


ГЛАВА 3

ЛЮМИНЕСЦЕНЦИЯ

Люминесцентные методы включают в себя исследо-
вания с использованием флуоресценции (флуоримет-
рйя) и фосфоресценции (фосфориметрия). Наиболее
широко люминесцентные измерения используются как
методы анализа и контроля за протеканием химиче-
ских и биохимических реакций, а также для кинетиче-
ских исследований быстрых реакций электронно-воз-
бужденных молекул.

Применение люминесценции для аналитических це-
лей включает широкую область использования ее для
идентификации веществ, для обнаружения малых кон-
центраций веществ, для контроля изменений, претер-
певаемых веществом, для определения степени чисто-
ты веществ. Широко применяются измерения люминес-
ценции при изучении кинетики обычных химических
реакций. Высокая чувствительность метода позволяет
фиксировать малую степень превращения веществ, а
иногда по люминесценции промежуточных соединений
становится возможным установить механизм химиче-
ской реакции. Люминесцентные методы используются
в биологии, в частности для исследования структуры
белков методом флуоресцентных зондов и меток.

Успешно применяются люминесцентные измерения
при изучении быстрых реакций электронно-возбужден-
ных молекул. В результате протекания таких реакций
интенсивность флуоресценции исходного соединения
уменьшается, происходит «тушение» флуоресценции.
Реакции тушения конкурируют с дезактивацией воз-
бужденных молекул по другим механизмам. Так как
время затухания флуоресценции порядка 10~8 с, флуо-
ресцентные методы обычно применяют для изучения
кинетики быстрых реакций возбужденных молекул,
протекающих за время 10~7—-Ю~10 с.



§ 1. ФИЗИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ ЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ

Свечение нагретых до высокой температуры тел на-
зывается испусканием накаленных тел. Это равновес-
ное излучение. Все другие типы испускания света на-
зываются люминесценцией и представляют собой не-
равновесное излучение. При люминесценции система
излучает энергию, и для возбуждения излучения нуж
но подводить энергию извне. Разновидности люминес-
ценции отличаются друг от друга по типу источника
энергии возбуждения. Различают электролюминесцен-
цию, возбуждаемую электрическим током, проходящим
через ионизированный газ или полупроводник; радио-
люминесценцию, возникающую под действием частиц
высоких энергий; хемилюминесценцию, возникшую в
результате химических реакций; триболюминесценцию,
наблюдаемую при разрушении некоторых кристаллов;
сонолюминесценцию, возникающую при воздействии
интенсивных звуковых волн на жидкость. Фотолюми-
несценция — это люминесценция, возникающая при по-
глощении инфракрасного, видимого или ультрафиоле-
тового света.

Поглощение света

Для объяснения взаимодействия света с веществом
используют две модели: волновую и корпускулярную.
С помощью волновой модели можно объяснить явле-
ния, при которых не происходит поглощения света,—
отражение, преломление, дифракция. По теории Макс-
велла, электромагнитные колебания представляют со-
бой изменяющиеся электрическое и магнитное поля,
которые колеблются во взаимно перпендикулярных на-
правлениях и перпендикулярно направлению распро-
странения волны. Согласно этой теории взаимодейст-
вие света с веществом — это взаимодействие электри-
ческого поля волны с электронами атомов. Каждая
волна имеет определенную частоту v и длину волны К.
Эти величины связаны соотношением:

где с — скорость света в вакууме (-3-1010 см/с).
Поглощение и испускание света описываются кор-

пускулярной теорией, согласно которой лучистая энер-
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гия может поглощаться только определенными пор-
циями, или квантами. Энергия Е, переносимая одним
квантом (фотоном), равна

E = hv = hc/h,
г д е h — постоянная Планка П о э т о м у монохроматический пучок света характеризуется н е

только длиной волны, но также и энергией фотона.
В фотохимии и фотолюминесценции очень важно знать
количество света, поглощенное системой. Для характе-
ристики количества света используют единицу, равную
6,023-1023 квантам. Эта единица называется Эйнштейн.
Если система поглощает 1 Эйнштейн света, то проис-
ходит превращение 1 моля вещества при условии, что
на 1 поглощенный квант реагирует 1 молекула. Вели-
чина эйнштейн различна для разных участков спектра
электромагнитных волн (табл. 3.1). В фотохимии и
люминесценции наиболее часто используются единицы:
с-1 — для частоты; нм или А — для длины волны (К=
= c/v, где с — скорость распространения излучения);
см~' — для волнового числа кДж/моль и
эВ — для энергии. В табл. 3.2 показана связь между
этими величинами.



В фотохимии используют преимущественно свет
ультрафиолетовой и видимой областей спектра. При
поглощении в этом диапазоне возбуждаются внешние
электроны молекулы, которые осуществляют химиче-
скую связь и возбуждение которых приводит к химиче-
скому превращению. Эти области наиболее существен-
ны и в фотолюминесценции.

Поглощение монохроматического пучка света гомо-
генной поглощающей средой подчиняется закону Лам-
берта—Бера:

где /о — энергия (или число квантов) монохроматиче-
ского света, падающего за единицу времени на перед-
нюю поверхность слоя вещества; / — энергия, прошед-
шая через слой вещества за единицу времени; / — тол-
щина слоя, см; с —концентрация вещества, моль/л;
е — молярный коэффициент поглощения (экстинкции),
л/(моль-см). Коэффициент поглощения зависит от ве-
щества, длины волны света и температуры. Величина
lg (/о//) называется оптической плотностью раствора.
Она пропорциональна концентрации поглощающих ча-
стиц и обладает свойством аддитивности. Зависимость
величины е или ее логарифма от длины волны или чач
стоты поглощаемого света представляет собой спектр

, поглощения данного вещества.
Закон Ламберта—Бера выведен в предположении,

что вероятность поглощения пропорциональна числу
бимолекулярных столкновений квантов света и погло-
щающих тиолекул, причем принимается, что при всех
концентрациях взаимодействие между молекулами
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пренебрежимо мало. Для большинства систем в • рас-
творе этот закон удовлетворительно выполняется. На-
блюдаемые иногда отклонения обусловлены ассоциа-
цией молекул и другими, более тонкими эффектами.
Например, если вещество, спектр поглощения которого
состоит из очень узких линий или полос, освещают
светом с довольно широкой полосой, то при этом не
выполняется одно из главных условий— постоянство
коэффициента поглощения в полосе длин волн исполь-
зуемого света. Закон Ламберта — Бера не выполняется
и в тех случаях, когда интенсивность падающего света
очень велика. При этом значительная часть молекул
будет находиться в возбужденном состоянии. При из-
-мерениях поглощения в жестких средах и низкой тем-
пературе могут накапливаться триплетные молекулы в
больших концентрациях, поскольку они имеют боль-
шое время жизни. В этом случае отклонения от зако-
на Ламберта—Бера будут наблюдаться и при умерен-
ных интенсивностях падающего света.

Для характеристики интенсивности поглощения ча-
сто используется сила осциллятора:

(/ — безразмерная величина).
Сила осциллятора характеризует интегральную ин-

тенсивность поглощения по всей полосе в отличие от
коэффициента поглощения, который характеризует ин-
тенсивность поглощения лишь на одной длине волны.

Возбужденные электронные состояния

Спектральная область, обычно используемая для
абсорбционных и люминесцентных измерений (200—
800 нм), соответствует электронным переходам в мо-
лекуле. Поглощение молекулой кванта света в этой об-
ласти спектра приводит к переходу электрона на бо-
лее высокий энергетический уровень. Процессы, проис-
ходящие при взаимодействии излучения с молекулой,
можно иллюстрировать с помощью кривых потенци-
альной энергии, соответствующих основному и возбуж-
денному состояниям.

На рис. 3.1 представлены различные уровни потен-
циальной энергии двухатомной молекулы. Потенци-
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альная энергия низшего энергетического уровни, или
основного состояния, изображается кривой S0- энерге-
тические уровни, соответствующие разным колебатель-
ным состояниям молекулы в этом электронном состоя-
нии, обозначены цифрами О, 1, 2, 3, 4. Поглощение

света происходит за
это время с о о т в е т с т в у е т периоду ко-

лебаний световой вол-
ны. За время поглоще-
ния света молекулой
заметно не изменяют-
ся ни положение, ни
импульсы ядер ато-
мов молекулы. Таким
образом, взаимное рас-

| положение ядер до ак-
та поглощения света и
сразу после него оди-
наково

Изменение потен-
циальной энергии элек-Рис. 3.1. Кривые потенциальной энер-гии основного So и возбужденного тронно возоужден-

St состояний двухатомной молекулы ного состояния в за-
АВ висимости от рас-

стояния между я д р а м и атомов представлено кривой Si. Энергия

связи в возбужденном состоянии уменьшается по
сравнению с основным состоянием, поэтому положение
равновесия в возбужденном состоянии отвечает боль-
шему межъядерному расстоянию, нежели в основном
состоянии. Наиболее вероятное межъядерное расстоя-
ние для молекулы на нулевом колебательном подуров-
не соответствует средней точке CD или #S. Для более
высоких колебательных подуровней наиболее вероят-
ные межъядерные расстояния соответствуют точкам
пересечения потенциальных кривых с горизонтальными
линиями, соответствующими энергии колебательных
подуровней. Вероятность переходов при поглощении и
испускании определяется принципом Франка—Кондо-
на. Этот принцип гласит, что наиболее вероятен такой
переход, при котором не изменяются ни положение
ядер, ни их кинетическая энергия. Такой переход мож-
но представить вертикальной линией ЕР на рис. 3.1.
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Другие переходы, как более длинноволновые, так и
более коротковолновые, имеют меньшую вероятность.

Молекула в основном состоянии S0, описываемом
волновой функцией фо, может поглотить свет с часто-
той v, если существует состояние Sn, описываемое
волновой функцией -ф„ и имеющее более высокую
энергию, чем состояние So, так что

и момент перехода

не равен нулю. В этом случае вероятность поглощения
пропорциональна величине Для фотохимии и спектроскопии наиболее важны

следующие три типа электронных переходов: 1) спон-
танное испускание; 2) вынужденное испускание; 3) вы-
нужденное поглощение.

Последние два процесса происходят при наличии
внешнего электромагнитного поля. Спонтанное погло-
щение, соответствующее самопроизвольному переходу
системы с более низкого уровня энергии на более вы-
сокий, в отсутствие внешнего поля не имеет места.

Интенсивность вынужденного поглощения характе-
ризуется энергией, поглощаемой молекулой за единицу
времени:

где р — плотность излучения частоты v, действующего
на поглощающее вещество; NI—N2 — разность между
числом молекул в единице объема в начальном (Si) и
конечном состояниях — вероятность перехода
из состояния Si в состояние S2 при поглощении фото-
на vh. Для электронных переходов при обычных усло-
виях Из возбужденного состояния S2 молеку-
ла может перейти в состояние Si путем спонтанного
либо вынужденного испускания. Интенсивность испу-
скания определяется выражением:

где NZ — число возбужденных молекул в поле излуче-
ния, плотность которого равна р; А%\ — вероятность
спонтанного испускания из состояния S2 в Si, т. е. чи-
сло переходов в единицу времени из состояния S2 в
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— вероятность вынужденного испускания. При
обычных условиях вынужденным испусканием можно
пренебречь, т. е.
Вероятности А2\, В^, В2г и момент перехода R12 свя-

заны следующими соотношениями:

где gi и g2— величины, характеризующие вырождение
состояний Si и S2 соответственно. Из уравнений (3.8)
и (3.9) видно, что вероятность излучательных элек-
тронных переходов между двумя состояниями зависит
от величины момента перехода. Величина момента пе-
рехода определяет также силу осциллятора:

В классической физике ее трактуют как эффектив-
ное число электронов, колебания которых приводят к
данным полосам поглощения или испускания.

