to clearly perceive. For in-
stance, the different fluorescence of zinc white and
lead white can be masked by an old varnish layer and
become clearly evident only after the cleaning pro-
cedure (Bacci et al., 2003).

In fact, when more than one material contributes
to the fluorescence, as in the case of paintings, the
emission spectrum is nothing but the convolution
of the emission spectra of each material. Therefore,
the emission peak is, as a rule, shifted in comparison
to the single peaks. It is important to consider that
sometimes, when strong excitation sources are used,
further emission due to the Raman effect (Grasselli,
Snavely and Bulkin, 1980; Vandenabeele, Edwards
and Moens, 2007) can add up to the fluorescence
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La luminiscencia puede ocurrir en una amplia va-
riedad de materiales, desde cristales inorgénicos hasta
organismos vivos, incluso cuando la radiacion emitida
es muy débil, en ese caso se requiere detectores muy
sensibles y / o fuentes excitantes muy intensas, como
laseres para poder percibirla. Ademas, debe tenerse en
cuenta que la emision en cada material puede detener-
se por la presencia de otros compuestos que facilitan
el retorno al estado fundamental a través de canales
no-radiativos vy, en consecuencia, reducen la energia
disipada por la luminiscencia. Por lo tanto, el mismo
fluoréforo puede mostrar diferentes tiempos de vida
de fluorescencia (y, en consecuencia, distintas inten-
sidades de emisién) dependiendo de su entorno qui-
mico. Cuando hablamos de obras de arte, la situacion
es particularmente complicada debido a la variedad de
materiales involucrados. De hecho, muchos materia-
les artisticos (tempera y aglutinantes a base de aceite,
barnices, tintes, etc.) pueden exhibir fluorescencia. Los
pigmentos pueden complicar la fenomenologia, porque
en algunos casos los pigmentos son muy fluorescentes,
por ejemplo el pigmento blanco de zinc (ZnO) o los pig-
mentos a base de cadmio, mientras que otros pigmen-
tos (por ejemplo, ocres y algunos pigmentos a base de
cobre) tienen un efecto inhibidor sobre el desarrollo de
lafluorescencia (de la Rie, 1982). Ademés, debe tenerse
en cuenta que la fluorescencia de capas de barniz enve-
jecidas puede ocultar parcialmente la fluorescencia ge-
nerada por la pelicula pictéricay, por lo tanto, interferir
con la fluorescencia emitida por diferentes pigmentos
(otintes). Por ejemplo, la diferencia entre la fluorescen-
cia emitida por los pigmentos blanco de zinc y blanco
de plomo se puede ver enmascarada por una capa de
barniz envejecido y hacerse evidente solo después del
procedimiento de limpieza (Bacci et al., 2003).

De hecho, cuando mas de un material contribuye a
la fluorescencia, como en el caso de las pinturas, el es-
pectro de emision no es més que la convolucion de los
espectros de emision de cada material. Por lo tanto, el
pico de emision aparece, por regla general, desplazado
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radiation. Without entering into details about the
Raman effect, for practical purposes it is important
to keep in mind that Raman radiation follows the ex-
citing radiation, whereas in other cases the emission
peak does not change when the exciting radiation is
changed, so it is easy to discriminate between the
two effects.

In complex cases, excitation spectra can be use-
ful to distinguish the various materials that fluores-
cence results from. The procedure followed is to
select and fix one emitted wavelength (usually cor-
responding to the maximum) and record its intensi-
ty with a monochromator while varying the exciting
radiation. In such a way, one obtains information
not only about the most efficient excitation wave-
lengths, but also about the presence of the different
chromophores that contribute to the fluorescence
examined.

Recently (Comelli et al., 2004), an innovative flu-
orescence lifetime imaging (FLIM) technique was
proposed, which is very suitable to discriminate dif-
ferent chromophores and to visualise their spatial
distribution by means of a 2D map. The technique is
based on the exponential decay of fluorescence in-
tensity immediately following excitation (see above).
In cases when different materials have similar emis-
sion spectra, lifetime provides a further means of
discriminating between fluorophores.

Care must be taken when the colour of fluores-
cent materials is measured. In fact, in such a case,
the perceived colour is the result of the additive mix-
ture of the normally reflected colour and the emit-
ted fluorescence radiation. The colour is described
by means of CIE tristimulus values (X, Y and Z), cal-
culated using the reflectance (or better radiance)
factor, which is the ratio of the radiation diffused by
the sample in comparison with the radiation diffused
by a white standard, such as BaSO, or Spectralon®
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en comparacion con los picos individuales de cada ma-
terial. Es importante mencionar que a veces, cuando
se utilizan fuentes de excitacion fuertes, la emision
adicional debida al efecto Raman (Grasselli, Snavely vy
Bulkin, 1980; Vandenabeele, Edwards y Moens, 2007)
puede aumentar la radiaciéon de fluorescencia. Sin en-
trar en detalles sobre el efecto Raman, para propdsitos
practicos es importante tener en cuenta que la radia-
cién Raman sigue la radiacion excitante, mientras que
en otros casos el pico de emisidon no cambia cuando se
cambia la radiacion excitante, por lo que es facil discri-
minar entre los dos efectos.

En casos complejos, los espectros de excitacion
pueden ser Utiles para distinguir los diversos materia-
les que producen la fluorescencia. El procedimiento a
seguir es seleccionar y corregir una longitud de onda
emitida (que generalmente corresponde al maximo) y
registrar suintensidad con un monocromador mientras
varia la radiacion excitante. De esta manera, se obtiene
informacién no solo sobre las longitudes de onda de ex-
citacion mas eficientes, sino también sobre la presencia
de los diferentes cromdéforos que contribuyen a la fluo-
rescencia examinada.

Recientemente (Comelli et al., 2004), propuso una
técnica innovadora de microscopia de tiempo de vida
de imagen fluorescente (FLIM, de sus siglas en inglés),
que es muy adecuada para discriminar diferentes cro-
ma&foros y visualizar su distribucion espacial por medio
de unmapa 2D. La técnica se basa en la disminucion ex-
ponencial de la intensidad de fluorescencia inmediata-
mente después de la excitacion (ver arriba). En los casos
en que diferentes materiales tienen espectros de emi-
sion similares, el tiempo de vida proporciona un medio
adicional para discriminar entre fluordforos.

Se debe tener cuidado cuando se mide el color de
materiales fluorescentes. De hecho, en tal caso, el co-
lor percibido es producto de la suma del color normal-
mente reflejado y la radiacion de fluorescencia emitida.
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(Johnston-Feller, 2001), while they are illuminated
under exactly the same conditions. The reflectance
factor of a nonfluorescent material is independent
of the source used in its determination, whereas
for fluorescent materials this factor depends on the
spectral power distribution of the source irradiat-
ing the sample. In fact, in this latter case, the fluo-
rescence intensity, which is added to the diffused
radiation, can change by changing the illuminating
source. Consequently, highly fluorescent materials
may show a reflectance higher than their actual one,
due to the contribution of their fluorescence compo-
nent. Finally, another aspect must be considered to
properly interpret the experimental findings when
complex materials are examined. In fact, if a nonfluo-
rescent compound absorbs inthe spectral range that
excites the fluorescent compound or in the spec-
tral range of the fluorescence emission, decrease
or even complete quenching of the fluorescence
can occur when the two materials are both present
(Dyer, Verri and Cupitt, 2013).
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