Для излучательных переходов существуют правила
отбора, определяемые также величиной момента пере-
хода. В приближении Борна—Оппенгеймера полную
энергию молекулы можно выразить в виде суммы
электронной, колебательной и спиновой энергий:

а полную волновую функцию можно представить в
виде произведения ядерной, электронной и спиновой
волновых функций. Тогда момент перехода выра-
жается следующим образом:

Первый член —это интеграл перекрывания волновых

функций колебаний ядер. Второй член —спиновый ин-
теграл перекрывания. Его величина зависит от началь-
ного и конечного спиновых состояний электрона. Тре-
тий член называется электронным моментом перехода,
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Его величина зависит от симметрии и величины пере-
крывания начальной и конечной пространственных ор-
биталей. Таким образом, момент перехода является
произведением трех отдельных интегралов и равен
нулю, если равен нулю хотя бы один из этих интегра-
лов. При этом вероятность перехода также равна
нулю. Такой переход называется запрещенным в про-
тивоположность разрешенным переходам, для которых
момент перехода отличается от нуля. Правила запре-
та имеют приближенный характер. Запрещенные пере-
ходы все же можно наблюдать, хотя их интенсивность
много меньше интенсивностей разрешенных переходов.
Факторы запрета составляют: для запрета по спину —

, для запрета по координате (колебания
я д е р ) , д л я запрета п о симмет-
рии (перекрывание пространственных орбиталей) —

При поглощении света молекула переходит на
один из колебательных подуровней возбужденного
электронного состояния (см. рис. 3.2). Молекула,
имеющая энергию, соответствующую верхним колеба-
тельным подуровням любого возбужденного состояния,
быстро теряет избыток колебательной энергии при
столкновениях с окружающими молекулами. Это про-
цесс колебательной релаксации. Безызлучательный пе-
реход между электронными состояниями одинаковой
мультиплетности называется внутренней конверсией.
Внутренняя конверсия из нижнего колебательного под-
уровня первого электронно-возбужденного состояния в
основное — сравнительно медленный процесс (
—109 с-1). Поэтому в первом возбужденном состоянии
наблюдаются процессы испускания и фотохимического
превращения, даже если их скорость не очень велика.
Другим безызлучательным процессом, конкурирующим
с испусканием света, является интеркомбинационная
конверсия: безызлучательный переход между
состояниями разной мультиплетности. Нижний колеба-
тельный подуровень нижнего триплетного состояния
несколько опущен по отношению к нижнему колеба-
тельному подуровню первого электронно-возбужденно-
го синглетного состояния, некоторые же из более вы-
соких находятся на одном уровне с ним. Переход на
один из этих высоких колебательных подуровней ниж-
него триплетного состояния и представляет собой ин-
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теркомбинационную конверсию. Наиболее важны Два
вида интеркомбинационной конверсии: переходы Si->-
-*-Т\ и Ti^-S0. Константа скорости интеркомбинацион-
ной конверсии из нижнего электронно-возбужденного
синглетного состояния в триплетное — один из важ-
нейших параметров kST^l06— 10й с-1. Процесс jTi-»-So
в 106—109 раз медленнее, чем первый.

Флуоресценция и фосфоресценция
Флуоресценция — это излучательный переход меж-

ду двумя состояниями одинаковой мультиплетности.
Флуоресценция наблюдается в жидкой, твердой и га-
зовой фазах. При комнатной температуре практически
все молекулы находятся на нулевом колебательном
подуровне основного состояния, поэтому поглощение

происходит с этого уровня.
Испускание флуоресценции
происходит с нулевого коле-
бательного подуровня первого
возбужденного состояния. По-
этому общим переходом в пог-
лощении и испускании являет-
ся переход между нулевыми
колебательными подуровнями
основного и возбужденного сос-
тояний — так называемый
О — О-переход. Энергия О —
О-перехода наименьшая в по-
глощении и наибольшая в ис-
пускании. Частоту О—О-пере-
хода нетрудно найти по час-
тоте, соответствующей пере-
сечению спектров поглощения
и испускания. Для сложных
молекул О—О-переход в спе-
ктре флуоресценции находится
при несколько меньшей ча-

стоте, чем О—О-переход в спектре поглощения. Это
становится понятным, если учесть сольватацию моле-
кулы флуорофора в основном и электронно-возбужден-
ном состояниях молекулами растворителя в результа-
те диполь-дипольного взаимодействия. При возбужде-
нии изменяются постоянный дипольный момент и по-
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ляризуемость, поэтому изменяется и степень сольвата-
ции. При поглощении света молекулой в жидкости
при комнатной температуре ориентация молекул рас-
творителя не изменяется, и сразу после возбуждения
молекула оказывается в неравновесном состоянии
сольватации, имеющем большую энергию, чем равно-
весное (переход ab, рис. 3.2). В растворителях с обыч-
ной вязкостью при комнатной температуре происходит
быстрая релаксация возбужденной молекулы в равно-
весное состояние (с) с меньшей энергией до акта ис-
пускания света. При излучательном переходе возбуж-
денной молекулы в основное состояние она попадает
в состояние сольватации, соответствующее равновес-
ной конфигурации электронно-возбужденного состоя-
ния (d), имеющей большую энергию, чем неравновес-
ная конфигурация основного состояния (а). При ре-
лаксации из d в а возникает равновесная конфигура-
ция основного состояния. Нетрудно видеть, что
О—О-переход в поглощении имеет большую частоту,
чем О—О-переход в испускании. При достаточно низ-
кой температуре и высокой вязкости процесс Ь-*-с про-
текает медленно, испускание происходит из состояния
b или же из какого-либо состояния, промежуточного
между б и с . Разность энергий О—О-переходов при
этом уменьшается.

Спектры поглощения и флуоресценции определя-
ются распределением колебательных подуровней со-
стояний S0 и Si по энергиям. Это распределение часто
одинаково для обоих состояний, поэтому спектр испус-
кания близок к зеркальному отражению спектра по-
глощения, если оба спектра изображены в шкале ча-
стот (правило зеркальной симметрии Левшина). Со-
гласно закону Стокса, длина волны флуоресценции
всегда больше длины волны возбуждающего света.
Однако .имеются примеры антистоксовой флуоресцен-
ции, когда длина волны флуоресценции меньше длины
волны возбуждающего света.

Возбуждение молекулы соответствует переходу
электрона с основного уровня на возбужденный. По-
скольку молекулярные орбитали молекул с четным
числом электронов заполнены парами электронов,
имеющих противоположно направленные спины, то при
переходе электрона на верхнюю орбиталь его спин мо-
жет оказаться ориентированным в том же или в про-
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тивоположном направлении, что и у оставшегося на
нижней орбитали электрона. Если ориентация спина
сохраняется, возбужденное состояние будет иметь тот
же результирующий спиновой момент, что и основное.
При этом мультиплетность сохраняется. Мультиплет-
ность состояния равна л+1, где п — число неспарен-
ных электронов. Если же ориентация спина изменится
на противоположную, изменится и мультиплетность.
Мультиплетность основного состояния большинства
молекул с четным числом электронов равна 1, т. е. это
синглетные состояния. При сохранении мультиплетно-
сти возбужденное состояние тоже будет синглетным.

Если же возбуждаемый электрон меняет направление
сиииа, возбужденное состояние будет триплетным. Та-
ким образом, одному основному состоянию соответ-
ствует набор разных возбужденных состояний — син-
глетных и триплетных (рис. 3.3).

Согласно правилу Гунда, триплетные уровни лежат
ниже, чем соответствующие им синглетные уровни. Из-

.лучательный переход между состояниями разной муль-
типлетности называется фосфоресценцией. Переходы
пмежду состояниями разной мультиплетности теорети-
чески запрещены. В действительности такие переходы
наблюдаются вследствие спин-орбитального взаимо-
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действия Электрон обладает спиновым угловым и
магнитным моментами. При синглет-триплетном пере-
ходе изменяется направление магнитного момента, по-
скольку спин электрона меняется на противополож-
ный Изменение магнитного момента вызывает взаимо-
действие с магнитным полем, возникающим при орби-
тальном .движении заряженного электрона. Можно
сказать что магнитный момент электрона связан с ор-
битальным магнитным полем (отсюда термин «спин-
ообитальное взаимодействие»). В результате спин-ор-
битального взаимодействия спиновой момент перехо-
дит в орбитальный и обратно, несмотря на то, что сум-
марный угловой момент остается постоянным. Поэто-
му в этом случае нельзя говорить о чистых синглетном
и триплетном состояниях, а следует рассматривать
синглетное состояние с некоторой долей триплетного
и наоборот. Таким образом, в результате спин-орби-
тального взаимодействия небольшое количество состоя-
ний синглетного характера примешивается к триплет-
ным состояниям и наоборот, так что перестают суще-
ствовать «чисто» синглетные и триплетные состояния.
И тогда синглет-триплетные переходы можно предста-
вить как переходы между чистыми синглетными и три-
плетными составляющими каждого смешанного состоя-
ния. Если <р и -Щ. — волновые функции «чистых» син-
глетного и триплетного состояний соответственно, то
волновая функция триплетного состояния, образующе-
гося с учетом спин-орбитального взаимодействия, за-
писывается в виде

где sh — r-e синглетное состояние; Ет и 5s —энергии
триплетного и возмущающего синглетного состоянии
соответственно. Аналогичное выражение можно напи-
сать для синглетного состояния. Оператор спин-орби-
тального взаимодействия выражается так:

где L —оператор орбитального углового момента; S —
оператор спинового углового момента,; I — коэффици-
ент, зависящий от поля ядер.
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Молекулы в триплетном состоянии легко теряют
свою энергию в различных безызлучательных процес-
сах. Они могут дезактивироваться молекулами <х не-
спаренными электронами, например кислородом, или
в столкновениях с другими окружающими молекула-
ми. Поэтому фосфоресценция в жидких растворах при
комнатной температуре наблюдается чрезвычайно ред-
ко. Как правило, фосфоресценцию наблюдают в жест-
ких средах или при пониженных температурах. Син-
глет-триплетное поглощение очень слабо. Поэтому за-
селение триплетного уровня производится не прямым
поглощением света в полосе синглето-триплетного пе-
рехода, а путем интеркомбинационной конверсии через
синглетное состояние.

Замедленная флуоресценция

Два излучательных процесса — флуоресценция и
фосфоресценция — отличаются друг от друга, во-пер-
вых, длительностью испускания и, во-вторых, энергией
уровня, с которого происходит испускание. Однако су-
ществует еще один вид испускания, который спек-
трально расположен в области флуоресценции, но
имеет длительность, характерную для фосфоресценции.
В отличие от обычной, быстрой флуоресценции ее на-
зывают замедленной флуоресценцией, поскольку, перед
тем как испустить квант света, молекула некоторое
время находится в триплетном состоянии. Механизм
перехода из состояния Т\ в состояние Si может быть
различным, и в зависимости от этого различают за-
медленную флуоресценцию типа Р и типа Е.

Замедленная флуоресценция типа Р возникает в
результате взаимодействия между триплетными моле-
кулами, одна из которых попадает в возбужденное со-
стояние:

Существенными являются стадии (3.18) и (3.19), где
при взаимодействии возбужденных триплетов одна мо-
лекула образуется в возбужденном состоянии S\, a
другая переходит в основное состояние. Излучатель-
ный переход из состояния S\ и приводит к возникно-
вению замедленной флуоресценции. Хотя флуоресцен-
ция из Si (стадия 3.21) имеет ту же константу скоро-
сти kf, что и быстрая флуоресценция, общая скорость
затухания в этом случае меньше, так как процесс идет
через реакции (3.18) и (3.19).

При низкой интенсивности возбуждающего света,
когда [Т\], а следовательно, и [Т\]2 малы, использо-
вание метода стационарных концентраций позволяет
получить для интенсивности замедленной флуоресцен-
ции (Idf) следующее выражение:

Интенсивность замедленного испускания пропорцио-
нальна квадрату интенсивности падающего света, а
время жизни замедленной флуоресценции равно поло-
вине времени затухания фосфоресценции. Замедлен-
ная флуоресценция наблюдается для нафталина, ан-
трацена, фенантрена. Кинетика затухания флуоресцен-
ции этих углеводородов состоит из двух компонент с
одинаковыми спектрами испускания. Одна компонента
имеет время жизни обычной флуоресценции, а время
жизни второй компоненты равно примерно половине
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времени жизни фосфоресценции. Участие триплетных
состояний в замедленной флуоресценции доказывается
тем, что замедленную флуоресценцию можно индуци-
ровать триплетными сенсибилизаторами. Механизм за-
медленной флуоресценции этого типа был установлен
сначала для раствора пирена, поэтому ее называют
замедленной флуоресценцией типа Р. Замедленная
флуоресценция такого типа наблюдается в газах, рас-
творах, твердых стеклах и даже кристаллах. В твер-
дых стеклах и кристаллах диффузия триплетов за-
труднена или невозможна и в этом случае испускание,
вероятно, обусловлено миграцией экситонов. При та-
кой форме переноса энергия возбуждения «прыгает»
от молекулы к молекуле. В конце концов взаимодей-
ствие дву* соседних триплетов приводит к замедленно-
му испусканию.

Замедленная флуоресценция типа Е возникает за
счет термической активации триплетных молекул:

Г терм, акт v о hv _ о
1 ———————*" "1 """*" &Q-

Поскольку замедленную флуоресценцию такого типа
впервые наблюдали у эозина, ее называют замедлен-
ной флуоресценцией типа Е. Для замедленной флуо-
ресценции этого типа характерны следующие особен-
ности:
1) спектры испускания быстрой и замедленной флуо-

ресценции совпадают;
2) T/d/=Tp;
3) /<у«/ (интенсивность флуоресценции пропорцио-

нальна первой степени интенсивности поглощенного
света);

4) отношение интенсивностей замедленной флуорес-
ценции и фосфоресценции уменьшается экспоненци-
ально с увеличением синглет-триплетного расщеп-
ления и понижения температуры.
При низких температурах замедленная флуорес-

ценция этого типа отсутствует. Эти факты можно объ-
яснить с помощью рис. 3.4. Триплетные молекулы об-
разуются на нулевом колебательном подуровне в ре-
зультате поглощения света молекулой в основном со-
стоянии, последующей интеркомбинационной конвер-
сии и колебательной релаксации. Термическая актива-
ция и последующая обратная интеркомбинационная
конверсия (Ti—)-Si) приводят к образованию возбуж-
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денных синглетов, которые затем претерпевают излу-
чательный переход в основное состояние:

где <р/ — квантовая эффективность флуоресценции. От-
сюда

Экспериментально измеренная энергия активации ДЕ
соответствует синглет-триплетному расщеплению, по-
лучаемому из спектроскопических данных, a kiK^k''isc.

Термически активированная замедленная флуорес-
ценция в основном характерна для соединений (эози-
на, флуоресцеина, акрифлавина и профлавина), у ко-
торых синглет-триплетное расщепление мало (20—
40 кДж/моль). Для ароматических углеводородов та-
кой механизм замедленной флуоресценции не характе-
рен вследствие большой величины S—Г-расщепления.
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Явление замедленной флуоресценции служит мощным
средством для исследования свойств триплетов, кон-
центрация которых в растворах мала. Кроме того, с
помощью измерения замедленной флуоресценции мож-
но получать информацию о скоростях всех трех про-
цессов интеркомбинационной конверсии, а также непо-
средственно наблюдать триплет-триплетное тушение.

Перенос энергии.
Сенсибилизированная флуоресценция

Одной из разновидностей испускания является сен-
сибилизированная флуоресценция, которая наблюдает-
ся при переносе энергии между синглетными состоя-
ниями. Явление переноса энергии заключается в том,
что молекула донора D* переходит из возбужденного
состояния в основное, одновременно передавая свою
энергию молекуле акцептора А, которая при этом пе-
реходит в возбужденное состояние:

D* + A->D+A*. (3.25)
При переносе энергии наблюдается тушение флуорес-
ценции донора D* и появляется испускание акцептора
А* или происходят фотохимические реакции А*. Хотя
возбуждающий свет поглощается донором D, в воз-
бужденном состоянии оказывается акцептор А. Про-
цессы, в которых возбужденные молекулы образуются
за счет переноса энергии, называются сенсибилизиро-
ванными. Перенос энергии происходит эффективно,
если энергия возбужденного состояния А* меньше
энергии D*.

Перенос энергии может происходить по двум меха-
низмам: 1) излучательному (реабсорбция) и 2) безыз-
лучательному. Между обоими механизмами имеются
два существенных различия. Безызлучательный пере-
нос происходит перед процессом испускания молекулы
донора и эффективен на ограниченном расстоянии, в
то время как реабсорбция может происходить на боль-
ших расстояниях. Условия, благоприятствующие пере-
носу энергии: а) большое перекрывание первой поло-
сы поглощения акцептора с полосой испускания доно-
ра; б) высокий выход флуоресценции донора; в) боль-
шая эффективность поглощения света акцептором в
полосе испускания донора. Роль донора и акцептора
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могут играть молекулы одного и того же вещества при
условии хорошего перекрывания его спектров погло-
щения и флуоресценции. В этом случае используется
термин «миграция энергии».

Излучательный перенос энергии происходит при по-
глощении акцептором фотонов, испущенных донором:

Излучательный и безызлучательный механизмы пере-
носа различают по зависимости времени жизни флуо-
ресценции донора от концентрации акцептора. При из-
лучательном переносе время жизни флуоресценции до-
нора не изменяется или слегка возрастает, при безыз-
лучательном переносе — уменьшается. Из-за кажу-
щейся простоты излучательного переноса энергии его
иногда называют «тривиальным». Скорость излуча-
тельного переноса vrt в растворе можно представить
следующим образом:

где / — расстояние, на котором происходит перенос
энергии; FD(V)—спектр испускания донора D; EA(V) —
спектр поглощения акцептора А, изображенные в шка-
ле волновых чисел.

Рассмотрим более подробно механизм безызлуча-
телыюго переноса. Возможны два типа переноса:
1) перенос между молекулами происходит на расстоя-
нии, значительно превышающем их диаметры столк-
новения; 2) перенос происходит только при непосред-
ственном контакте молекул, т. е. расстояние между
центрами молекул равно сумме их молекулярных ра-
диусов.

Скорость переноса энергии по первому механизму
не лимитируется диффузией и не зависит от вязкости
даже при переходе от жидких растворов к твердым.
Для тушения по этому механизму не требуется диф-
фузии или непосредственной встречи молекул за вре-
мя жизни возбужденного состояния (рис. 3.5). Этот
тип переноса называют резонансным.

Скорость переноса по второму механизму опреде-
ляется диффузией молекул в растворе и должна умень-
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Шаться при уменьшении скорости диффузии, например
при увеличении вязкости среды.

При объяснении резонансного механизма безызлу-
чательного переноса энергии используют два подхода.
При классическом подходе электронные системы мо-
лекул D* и А рассматривают как осцилляторы, спо-

собные колебаться с общей частотой v. Осциллирую-
щие электрические заряды молекул D* и А взаимодей-
ствуют друг с другом как два диполя. Энергия взаи-
модействия двух диполей обратно пропорциональна
третьей степени расстояния между их центрами. При
сближении молекул А и D* существует определенная
вероятность того, что до испускания фотона молекула
D* передаст свою энергию возбуждения молекуле А.
Происходит своего рода индукция, отсюда такой ме-
ханизм переноса иногда называют индуктивно-резо-
нансным. С квантовомеханической точки зрения резо-
нансный механизм переноса энергии — это слабое
межмолекулярное диполь-дипольное взаимодействие на
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больших расстояниях между молекулами D* и А. Ве-
роятность переноса в этом случае выражается так:

где фо'фд и "фо^д* — волновые функции соответственно
начального и конечного состояний системы; р — плот-
ность взаимодействующих состояний; Ж — гамильто-
ниан диполь-дипольного взаимодействия между на-
чальным и конечным состояниями. Если энергии воз-
бужденных состояний молекул А и D одинаковы, то
два состояния, описываемые волновыми функциями
'фгН'А и %>^А*, являются вырожденными. Имеется
определенная вероятность того, что энергия от одного
из вырожденных состояний перейдет к другому. По-
добное взаимодействие происходит между моментами
перехода, которые также определяют свойства погло-
щения и испускания индивидуальных молекул. Это
взаимодействие является наибольшим, если соответ-
ствующие дипольные переходы в молекуле D* при ис-
нускании и в молекуле А при поглощении разрешены,
т. е. в случае синглет-синглетных переходов. Констан-
га скорости переноса энергии по диполь-дипольному
механизму выражается следующим уравнением:

где v — волновое число; ел — молярный коэффициент
зкстинкции акцептора; FD(v) — спектр испускания до-
нора в шкале волновых чисел, нормированный на еди-
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ницу /т. е. f.FD(v)dv = l]; <f>0 — квантовый выход

флуоресценции донора; TD — время затухания флуорес-
ценции; п — показатель преломления растворителя;
R — расстояние между D и А, выраженное в нано-метрах.

Эффективность межмолекулярного диполь-диполь-
ного переноса характеризуют критическим расстоя-
нием—расстоянием между донором и акцептором, на
котором вероятность переноса равна вероятности спон-
танной дезактивации. Это расстояние рассчитывают по
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формуле Ферстера:

Все обозначения аналогичны обозначениям форму-
лы (3.28).

Рассчитанные расстояния находятся в пределах
50—100 А, что значительно превышает диаметр соуда-
рения. Это свидетельствует о том, что перенос энергии
не является диффузионным процессом. Процессы пе-
реноса энергии необходимо учитывать при изучении
тушения флуоресценции. Если эффективность флуорес-
ценции донора высока, а положение полосы поглоще-
ния тушителя благоприятствует переносу энергии, то,
чтобы можно было пренебречь его влиянием на интен-
сивность флуоресценции, необходимо снизить концен-
трацию тушителя до 10~4 моль/л или меньше. По резо-
нансному механизму осуществляется синглет-синглет-
ный перенос энергии. Для некоторых систем обнару-
жен резонансный перенос энергии между триплетным
состоянием донора и синглетным состоянием акцеп-
тора:

DHA-^Do+A1.
Хотя скорость триплет-синглетного переноса энер-

гии незначительна (поскольку он запрещен по спину),
при определенных условиях процесс переноса возбуж-
дения от долгоживущего триплетного донора на син-
глетный уровень акцептора может конкурировать с
другими процессами дезактивации триплетного состоя-
ния донора. Этот запрещенный процесс начинает иг-
рать существенную роль только тогда, когда осталь-
ные конкурирующие процессы дезактивации возбуж-
денного состояния также запрещены. Из уравнения
(3.28) видно, что если разрешен переход в молеку-
ле А, то, несмотря на запрещение перехода в молеку-
ле D*, резонансный перенос энергии может происхо-
дить с большой вероятностью, поскольку большее
время жизни компенсирует малую скорость переноса.
Другая ситуация получается, если запрещен поглоща-
тельный переход в молекуле А, но разрешен излуча-
тельный переход в молекуле D* (синглет-триплетный
перенос). В этом случае перенос энергии по резонанс -
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ному механизму невозможен из-за малого времени
жизни молекулы D* и малой скорости переноса воз-
буждения.

Второй тип безызлучательного переноса энергии
осуществляется при непосредственном контакте взаи-
модействующих молекул, когда электронные оболочки
находящихся рядом молекул D* и А перекрываются.
При перекрывании электронных оболочек электроны
становятся неразличимыми, и «возбужденный» элек-
трон молекулы D* может оказаться в молекуле А, а
«невозбужденный» электрон переходит от-А к D. Про-
исходит своего рода обмен электронами, поэтому этот
тип переноса возбуждения называется обменным. При
описании обменного переноса энергии в уравнении (3.27)
оператор возмущения Н включает члены, характери-
зующие электронное обменное взаимодействие. Кон-
станта скорости переноса энергии по обменному меха-
низму выражается соотношением:

где R — расстояние между донором D* -и акцепто-
ром A; L — величина, пропорциональная обменному
интегралу (уравнение (3.27)); FD(v) и eA(v) —норми-
рованные на единицу спектры испускания донора и
поглощения акцептора. Величина &D*-+A* не зависит
от силы осцилляторов обоих переходов (в противопо-
ложность диполь-дипольному взаимодействию). По-
скольку в уравнение (3.30) входит экспоненциальный
член, можно сделать вывод, что перенос энергии по
обменному механизму происходит на небольших рас-
стояниях— 10—15 А. Перенос энергии по обменному
механизму можно представить схемой:

D* + A-*-(D...A*)-»-D+A*. (3.31)
Если предположить образование бимолекулярного про-
межуточного продукта, который может быть либо эк-
сиплексом, либо комплексом столкновения, перенос
энергии должен подчиняться правилу сохранения спи-
на Вигнера, которое гласит: если при столкновении
Двух, реагирующих частиц А и В со спинами SA и 5В
образуются продукты X и Y со спинами Sx и SY, то
спин переходного состояния или комплекса столкнове-
ния может принимать только одно из следующих зна-
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а переходное состояние, приводящее к образованию
продуктов, должно иметь только одно из следующих
значений спина:

Поэтому, чтобы данный процесс был разрешен по спи-
ну, эти две последовательности должны иметь общий
член. По обменному механизму могут происходить син-
глет-синглетный и триплет-триплетный переносы энер-
гии. Как и синглет-синглетный перенос энергии, три-
плет-триплетный перенос широко распространен. При
переносе энергии от триплета к триплету наблюдается
сенсибилизированная фосфоресценция. Этот вид пере-
носа используют для заселения триплетных уровней
акцепторов, которые трудно заселить другим путем, а
также для обнаружения триплетных состояний некото-
рых соединений, имеющих малый выход фосфорес-
ценции.

Исходя из спинового запрета возможны следующие
типы переноса энергии по индуктивно-резонансному и
обменному механизмам:

Поляризация флуоресценции
Важной характеристикой фотолюминесценции яв-

ляется поляризация люминесценции. Каждую молеку-
лу можно рассматривать как колебательный контур —
элементарный осциллятор, который способен погло-
щать и испускать излучение не только вполне опреде-
ленной частоты, но и с определенной плоскостью ко-

лебания. Если на вещество действует поляризованный
свет, 0н преимущественно возбуждает молекулы, в ко-
торых направление колебания осциллирующих дипо-

совпадает с направлением электрического вектора
возбуждающего светового пучка. Поэтому, несмотря
иа то что молекулы в растворе ориентированы хаотич-
но, возбуждению подвергаются лишь те из них, кото-
рые обладают соответствующей ориентацией. Если
время жизни возбужденного состояния велико по
сравнению со временем, необходимым для дезориента-
ции молекул вследствие вращения, этот процесс дез-
ориентация происходит еще до появления заметной
флуоресценции. Если же скорость вращательного дви-
жения мала по сравнению со скоростью излучательно-
го процесса, свет флуоресценции испускается до завер-
шения дезориентации. При этом осцилляторы, ответ-
ственные за флуоресцентное излучение, ориентирова-
ны в той же плоскости, в которой они были ориентиро-
ваны в момент поглощения, так что флуоресцентное
излучение оказывается частично поляризованным.
В очень вязких растворителях даже малые молекулы
могут сохранять ориентацию за время испускания
флуоресценции. Крупные молекулы, такие, как белки,
сохраняют свою ориентацию в течение периода време-
ни, достаточно большого по сравнению со временем
испускания флуоресценции, поэтому их флуоресценция
частично поляризована. Степень поляризации флуо-
ресценции определяется по формуле:

где рп — интенсивность флуоресценции, намеренная
при помощи двух поляризующих устройств (одно в
пучке возбуждающего, другое в пучке испускаемого
света) с параллельной ориентацией плоскости поляри-
зации; Fj_ — интенсивность флуоресценции, измерен-
ная при помощи этих устройств с перпендикулярной
ориентацией плоскости поляризации.

Поляризационные измерения используются для
определения времени вращательной релаксации, раз?
меров больших молекул, времени флуоресценции и
переноса энергии синглетного возбуждения между мо-
лекулами в растворе,
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§ 2. КИНЕТИКА ФОТОЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ

Скорости переходов

При изучении фотолюминесценции необходимо
знать временные характеристики излучательных и кон-
курирующих с ними безызлучательных процессов дез-
активации возбужденных состояний. Для излучатель-
ных процессов характерны следующие временные ин-
тервалы. Поглощение и испускание фотонов происхо-
дит за время порядка одного колебания световой вол*
ны, т. е. около 10~15 с. Значения времени жизни ниж-
него возбужденного синглетного состояния лежат в
пределах от КН1 с (для я*-я-переходов) до 10~6 с
(для л*-п-переходов). Время фосфоресцентных состоя-
ний находится в пределах от 10~3 до 102 с. Безызлуча-
тельные переходы из верхних возбужденных состояний
происходят за время порядка 10~12 с. Скорость внут-
ренней конверсии с нижнего возбужденного синглета
в основное состояние часто сравнима со скоростью
флуоресценции. Интеркомбинационная конверсия из
нижнего синглетного состояния протекает за время по-
рядка излучательного времени флуоресценции. Интер-
комбинационные переходы из триплета в основной
синглет происходят сравнительно медленно (10~4—
102 с в зависимости от условий).

Процессы испускания света и внутримолекулярные
безызлучательные процессы являются процессами пер-
вого порядка с константами скорости, обратными вре-
мени жизни. Значения времени жизни нижнего воз-
бужденного синглетного состояния и нижнего триплет-
ного состояния достаточно велики, чтобы при встрече
с другими молекулами произошла химическая реакция
или дезактивация (тушение люминесценции). Эти про-
цессы имеют второй порядок, однако поскольку кон-
центрация тушащего вещества во много раз выше
концентрации возбужденных молекул, их характери-
зуют константой скорости первого порядка kq [Q], где
kq — бимолекулярная константа скорости, a [Q]—кон-
центрация тушащих молекул. С внутренней конвер-
сией из верхних состояний конкурируют лишь очень
быстрые химические превращения этих состояний.
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Эффективность и время затухания
флуоресценции

В энергию люминесценции превращается не вся по-
глощенная энергия возбуждающего света. Эффектив-
ность процесса преобразования возбуждающей энер-
гии в энергию люминесценции характеризуется выхо-
дом люминесценции. Энергетическим выходом люми-
несценции называется отношение энергии, испускае-
мой в виде люминесценции, к поглощенной энергии
%=Е/А, где — энергетический выход; Е — энергия
люминесценции; А — поглощенная энергия возбужде-
ния. Квантовым выходом люминесценции называется
отношение числа испускаемых при люминесценции
квантов к числу поглощенных квантов возбуждающего
света: ф=/гг/яа. Выход флуоресценции или ее эффек-
тивность иногда определяют как отношение скорости
испускания флуоресценции к скорости поглощения
света.

Рассмотрим следующую схему (3.33):
П р о ц е с с С к о р о с т ь

1. Возбуждение А + Av -> А* 1а
kf

2. Испускание флуоресценции А* -*• А + hv' kf [A*]
kic

3. Внутренняя конверсия А* -*• A he [A*]
kisc

4. Интеркомбинационная конверсия А*—»АГ kt-sc[A*]
kq5. Тушение флуоресценции A*+Q -»• B+Q' kq [A*] [Q]

ki6. A*+Q ->-B*+Q'
7. A*+A-*A3 или АА*

Тушение по уравнению (5) в этой схеме — это так на-
зываемое неадиабатическое тушение, поскольку в ре-
зультате взаимодействия возбужденной молекулы А*
с молекулой тушителя образуется невозбужденная мо-
лекула В. Уравнение (6) описывает адиабатическое
тушение, поскольку в результате взаимодействия воз-
бужденной молекулы А* с тушителем Q образуется
возбужденная молекула В*. Если в качестве тушите-
ля выступает невозбужденная молекула А, то говорят
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о концентрационном тушении флуоресценции, в ре-
зультате которого получается либо невозбужденный
димер А2, либо возбужденный димер АА* — эксимер.
Вообще процессы тушения довольно разнообразны.
Сюда относятся процессы тушения при фотохимиче-
ских реакциях, концентрационное тушение, тушение
тяжелыми атомами, тушение за счет переноса энергии
и т. д.

Предположим, что жидкий раствор облучается
пучком света постоянной интенсивности. Если оптиче-
ская плотность достаточно мала, скорость поглощения
света /а будет постоянной по всему объему. За время,
существенно большее времени жизни флуоресценции,
устанавливается стационарное состояние, в котором
скорость образования синглетных возбужденных моле-
кул уравновешивается скоростью их исчезновения.
Если в высших синглетных возбужденных состояниях
не происходит ни фотохимических реакций, ни интер-
комбинационной конверсии, скорость образования А*
равна скорости поглощения света и можно записать:

Полная скорость испускания флуоресценции равна
kf[A*]:

(3.35)
Следовательно, эффективность флуоресценции <р/
равна:

Если выключить возбуждающий свет, флуоресценция
затухает по экспоненциальному закону со временем
жизни т?. Время жизни возбужденного состояния опре-
деляется как время, за которое первоначальное коли-
чество возбужденных состояний уменьшается в е раз.
Поскольку

Воемя жизни г выражается также уравнением:

Это так называемое истинное время жизни, <р/ = #/г.
Радиационное время жизни тг возбужденного состоя-
ния— время жизни этого состояния в отсутствие лю-
бых безызлучательных процессов дезактивации:

Тушение флуоресценции

Установим связь между квантовым выходом флуо-
ресценции и концентрацией тушителя. В отсутствие ту-
шителя

Интенсивность флуоресценции / пропорциональна
квантовому выходу флуоресценции. Следовательно, от_-
ношение интенсивности флуоресценции в отсутствие
добавленного тушителя /0 к интенсивности флуорес-
ценции / при данной концентрации тушителя равно
отношению квантовых выходов флуоресценции, если
форма спектра флуоресценции при тушении сохра-
няется:

/о//=Фо/<р= 1 + KJQ]= 1 + Vo[Q]. (3.441
Соотношение (3.44) называется уравнением Штерна—
Фольмера. Оно позволяет определить константу ско-
рости реакции тушения kq по изменению относительной
интенсивности флуоресценции ///0 в зависимости от
концентрации тушителя. Абсолютные значения интен-
сивности флуоресценции не требуются, что значительно
упрощает измерения.
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При выводе уравнения Штерна—Фольмера предпо-
лагалось, что каждое столкновение приводит к туше-
нию флуоресценции. Однако образование возбужден-
ного комплекса столкновения может происходить обра-
тимым путем. Тогда схема выглядит следующим об-
разом:

где k\ — константа скорости контролируемого Диффу-
зией образования возбужденного комплекса A*...Q;
k-i — константа скорости обратной реакции; k2 — кон-
станта скорости реакции образования продукта. Урав-
нение Штерна—Фольмера в этом случае имеет вид:

Т в _ | " — А

Рассмотренное тушение происходит в результате реак-
ции в возбужденном состоянии и называется поэтому
динамическим тушением.

Тушение флуоресценции может происходить также
в результате образования в основном состоянии не-
флуоресцирующего комплекса A...Q (статическое ту-
шение). При статическом тушении в основном состоя-
нии устанавливается равновесие:

Тогда концентрация свободных молекул А будет равна:

где [А0]—исходная концентрация А; К — константа
равновесия. Если комплексы А... Q не флуоресцируют,
а их спектр поглощения близок к спектру поглоще-
ния А, возбуждающий свет будет поглощаться как
свободными, так и связанными в комплекс молекула-
ми А, а флуоресцировать будут лишь свободные моле-
кулы А. Для квантового выхода флуоресценции в этом
случае нетрудно получить выражение:

При тушении флуоресценции по динамическому и
статическому пути общая схема выглядит следующим
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Иногда необходимо отделить динамический меха-
низм тушения от статического. Для этого исследуют
зависимость времени жизни возбужденных молекул
от концентрации тушителя. Уменьшение времени жиз-
ни возбужденных молекул при увеличении концентра-
ции тушителя свидетельствует о динамическом меха-
низме тушения, а независимость времени жизни от
концентрации тушителя указывает на преобладание
статического механизма тушения. Количественно ста-
тический и динамический механизмы разделяют, сопо-
ставляя зависимость относительного квантового выхо-
да флуоресценции <ро/Ф и относительного значения вре-
мени жизни возбужденных молекул WT от концентра-
ции тушителя:

Используя зависимости (3.49), можно определить
константы тушения флуоресценции по статическому и
динамическому механизмам. Для статического меха-
низма константа тушения представляет собой констан-
ту равновесия образования комплекса в основном со-
стоянии.

В твердых растворах тушение флуоресценции в
ряде случаев описывается уравнением Перрена:

где ф0 и <р — квантовый выход флуоресценции флуоро-
фора в отсутствие и в присутствии тушителя Q соот-

4ветственно; V = — nRs (R — радиус сферы тушения,
О

который зависит от размеров взаимодействующих мо-
лекул, но не от их концентрации в растворе). Этот ме-
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ханизм предполагает, что тушение возбужденной мо-
лекулы происходит в объеме V. Как только молеку-
ла Q попадает в этот объем, происходит мгновенное
тушение возбужденной молекулы. Из приведенного
уравнения видно, что вероятность такого тушения
очень быстро уменьшается с увеличением расстояния
между взаимодействующими молекулами. Молеку-
лы Q, находящиеся вне объема V, не взаимодействуют
с возбужденными молекулами.

Если возбужденные состояния системы первона-
чально заселяются при случайном распределении взаи-
модействующих молекул, некоторые пары молекул
окажутся расположенными близко друг к другу и бы-
стро прореагируют. Следовательно, вначале измеряе-
мая константа скорости тушения будет высокой, а за-
тем станет снижаться по мере того, как будут расхо-
доваться такие тесно расположенные пары. Наконец,
установится стационарное состояние, в котором ско-
рость реакции будет уравновешиваться скоростью
диффузии реагирующих частиц друг к другу. Диффу-
зионная константа скорости соответствует именно та-
кому стационарному состоянию. Уравнение для туше-
ния в этом случае имеет вид:

где у — вероятность реакции тушения за время жизни
возбужденного комплекса; k\ — константа скорости об-
разования возбужденного комплекса столкновения;
TO — истинное время жизни возбужденных молекул
флуорофора в отсутствие тушителя; [Q] —концентра-
ция тушителя; W — доля возбужденных молекул, не-
прореагировавших непосредственно после возбуж-
дения.

Поскольку диффузия оказывает влияние на бимо-
лекулярные процессы тушения в растворах, важно
иметь надежный метод оценки величины kdif. В ряде
случаев скорость процессов тушения определяется ис-
ключительно скоростью, с которой реагенты могут
диффундировать друг к другу. Бимолекулярная кон-
станта скорости такого процесса, контролируемого
диффузией, зависит только от температуры и вязкости
растворителя и определяется по уравнению:

где R — универсальная газовая постоянная, равная
8,31-Ю7, эрг/град моль; Т —температура; т] — вязкость
в пуазах.

Зависимость флуоресценции от температуры

Эффективность флуоресценции ф/ определяется
конкуренцией излучательного процесса &/ и безызлу-
чательных процессов интеркомбинационной kisc и вну-
тренней kic конверсии. Скорость излучательного про-
цесса не зависит от температуры, поэтому изменения
«р/ с температурой связаны с изменением &г-8С и &ic. По-
скольку с увеличением температуры на верхние коле-
бательные подуровни состояния S\ попадает все боль-
шая часть молекул и вероятность перехода через об-
ласти пересечения потенциальных поверхностей воз-
бужденного синглетного, триплетного и основного со-
стояний возрастает, то kisc и kic увеличиваются с рос-
том температуры. При понижении температуры обе
константы скорости стремятся к предельным значе-
ниям, соответствующим интеркомбинационной или вну-
тренней конверсии с самого нижнего колебательного
подуровня Si. Если при комнатной температуре веще-
ство флуоресцирует слабо, при низкой температуре
оно может стать сильно флуоресцирующим. Ввиду
большого разнообразия безызлучательных процессов
трактовка зависимости квантового выхода флуорес-
ценции от температуры обычно затруднена. Наряду с
вышеуказанными процессами это могут быть взаимо-
действия типа переноса заряда с растворителем, засе-
ление высоколежащих триплетных состояний, специ-
фическое электронно-колебательное взаимодействие
и т. д. Зависимость квантового выхода флуоресценции
от температуры можно представить уравнением:

где k\ — предэкспоненциальный множитель; k2 — неза-
висимая от температуры константа.

В присутствии тушителя становится существенным
влияние температуры на вязкость растворителя, а сле-
довательно, и на скорость встреч флуоресцирующих
молекул с молекулами тушителя. В результате этого
влияния эффективность флуоресценции уменьшается с
ростом температуры; с другой стороны, при понижении
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температуры увеличивается образование комплексов в
основном состоянии, что ведет к тушению флуоресцен-
ции по статическому механизму. Все эти эффекты не-
обходимо учитывать при изучении влияния температу-
ры на флуоресценцию конкретной системы.

Эффективность и время затухания
фосфоресценции

Фосфоресценция — это излучательный переход с
триплетного уровня Т\ на синглетный S0. Фосфоресцен-
ция наблюдается в основном в твердой фазе, когда
процессы диффузионного тушения триплетов замед-
ленны. Эффективность фосфоресценции в первую оче-
редь определяется концентрацией триплетных моле-
кул. Эффективность образования триплетов <р/ — это
число триплетных молекул, образующихся на один по-
глощенный квант возбуждающего света. Если прене-
бречь фотохимическими реакциями и интеркомбинаци-
онной конверсией из высших синглетных состояний,
скорость заселения нижнего возбужденного синглетно-
го состояния 5] равна скорости поглощения света /а,
а скорость образования триплетных молекул равна
/пфт- По методу стационарных концентраций нетруд-
но определить выход триплетов:

tpT=ktsc/(kt + ktc+ktl,c + kt,[Q]). (3.54)
При низких интенсивностях возбуждающего света про-
исходят следующие процессы с участием триплетных
молекул:

So-^ + TV /аФг;
T^Sv + hv', р[7\];
7\ ->• S0 + тепло, ^s/[7\];

n + Q-^o + Q. WHQ];
riSr-Si. ke[T,\,

где [Q]—концентрация всех тушащих примесей;
ke[T\]—скорость термической активации триплетных
молекул обратно в возбужденное синглетное состоя-
ние- В стационарном состоянии

Скорость испускания фосфоресценции равна p[Ti].
Эффективность фосфоресценции определяется выраже-
нием:

" I* Vf/ ( * •«• &t* I Ч L -VJ i *-/

Излучательное время жизни триплетной молекулы
равйо:

f

Истинное время жизни триплетной молекулы т опре-
деляется уравнением:

При низкой температуре в жесткой среде константой
ke и членом kq[Q] можно пренебречь, поэтому для
низкой температуры и жесткой среды справедливо
уравнение:

4>p/4>T=kp/(kp + kiSd). (3,58)
Время жизни гр (или константа скорости &j,) не зави-
сит от температуры. В противоположность флуоресцен-
ции эффективность фосфоресценции уменьшается на
несколько порядков в интервале от 77 К до комнатной
температуры и чрезвычайно сильно зависит от вязко-
сти растворителя. Причиной резкого падения эффек-
тивности и времени жизни фосфоресценции может
быть увеличение скорости безызлучательной конверсии
kisd и скорости тушения триплетного состояния приме-
сями &g[Q], но пока не ясно, которая из этих причин
является главной.

§ 3. ИЗМЕРЕНИЕ ЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ

Общая схема спектрофлуориметра
Люминесцентные исследования основаны на изме-

рении спектров люминесценции. На рис. 3.6 приведена
принципиальная схема установки для измерения лю-
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минесценции. В качестве источника возбуждения целе^
сообразно использовать источник света с. непрерыв-
ным спектром испускания (например, ксеноновую лам-
пу ДКСШ-200). Однако в сочетании со светофильтра-
ми могут применяться также источники света с ли-

нейчатыми спектрами испускания (например, ртутные
лампы ДРШ).

Люминесценцию можно измерять при различных
геометрическом расположении пучка возбуждающего
света и направлении наблюдения флуоресценции по
отношение к образцу. В настоящее время используют
в основном три типа освещения и регистрации
(рис. 3.7). Расположение освещения и регистрации за-
висит от типа изучаемого образца и целей исследова-
ния. Грубо все образцы можно разделить на три типа:
а) разбавленные растворы или газы, для которых по-
глощение возбуждающего света мало для всех иссле-
дуемых длин волн; стеклообразные замороженные
растворы; б) концентрированные растворы; в) непро-
зрачные твердые тела и кристаллические или заморо-
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женные при низкой температуре растрескавшиеся рас-
творы, непрозрачные жидкие растворы.

Для образцов типа «в» лучше всего использовать
фронтальное облучение. Для слабопоглощающих жид-
ких растворов и стеклообразных твердых растворов
Наиболее удобно освещение под прямым углом для

уменьшения доли рассеянного возбуждающего света.
Выбор расположения для умеренно поглощающих
растворов определяется целью исследования и величи-
ной эффектов самопоглощения. При измерении сильно
поглощающих растворов используют фронтальное рас-
положение и расположение в линию, во всех опытах с
сильнопоглощающими растворами необходимо учиты-
вать искажение и ошибки за счет самопоглощения, сле-
дует измерять и принимать во внимание спектр погло-
щения раствора при выборе длины волны возбуждения
и при интерпретации наблюдаемой флуоресценции.

Фильтры и монохроматоры
Светофильтры, используемые для выделения необ-

ходимой спектральной области источника света, так
называемые первичные фильтры, не должны пропус-
кать свет в области, где измеряется люминесценция,
н, наоборот, пропускать как можно больше света в
области поглощения объекта. Длинноволновая грани-'
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Ца пропускания светофильтров должна быть несколь-
ко смещена в коротковолновую сторону по сравнению
с самым длинноволновым максимумом поглощения.
Светофильтры, использующиеся для выделения флуо-
ресценции, так называемые вторичные фильтры, дол-
жны отсекать весь рассеянный возбуждающий свет и,
пропускать весь свет флуоресценции. В качестве пер-
вичных и вторичных светофильтров используются
стеклянные светофильтры из цветного стекла. В каче-
стве вторичных светофильтров могут использоваться
клееные стеклянные и интерференционные светофильт-
ры.

В современных спектральных приборах для выделе-
ния соответствующих полос возбуждающего света
флуоресценции используются монохроматоры. В этих
спектральных приборах требуемый спектральный ин-
тервал выделяется при помощи щелей, линз и зеркал,
а диспергирующими элементами служат призмы или
дифракционные решетки. Большую роль при измере-
нии спектра люминесценции играют размеры щелей
для возбуждающего света и света люминесценции.
Щель для возбуждающего света подбирается доста-
точно большой (1—2 мм), чтобы получить существен-
ную интенсивность люминесценции. При подборе щели
для света люминесценции используют соотношение
между геометрической (5, мм) и спектральной шири-
ной щели (ДА,, нм):

ДЯ = 5/ >/,
где DI — линейная дисперсия прибора, постоянная для
данного прибора. При определении формы полосы
люминесценции спектральная ширина щели должна
быть в 5—7 раз меньше полуширины измеряемой
спектральной полосы. Обычно ДА, достигает 5—10 нм.
Для исследования структуры спектра и определения
точного положения максимума ДА, должна быть умень-
шена до 1—2 нм (а иногда и до нескольких десятых
нанометра).

Регистрация света люминесценции
После прохождения через монохроматор слабый

свет люминесценции должен быть преобразован в
электрический сигнал. Для этого в современных при-
борах используют фотоумножители. При измерении
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спектра люминесценции на записывающем устройстве
получают кривые зависимости тока фотоумножителя
от длины волны света люминесценции, попадающего
на фотоумножитель. Величина тока, получаемого в фо-
тоумножителе, пропорциональна интенсивности люми-
несценции. Поэтому показания регистрирующего уст-
ройства воспринимаются как интенсивность люминес-
ценции для данной длины волны. График зависимости
интенсивности флуоресценции от длины волны и пред-
ставляет собой спектр флуоресценции данного вещест-
ва. При строгих количественных измерениях спектры
флуоресценции изображают одним из трех способов:
1) по ocir ординат откладывают число квантов, испус-
каемых за секунду в расчете на единичный интервал
длин волн при данной длине волны (dQ/dK), а по оси
абсцисс — длину волны; 2) по оси ординат отклады-
вают число квантов, испускаемых за секунду в расче-
те на единичный интервал частот при данной частоте
(dQldv), а по оси абсцисс — частоту; 3) по оси орди-
нат откладывают энергию, испускаемую за секунду в
единичном интервале длин волн (dE/dK), а по оси абс-
цисс — длину волны. При первых двух способах пло-
щадь под кривой пропорциональна полной скорости
испускания флуоресценции всех длин волн, измеряе-
мой в единицах, пропорциональных числу квантов за
единицу времени. При третьем способе площадь под
кривой дает полную энергию, испускаемую за единицу
времени.

Форма спектра флуоресценции не зависит от дли-
ны волны возбуждающего света, поскольку испускание
практически всегда происходит с нижнего колебатель-
ного подуровня возбужденного состояния. Если вид
спектра флуоресценции меняется с изменением длины
волны возбуждающего света, это может быть след-
ствием того, что в смеси содержится несколько флуо-
ресцирующих компонентов. Для слабопоглощающих
растворов ( )^0,1) скорость испускания флуоресцен-
ции Q = /0-2,3EC/<p/, т. е. для разбавленных растворов
интенсивность флуоресценции пропорциональна произ-
ведению концентрации вещества на интенсивность воз-
буждающего света. Используя очень высокие интен-
сивности возбуждающего света (/0), можно определить
достаточно низкие концентрации флуоресцирующего
вещества (до 1(Н0М).
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Интенсивность флуоресценции однокомпонентного
раствора постоянной концентрации пропорциональна
величине /ое<р/. Поэтому, если интенсивность возбуж-
дающего света (/о) остается постоянной при измене-
нии длины волны возбуждения, интенсивность флуо-
ресценции будет пропорциональна произведению е<р/.
График зависимости е<р/ от длины волны или частоты
возбуждающего света называется истинным спектром
возбуждения флуоресценции. Для большинства ве-
ществ в растворах квантовый выход флуоресценции
(ф/) не зависит от частоты возбуждающего света (за-
кон Вавилова). Таким образом, истинный спектр воз-
буждения флуоресценции разбавленного раствора, со-
держащего одно поглощающее вещество, будет, про-
порционален коэффициенту поглощения, т. е. он яв-
ляется просто спектром поглощения этого вещества.
Следовательно, с помощью спектрофлуориметрии мож-
но измерять спектры поглощения флуоресцирующих
веществ при концентрациях, гораздо ниже тех, кото-
рые требуются для измерения спектров поглощения с
помощью спектрофотометра. Очень важным преиму-
ществом спектрофлуориметрии является то, что воз-
буждая смесь веществ, одно из которых флуоресци-
рует, можно получить спектр его поглощения, регист-
рируя флуоресценцию.

При измерении спектров люминесценции скани-
руется длина волны испускаемого света. При измере-
нии спектров возбуждения, наоборот, монохроматор
испускаемого света устанавливается на определенной
длине волны (например, в максимуме спектра флуо^
ресценции), а сканируется длина волны возбуждения.
Щели монохроматора возбуждения должны быть до-
статочно малыми, чтобы получить хорошо разрешен-
ный спектр. Получаемая при этом зависимость интен-
сивности флуоресценции от длины волны возбуждаю-
щего света, прокалиброванная с учетом интенсивности
возбуждающего света, и является спектром возбужде-
ния данной люминесценции. После исправления полу-
ченного спектра с учетом спектрального распределе-
ния источника возбуждения он должен совпадать со
спектром поглощения люминесцирующего вещества.

Для получения истинных спектров флуоресценции
необходима дополнительная обработка спектров, полу-
чаемых на приборе: пересчет спектров с учетом спек-
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тральной чувствительности, поскольку чувствитель-
ность применяемых фотоумножителей неодинакова
для разных длин волн. Предварительно надо прока-
либровать прибор по чувствительности на разных дли-
нах волн или частот. Для калибровки прибора исполь-
зуются истинные спектры флуоресценции ряда ве-

л

ществ. Полученный на приборе спектр флуоресценции
стандартного вещества в шкале частот сравнивается
с его истинным спектром флуоресценции и опреде-
ляется пересчетный коэффициент для различных ча-
стот. Измеряемый образец не должен содержать дру-
гих флуоресцирующих веществ, а флуоресценцию
стандартных веществ необходимо измерять при тех
же самых условиях (температура, концентрация, рас-
творитель, рН и т. п.), для которых известны истин-
ные спектры флуоресценции стандартных веществ. На
рис. 3.8 приведены истинные спектры флуоресценции
растворов стандартных веществ для различных спек-
тральных диапазонов, а в табл. 3.3 — относительные
значения ординат этих истинных спектров флуоресцен-
ции для разных частот.

При измерении интенсивности люминесценции су-
щественным является подбор концентрации исследуе-
мого вещества. Чтобы поглощение света, а следова-
тельно, и люминесценция происходили равномерно по
всей толщине раствора, при измерении люминесценции
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пользуются разбавленными растворами, оптическая
плотность которых не превышает 0,1—0,2. Это позво-
ляет избежать трудностей, связанных с возможным
образованием димеров и появлением их люминес-
ценции.
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В большинстве случаев спектры поглощения и
флуоресценции одного и того же вещества несколько
перекрываются. Вследствие этого излучение на пути
от глубоких слоев к поверхности раствора ослабляется
в коротковолновой части спектра флуоресценции. Это
явление называется вторичным поглощением, или ре-
абсорбцией света флуоресценции. Для уменьшения
влияния реабсорбции также необходимо работать с
разбавленными растворами или по возможности учи-
тывать ее. Молекулярный кислород тушит флуорес-
ценцию в жидких растворах, поэтому для уменьшения
влияния кислорода необходимо удалять его из раство-
ров. Кислород удаляют из растворов обычно пропус-
канием тока азота через раствор в течение 20—30 мин
либо вакуумированием раствора, которое проводится
последовательным осуществлением циклов: заморажи-
вание раствора — откачка — размораживание (5 —
6 циклов).

Измерение фосфоресценции обычно проводят в
твердой фазе при температуре жидкого азота, по-
скольку в жидких растворах фосфоресценция интен-
сивно тушится ничтожными количествами примесей.
Для регистрации фосфоресценции или замедленной
флуоресценции необходимо периодически прерывать
пучок возбуждающего света и регистрировать испуска-
ние только в течение темнового периода, т. е. когда
короткоживущая флуоресценция отсутствует. В боль-
шинстве современных спектрофлуориметров это дости-
гается тем, что при измерении спектров фосфоресцен-
ции вокруг образца вращается полый цилиндрический
стакан, имеющий вырезы в боковой стенке. При вра-
щении стакана вокруг его оси образец освещается воз-
буждающим светом, проходящим через вырезы, и дол-
гоживущая люминесценция регистрируется через те
же самые вырезы. Для измерения общей люминесцен-
ции вращающийся стакан надо удалить. Поскольку
при использовании стакана с вырезами поглощается
только некоторая доля возбуждающего света, для
определения полной скорости испускания долгоживу-
щей люминесценции наблюдаемую интенсивность надо
разделить на коэффициент фосфориметра, равный от-
ношению светового периода к сумме времени светово-
го и темнового периодов. Это справедливо, если время
затухания долгоживущей люминесценции достаточно
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Велико по сравнению со временем светового и темно-
вого периодов, поскольку уменьшение интенсивности
за время темнового периода будет пренебрежимо мало
и интенсивность в течение полного цикла будет прак-
тически постоянной. Если время затухания долгожи-
вущей люминесценции имеет тот же порядок, что и
время темнового и светового периодов, коэффициент
фосфориметра будет меньшей величиной, чем было
определено ранее.

Часто при изучении процессов в возбужденном со-
стоянии исследуют поляризацию люминесценции. При
этих измерениях практически всегда люминесценцию
измеряют под прямым углом к направлению распро-
странения возбуждающего света. Схема установки для
измерения поляризации люминесценции аналогична
схеме для измерения спектра люминесценции. Разли-
чие заключается в том, что при измерениях поляриза-
ции перед объектом на пути возбуждающего света по-
мещается неподвижный поляроид — устройство для
поляризации света. Следовательно, люминесценция
возбуждается поляризованным излучением. На пути
измеряемого света после объекта помещают вращаю-
щийся вокруг своей оси поляроид. Определяют раз-
ность интенсивности люминесценции при параллель-
ном расположении плоскостей поляризации полярои-
дов /и и перпендикулярном расположении плоскостей
поляризации поляроидов /х (скрещенные поляроиды).
Затем рассчитывают коэффициент поляризации люми-
несценции как отношение:

Измерение квантового выхода флуоресценции

Определение абсолютных квантовых выходов флуо-
ресценции представляет собой трудную задачу. Оно
требует измерения поглощенных и испускаемых кван-
тов во всей области частот с поправками на рассеян-
ный свет, повторное поглощение и на эффекты прелом-
ления. На практике часто используют растворы ве-
ществ с известным квантовым выходом флуоресценции
и определяют квантовые выходы флуоресценции ис-
следуемых соединений по отношению к известным со-
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единениям. Необходимо работать с очень разбавлен-
ными растворами, тогда реабсорбцией флуоресценции
можно пренебречь. В этом случае полная скорость ис-
пускания флуоресценции Q пропорциональна /oec/q>j.
Площадь под исправленным спектром флуоресценции
пропорциональна Q. Поэтому, если измерять спектры
флуоресценции двух растворов при одинаковом гео-
метрическом расположении (в одном и том же раство-
рителе) и одинаковой интенсивности возбуждающего
света, отношение интенсивностей флуоресценции равно;

Зная абсолютный квантовый выход флуоресценции
стандартного вещества <рь можно вычислить кванто-
вый выход флуоресценции другого вещества. Кванто-
вый выход флуоресценции вещества определяют сле-
дующим образом.

1. Приготовляют разбавленный раствор (D^0,l)
исследуемого вещества в соответствующем растворите-
ле. Определяют оптическую плотность его на длине
волны возбуждения.

2. Измеряют спектр флуоресценции приготовленнб-
го раствора и исправляют его на чувствительность фо-
тоумножителя в шкале частот или волновых чисел.

3. Подбирают стандартное флуоресцирующее веще-
ство, поглощающее свет в области поглощения иссле-
дуемого вещества.

4. Приготовляют разбавленный раствор (D<0,1)
стандартного вещества в том же самом растворителе
определяют оптическую плотность его на длине волны
возбуждения флуоресценции исследуемого вещества.

5. Измеряют спектр флуоресценции раствора стан-
дартного вещества при таком же геометрическом рас-
положении (как и для исследуемого вещества), одина-
ковых интенсивности и длине волны возбуждающего
света: Исправляют полученный спектр с учетом чув-
ствительности фотоумножителя в шкале частот или
волновых чисел.

6. Измеряют площади под исправленными спектра-
ми флуоресценции исследуемого и стандартного ве-
щества.

7. Определяют отношение квантовых выходов флуо-
ресценции двух веществ, используя уравнение (3.59),
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8. Определяют квантовый выход флуоресценции
исследуемого вещества, зная квантовый выход флуо-
ресценции стандартного вещества.

При измерении квантовых выходов флуоресценции
относительно стандартного вещества возможны ошиб-
ки за "счет эффектов внутреннего фильтра (реабсорб-
ция), немонохроматичности возбуждающего света,
флуоресценции кювет, тушения кислородом и фотораз-
ложения. Ошибку, обусловленную первым факторрм,
легко устранить, используя достаточно разбавленные
растворы. Для предотвращения немонохроматичности
следует проверять чистоту возбуждающего света. Во
избежание ошибки при измерении оптической плотно-
сти следует по возможности измерять оптическую
плотность раствора пучком света того же спектраль-
ного состава, что и при возбуждении флуоресценции.
Необходимо проводить дополнительные измерения для
учета флуоресценции растворителя, стенок кюветы.
Для этого при исследовании растворов необходимо из-
мерить в тех же условиях спектр флуоресценции рас-
творителя. Спектр, полученный при измерении флуо-
ресценции растворителя, вычитается из спектра, полу-
ченного при измерении раствора, до его исправления.

' Выходы долгоживущей флуоресценции и фосфорес-
ценции определяются тем же методом, что и выходы
быстрой флуоресценции, т. е. сравнением площади под
исправленным спектром испускания с площадью под
спектром быстрой флуоресценции стандартного соеди-
нения. Для получения соответствующей величины пло-
щади интенсивность долгоживущей люминесценции
нужно разделить на коэффициент фосфориметра. Ино-
гда соединение имеет и долгоживущую люминесцен-
цию, и быструю флуоресценцию. Если квантовый вы-
ход последней уже определен обычным способом, от-
ношение выхода замедленной флуоресценции к выхо-
ду быстрой флуоресценции можно вычислить по
сравнению интенсивности одного из максимумов в
спектрах, которые идентичны по форме. Измеряемый
спектр испускания не надо исправлять по чувствитель-
ности фотоумножителя, но необходимо сделать по-
правки на коэффициент фосфориметра и чувствитель-
ности прибора, при которых измеряются оба спектра.
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Чувствительность метода флуоресценции

Люминесцентный метод характеризуется исключи-
тельно высокой чувствительностью и специфичностью.
Для веществ с высоким коэффициентом экстинкции
(е~105) и большим квантовым выходом флуоресцен-
ции (около 1) можно обнаружить до 10~10 M этих ве-
ществ. Поскольку часто спектры флуоресценции рас-
творов органических веществ представляют собой раз-
мытые широкие полосы, то для увеличения информа-
ции, получаемой из спектров флуоресценции, прово-
дят измерения в парах. В этом случае спектры имеют
определенную структуру, т. е. содержат узкие харак-
терные полосы.

Для выяснения тонкой структуры спектров флуо-
ресценции их исследуют при низких температурах
(например, при температуре жидкого азота 77 К).
При этом подбирают растворители, в которых наибо-
лее отчетливо проявляется структура спектров. Этот
метод измерения квазилинейчатых спектров в твердой
матрице при низких температурах был предложен
Э. В. Шлольским. Особенно успешно он был применен
к исследованию полициклических ароматических угле-
водородов. Получаемые квазилинейчатые спектры
флуоресценции ароматических углеводородов в рас-
творах алифатических углеводородов являются очень
характерными и позволяют получать информацию о
колебательной структуре основного электронного со-
стояния ароматических углеводородов. Квазилинейча-
тые спектры флуоресценции обладают рядом важней-
ших свойств. Прежде всего квазилинейчатые спектры
в каждом случае носят ярко выраженный индивиду-
альный характер (специфичность). В отличие от обыч-
ных размытых спектров поглощения и флуоресценции
они существенно различаются даже у близких по
строению молекул. Это отличие оказывается значи-
тельным и для изомерных молекул. Другая важная
особенность квазилинейчатых спектров заключается в
очень высокой селе'ктивности таких измерений. Благо-
даря малой ширине и высокой интенсивности линий
квазилинейчатые спектры позволяют определять инди-
видуальные соединения в сложной смеси даже тогда,
когда они входят в многокомпонентную смесь в ни-
чтожно малых концентрациях. Третьей характерной

Зак. 49* 161



особенностью квазилинейчатых спектров флуоресцен-
ции является чрезвычайно высокая чувствительность
методов, основанных на их применении. Измерение
квазилинейчатых спектров позволяет при прочих рав-
ных условиях увеличить чувствительность люминес-
центных измерений примерно в 100 раз.

Интенсивность люминесценции, испускаемой рас-
твором, прямо пропорциональна интенсивности воз-
буждающего света и общей чувствительности регист-
рирующей системы. Однако увеличивая мощность или
эффективность источника возбуждения, нельзя не-
ограниченно улучшать метод, т. е. уменьшать предель-
но обнаружимую концентрацию раствора. Ниже опре-
деленной концентрации повышается роль других фак-
торов, которые ограничивают возможность метода, и
увеличение чувствительности прибора при этих усло-
виях не дает результатов. Лимитирующим фактором
могут быть фотохимические реакции или свет, попа-
дающий на фотоумножитель не от исследуемого люми-
несцирующего раствора, а от посторонних источников,
т. е. величина суммарного фона. Возникновению лю-
минесцентного фона может способствовать ряд 'сле-
дующих факторов, связанных как с прибором, так и с
анализируемым образцом: рассеянный свет, раманов-
ское испускание растворителя, люминесценция • кювет
и окружающего пространства, люминесцирующие
примеси, содержащиеся в растворителе или реа-
гентах.

Рассеянный свет. Различают три вида рассеянного
света, длина волны которого совпадает с длиной вол-
ны возбуждающего света: релеевское рассеяние, тин-
далевское рассеяние и рассеяние на крупных части-
цах. Как правило, рассеянный свет первых двух типов
сильно поляризован. Помехи, вызванные рассеянным
светом, будут наименьшими при освещении под пря-
мым углом. Для освобождения от рассеянного света
чаще всего используют отсекающие светофильтры с
резкой коротковолновой границей, разделяющей воз-
буждающий свет и свет флуоресценции. Поскольку
рассеянный свет поляризован, для понижения его ин-
тенсивности помещают между флуоресцирующим рас-
твором и анализирующим монохроматором поляриза-
тор, ориентированный так, что он пропускает лишь го-
ризонтально поляризованный свет. При этом интен-
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сивность рассеянного света снижается значительно
сильнее, чем свет флуоресценции.

Рамановское испускание растворителя (комбинаци-
онное рассеяние). При комбинационном рассеянии
света длина волны отличается от длины волны воз-
буждающего света. Это происходит потому, что при
рассеянии света часть энергии пучка может перейти в
энергию колебаний или, если облучаемая молекула
находится в колебательно-возбужденном состоянии,
она может отдать колебательную энергию фотону.
Идентифицировать полосы комбинационного рассея-
ния нетрудно, поскольку при изменении длины волны
возбуждающего света они всегда сдвинуты на одно и
то же расстояние (в шкале волновых чисел) от линии
возбуждения. Для уменьшения рамановского рассея-
ния используют отсекающие светофильтры или на пути
пучка флуоресценции помещают поляризатор, что
уменьшает интенсивность рамановских полос, посколь-
ку рамановское испускание достаточно поляризовано.

Люминесценция кюветы и окружающего простран-
ства. Часто наблюдается люминесценция кюветы, в
которой находится исследуемое вещество. Флуоресцен-
ция кюветы рассеивается растворителем, что приводит
к возникновению сильного фона. Трудности особенно
велики, когда для возбуждения используется свет ко-
ротких длин волн. Плавленный кварц сильно флуорес-
цирует, синтетический кварц флуоресцирует незначи-
тельно. При измерении образцов при температуре
жидкого азота необходима особая осторожность, что-
бы избежать люминесцентного фона. Если измерения
проводятся в сосуде Дьюара из плавленного кварца,
люминесценция последнего может давать очень боль-
шой фон. Фосфоресценция кюветы при измерении аа-
медленной флуоресценции может также вызывать по-
мехи. В этом случае фон имеет вид истинного сигна-
ла— спектр идентичен быстрой флуоресценции иссле-
дуемого вещества. Однако это не истинная замедлен-
ная флуоресценция, а быстрая флуоресценция, воз-
бужденная поглощением фосфоресценции кюветы.

Люминесценция примесей, присутствующих в рас-
творителях и реагентах. Для борьбы с этим источни-
ком фона следует тщательно очищать используемые
растворители и реагенты. Очистку растворителя сле-
дует проводить до такой степени, когда две следующие
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друг за другом одинаковые стадии очистки не дадут
понижения люминесцентного фона. Для контроля чи-
стоты растворителей часто используют измерение вре-
мени затухания флуоресценции вещества в этом об-
разце растворителя и сравнивают найденное значение
со значением времени затухания флуоресценции этого
вещества в чистом растворителе. Совпадение времени
затухания флуоресценции указывает на высокую сте-
пень чистоты образца растворителя. Так же тщатель-
но следует очищать и используемые реагенты. Жела-
тельно проверять чистоту измерением спектра флуо-
ресценции исследуемого вещества при нескольких дли-
нах волн возбуждения. Если при этом наблюдается
изменение формы спектра флуоресценции, можно пред-
полагать присутствие второго флуоресцирующего ве-
щества. Нужно осторожно относиться к вновь появ-
ляющимся полосам флуоресценции. Измерение флуо-
ресценции образца при 77 К увеличивает чувствитель-
ность и позволяет обнаружить присутствие малых ко-
личеств примеси.

§ 4. ПРАКТИЧЕСКИЕ РАБОТЫ

Флуоресцентный метод применяют для изучения
быстрых реакций возбужденных молекул, кислотно-
основных реакций возбужденных молекул и комплек-
сообразования в возбужденном электронном состоя-
нии, определения концентрации люминесцирующих ве-
ществ в смеси, изучения кинетики и механизма фер-
ментативных реакций, изучения межмолекулярного
переноса энергии.

/, Кислотно-основные реакции возбужденных молекул
В результате изменения распределения электронной

плотности в молекулах органических соединений при
фотовозбуждении сильно изменяются их кислотно-ос-
новные свойства. Одни соединения в возбужденном со-
стоянии становятся более сильными кислотами, дру-
гие— более си шными основаниями:

Обычно принято характеризовать силу кислоты вели-
чиной рК:

Молярная энтальпия реакций в возбужденном состоя-
нии ДЯ* (рис. 3.9) отличается от молярной энтальпии
реакции в основном состоя-
нии АЯ на величину, опре-
деляемую сдвигом частот
длинноволновых полос спек-
тров поглощения АН и

Если предположить ра-
венство изменений энтропии
реакции в основном и воз-
бужденном состояниях, мож-
но записать

где Я —газовая постоянная; h — постоянная Планка;
с — скорость света; Т—абсолютная температура; К и
К* — константы равновесия реакции в основном и воз-
бужденном состояниях; Av — спектральный сдвиг, про-
исходящий при кислотной диссоциации ароматических
соединений, см~'. Тогда

Уравнение (3.62) лежит в основе метода Фёрстера.
Согласно спектральным сдвигам, которые обычно

наблюдаются при кислотной диссоциации ароматиче-
ских соединений в возбужденном состоянии, последние
делятся на две группы.

П е р в а я г р у п п а :

Для этой группы соединений рК*<рК, т. е. в возбуж-
денном состоянии соединения указанных типов явля-
ются более сильными кислотами, чем в основном со-
стоянии.
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В т о р а я г р у п п а :

Для этой группы pK*>pK, т. е. в возбужденном со-
стоянии они становятся менее сильными кислотами,
чем в основном.

Различия в силе кислот в основном и возбужден-
ном состояниях могут достигать шести и более поряд-
ков, поэтому возбужденные молекулы могут претерпе-
вать реакции, которые в основном состоянии или во-
все не идут или протекают в очень малой степени.
В результате возрастания кислотных свойств соедине-
ний первой группы кислотно-основное равновесие в
возбужденном состоянии

устанавливается при рН, существенно меньших, чем
рК равновесия в основном состоянии. Для соединений
второй группы кислотность растворителя, необходимая
для появления флуоресценции протонировэнной фор-
мы, меньше кислотности, необходимой для получения
спектров поглощения соответствующей протонирован-
ной формы. Это проявляется в том, что флуоресцен-
ция протонированной формы появляется тогда, когда
по спектрам поглощения протонированная форма еще
не обнаруживается. Это указывает на установление в
возбужденном состоянии следующего равновесия:

Значения рК* возбужденных состояний ' и константу
скорости ионизации (метод Веллера) можно вычис-
лить, зная относительные квантовые выходы флуорес-
ценции нейтральной молекулы и соответствующего
иона. Рассмотрим для примера кинетическую схему:

Для возбужденных молекул можно написать уравне-
ния стационарных концентраций:

Квантовые выходы флуоресценции соединений А и В,
находящихся в индивидуальном состоянии, определя-
ются так:

При установлении стационарного состояния квантовые
выходы флуоресценции А и В равны:

где то — истинное время жизни возбужденной молеку-
лы A*; TO' — Истинное время жизни возбужденной мо-
лекулы В*; получаем относительный квантовый выход
флуоресценции А:

и относительный квантовый выход флуоресценции В:



В качестве примера рассмотрим определение кон-
станты диссоциации и констант ионизации 2-нафтола
(в общем случае ароматических соединений типа
АгХН, где Х = 0, N, S):

Возбужденная молекула 2-нафтола является более
сильной кислотой, чем невозбужденная, поэтому дис-
социация возбужденной молекулы успешно конкури-
рует с флуоресценцией и безызлучательными процес-
сами деградации энергии электронного возбуждения.
Это приводит к тому, что в спектре флуоресценции
2-нафтола даже в кислых растворах отчетливо видны
две полосы. Более коротковолновая полоса соответ-
ствует флуоресценции недиссоциированного 2-нафтола,
более длинноволновая — флуоресценции 2-нафтолят-
аниона, образовавшегося при диссоциации возбужден-
ной молекулы 2-нафтола. Увеличение концентрации
ионов водорода в растворе подавляет диссоциацию
возбужденного 2-нафтола. В спектрах флуоресценции
это проявляется как увеличение интенсивности недис-
социированного 2-нафтола и уменьшение интенсивно-
сти флуоресценции 2-нафтолят-аниона. Количествен-
ная обработка таких спектров при различных концен-
трациях иона водорода в растворе позволяет вычис-
лить константу равновесия протолитической диссоциа-
ции возбужденного 2-нафтола, а также константы ско-
рости прямой и обратной реакций.

Расчеты k\, k-\ и К* проводятся по формуле:

где / и /' — интенсивности флуоресценции 2-нафтола и
2-нафтолят-иона (в относительных единицах) в рас-
творах с различными концентрациями иона водорода
соответственно; /0 — интенсивность флуоресценции

168

2-нафтола в отсутствие диссоциации 2-нафтола в воз-
бужденном состоянии, т. е. при избытке кислоты; /о —
интенсивность флуоресценции 2-нафтолят-иона в ще-
лочном растворе, когда отсутствуют недиссоциирован-
ные молекулы 2-нафтола; TO и i'0—истинные времена
жизни возбужденных 2-нафтола и 2-нафтолят-иона;
То = 8,4-10-9 с и ^ = 9,Ь1СГ9с.

Приготовление растворов. Для выполнения измере-
ний требуется приготовить пять растворов 2-нафтола в
воде. Первые три раствора — с различной концентра-
цией трифторуксусной кислоты (в этих растворах на-
блюдается флуоресценция обеих форм), щелочной рас-
твор 2-нафтола (№ 5 — в нем флуоресцирует только
2-нафтолят-ион). В растворе № 4 флуоресцирует толь-
ко нейтральная форма 2-нафтола. Для приготовления
растворов в каждую из пяти пронумерованных мерных
колб вместимостью 25 мл набирают по 2 мл заранее
приготовленного раствора 2-нафтола в воде.

В колбы добавляют следующие растворы:
№ 1—0,2 мл исходного раствора кислоты (с=5,24х

ХЮ- 4 М);
№ 2—1,0 мл исходного раствора кислоты (с = 2,62х

ХЮ- 3 М);
№ 3 — 2,0 мл исходного раствора кислоты (с = 5,23Х

Х10~3М);
№ 4 — заполнить приблизительно наполовину 0,07 М

исходным раствором кислоты;
№ 5 — заполнить раствором щелочи.
Затем доводят объемы растворов в колбах дистилли-
рованной водой до метки. Далее измеряют спектры
флуоресценции приготовленных растворов.

Обработка экспериментальных данных. Значения
интенсивностей / и /' флуоресценции (355 и 430 нм),
соответствующие максимумам в спектрах флуоресцен-
ции, подставить в формулу (3.71).

Величина 7° рассчитывается по измерению интен-
сивности флуоресценции раствора № 4 при длине вол-
ны 355 нм, IQ' — по измерению интенсивности флуорес-
ценции раствора № 5 при длине волны 430 нм. Так
как недиссоциированная форма нафтола имеет доволь-
но значительную интенсивность флуоресценции при
430 нм, то при измерении Г следует вводить поправку:
^/=7'изм — Л(//70), где Г — действительная интенсив-
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ность флуоресценции 2-нафтолят-йона при 430 им;
/изм — интенсивность флуоресценции нафтолят-иона,
найденная экспериментально; А — интенсивность флуо-
ресценции 2-нафтола в растворе № 4 при длине волны

. 430 нм.
Результаты представить в виде таблицы по об-

разцу:

Затем построить график, зависимости П0'/П от [НзО+]
и определить k\, &_i и К.* (значения привести вместе
с размерностями).

2. Комплексообразование в возбужденном
электронном состоянии

В возбужденном состоянии возрастает способность
молекул -к комплексообразованию. Иногда возбужден-
ные комплексы переходят в устойчивые в основном со-
стоянии продукты, и весь процесс выглядит как про-
цесс присоединения. Так, образование димеров при
облучении вакуумированных растворов антрацена в
бензоле протекает через промежуточный комплекс
между возбужденной и невозбужденной молекулами
антрацена:

Возбужденный димер не флуоресцирует из-за сильно-
го внутримолекулярного тушения в комплексе.

В других случаях возбужденные комплексы при пе-
реходе в основное состояние мгновенно распадаются
на исходные компоненты. Известны два типа связей в
таких комплексах. Первый тип — это «резонансная»
связь, обусловленная делокализацией возбуждения
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между двумя одинаковыми или немного различными
молекулами, образующими комплекс. Такие комплексы
называют эксимерами. Волновая функция комплекса
является линейной комбинацией волновых функций со-
стояний с локализованным возбуждением:

Примером может служить образование эксимера пи-
рена. Флуоресценция пирена претерпевает спектраль-
ный сдвиг с увеличением концентрации пирена. Харак-
терная для пирена в разбавленных растворах полоса
флуоресценции (максимум около 25700 см-') исче-
зает, и появляется новая длинноволновая полоса (мак-
симум около 20900 см-1). В спектрах поглощения ни-
каких изменений не обнаружено.

Второй тип связи в возбужденных комплексах —
донорно-акцепторная связь, обусловленная переносом
заряда между компонентами комплекса. Волновая
функция такого комплекса, который называется зкси-
плексом, является комбинацией волновых функций со-
стояния с локализованным возбуждением и с перено-
сом заряда:

Образование эксиплексов проявляется в том, что в
спектрах флуоресценции- ароматических соединений в
присутствии тушителей,^ доноров или акцепторов элек-
трона появляется новая полоса, смещенная в длинно-
волновую сторону. Никаких изменений в спектре по-
глощения не обнаруживается.

В качестве примера рассмотрим определение кон-
станты скорости реакции образования эксимеров пире-
на в гексане:

где А* — молекула возбужденного ароматического со-
единения. Зависимость квантовых выходов флуорес-
ценции ароматического соединения ф0, ф и эксимера
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от концентрации ароматического соединения описы-
вается уравнениями:

где Измеряя
зависимость ф'/ф и ф0/ф от [А] и принимая k//kf = 7,7,

не, не, можно определить k\ и &_ь
Для выполнения измерений требуется приготовить

четыре раствора пирена в гексане с концентрацией
М. Затем измеряют спектры

флуоресценции приготовленных растворов. Приняв, что
, а фо/ф = /о//, значения интенсивностей /0, / и

/', соответствующие максимумам полос флуоресценции
пирена и его эксимера (/о — интенсивность флуорес-
ценции 10~5 М раствора пирена), подставляют в фор-
мулы (3.72) и (3.73), построив в координатах (/'// —

графики и, зная значения
То', ВЫЧИСЛЯЮТ

Рассмотрим определение константы скорости обра-
зования эксиплексов антрацена с диэтиланилином в
гексане:

где А — молекула возбужденного ароматического со-
единения.

Зависимость квантовых выходов флуоресценции
ароматического соединения (ф0, <р) и эксиплекса (ф')
от концентрации тушителя описывается уравнениями:

Приготовление растворов. Для выполнения изме-
рений требуется приготовить три раствора антрацена
в гексане с различными концентрациями диэтилани-
лина.

В к о л б ы д о б а в л я ю т :
№ 1 — 8 мл раствора антрацена в гексане (сдэа=0);
№ 2 — 6 мл раствора антрацена в гексане и 2 мл рас-

твора антрацена в гексане с диэтиланилином
(сдэа = 0,025 М);

№ 3 — 8 мл раствора антрацена в гексане с диэтил-
анилином (сдэа = 0,1 М).

Далее измеряют спектры флуоресценции приготов-
ленных растворов.

Обработка экспериментальных данных. Значения
Интенсивностей /0 и /, соответствующие максимумам
флуоресценции антрацена в отсутствие диэтиланилина
и при определенной концентрации последнего, под-
ставляют в формулу (3.74). При у с л о в и и п о -
строить в координатах графики, вычис-
лить значение к. Зная TO = 3,7 не, вычислить k\.

3. Определение концентрации люминесцирующих
веществ в смеси

Люминесцентный метод может применяться для
определения концентрации люминесцирующих ве-
ществ. Интенсивность люминесценции / пропорцио-
нальна интенсивности возбуждающего света /о, погло-
щению а и квантовому выходу люминесценции ф:

(3.77)

где k — коэффициент пропорциональности.
Концентрацию вещества по люминесценции опре-

деляют сравнением интенсивности люминесценции
данного вещества с люминесценцией стандартного рас-
твора при одинаковых условиях. При малых концен-
трациях поглощение раствора пропорционально кон-
центрации люминесцирующего вещества:

где сх и сст — концентрации исследуемого и стандарт-
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ного веществ; /х и /ст — интенсивности люминесценции
исследуемого и стандартного веществ.

Данный метод применим только при малых концен-
трациях вещества. Чтобы проверить, при достаточно
ли малых концентрациях проводятся измерения, мож-
но разбавить исследуемый раствор вдвое и убедиться
в том, что интенсивность люминесценции уменьшилась
также в два раза. Для более концентрированных рас-
творов необходимо применять метод разбавлений или
производить измерения в тонких слоях.

На практике часто приходится измерять люминес-
ценцию вещества в присутствии другого поглощающего
свет компонента. Второй компонент может поглощать
возбуждающий свет (экранирующий эффект) и свет
люминесценции (реабсорбция) и таким образом
уменьшать интенсивность люминесценции и искажать
ее спектр. Кроме того, существенную роль играют про-
цессы безызлучательного переноса энергии, которые мо-
гут приводить к тушению флуоресценции исследуемого
вещества.

Интенсивность люминесценции веществ в смеси
пропорциональна количеству света, поглощенного этим
веществом. Доля поглощения, приходящаяся на каж-
дый компонент системы А—В, равна DA/^A+^B) и
DB/(DA~]-DV), где /)д и DB — оптические плотности ве-
ществ А и В. Если поглощение всей системы равно а,
то интенсивность люминесценции А будет

Рассмотрим люминесценцию системы при различном
поглощении.

1. При малом поглощении, когда /)Ав<0,1—0,2,
тогда

Следовательно, при малом поглощении смеси интен-
сивность люминесценции исследуемого вещества не за-
висит от присутствия других веществ и пропорцио-
нальна его концентрации. При этом люминесцентный
анализ проводится так же, как и для чистых раство-
ров, т. е. сравнением со стандартным веществом.

2. При полном поглощении света а=1 (при DAB>
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Формулу (3.80) можно использовать для определения
малых количеств люминесцирующего вещества на фоне
общего большого поглощения смеси.

При люминесцентных исследованиях часто спектры
люминесценции компонентов в смеси двух веществ пе-
рекрываются между собой, и поэтому для количест-
венного анализа необходимо разложить суммарный
спектр на составляющие. Для этого необходимо изме-
рить три спектра: спектр исследуемой смеси и спектр
каждого вещества в отдельности (спектры стандарт-
ных растворов). Введем следующие обозначения:

Величины ДА и К& выражают соотношение интен-
сивности люминесценции данного компонента в смеси
и в стандартном растворе при любой длине волны. Ин-
тенсивность люминесценции смеси двух люминесци-
рующих веществ при каждой длине волны является
суммой интенсивности ее компонентов, т. е.

Умножив интенсивность люминесценции А в стандарт-
ном растворе на коэффициент КА., получают интенсив-
ность люминесценции А в смеси. Аналогичным обра-
зом получают интенсивность люминесценции В в
смеси.

Иногда вместо разложения спектра флуоресценции
смеси на составляющие целесообразно измерять флуо-
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ресценцию смеси двух веществ в таких условиях, ко-
гда спектры флуоресценции компонентов хорошо раз-
деляются. Рассмотрим определение концентрации
2-нафтола и 2-нафтиламина в водном растворе. По-
скольку в возбужденном состоянии 2-нафтол стано-
вится более сильной кислотой, в спектре флуоресцен-
ции его в водном растворе имеются две полосы:
1) Лтах = 360 нм соответствует неионизированной фор-
ме 2-нафтола;
2) Атах = 425 нм соответствует ионизированной форме
2-нафтола;
2-нафтиламин в возбужденном состоянии является
очень слабой кислотой, поэтому в спектре флуоресцен-

ции присутствует только поло-
са с Атах = 415 нм, принадле-
жащая неионизированной фор-
ме. Определить концентрацию
раздельно 2-нафтола и 2-наф-
тиламина в смеси трудно.
Иное получается в щелочном
растворе. В 2 н. NaOH все мо-
лекулы 2-нафтола уже в ос-
новном электронном состоянии
существуют в ионизированной
форме. Поэтому спектр флуо-
ресценции содержит полосу
с Атах=425 нм. В основном со-
стоянии 2-нафтиламин присут-

ствует в щелочном растворе в виде неионизированной
формы. В возбужденном состоянии благодаря усилению
кислотных свойств все молекулы 2-нафтиламина сущест-
вуют в ионизированной форме:

Это соответствует новой полосе в спектре флуоресцен-
ции (А,тах = 550 нм), которая хорошо отделена от полосы
флуоресценции ионизированной формы 2-нафтола
(рис. 3.10).

Методика измерения. Измеряют спектры и интен-
сивность флуоресценции исследуемого раствора и стан-
дартных 10~4 М растворов 2-нафтола и 2-нафтилами-
на, содержащих 2 моль/л NaOH при АВОзб = 350 нм.
Концентрацию 2-нафтола и 2-нафтиламина рассчиты-

176

где Гст— интенсивность флуоресценции при Х = 425 нм
в стандартном растворе 2-нафтола; 7"т— интенсив-
ность флуоресценции при Х = 550 нм в стандартном рас-
творе 2-нафтиламина; 1'х. —интенсивность флуоресцен-
ции при Я = 425 нм; /^ —интенсивность флуоресценции
при Х=550 нм в исследуемой смеси. При проведении из-
мерений необходимо помнить, что оптическая плотность
щелочного раствора смеси не должна превышать 0,2.

4. Изучение кинетики и механизма
ферментативных реакций

Чрезвычайно высокая чувствительность флуорес-
центного метода позволяет применять его для изуче-
ния свойств самих ферментов и их комплексов с суб-
стратом и коферментом. При измерении, например,
констант диссоциации и констант Михаэлиса для ком-
плексов фермент — субстрат или фермент — кофермент
спектрофотометрия и другие методы оказываются ча-
сто недостаточно чувствительными. Когда субстрат
флуоресцирует, можно определять константы Михаэ-
лиса на несколько порядков меньше, чем спектрофото-
метрическим методом.

Значительная чувствительность флуоресценции к
внутримолекулярным и межмолекулярным изменениям
позволяет выявить взаимодействия молекул, не обна-
руживаемые другими методами. Так, ионизация и
взаимодействие между молекулами, которые трудно
обнаружить спектрофотометрическими методами, мо-
гут изменять квантовый выход флуоресценции. Флуо-
рофоры, взаимодействуя со специфическим ферментом,
могут увеличить или уменьшить интенсивность его
флуоресценции, и по степени изменения интенсивности
можно судить о типе связи. Межмолекулярные и вну-
тримолекулярные взаимодействия могут вызвать так-
же изменения в спектрах возбуждения и флуоресцен-
ции. По изменению спектров можно также судить об
изменениях в структуре флуорофора, сопровождающих
молекулярное взаимодействие.
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Если две различные молекулы расположены доста-
точно близко, они могут влиять на флуоресценцию
друг друга. Одна из них, например, может поглощать
излучение флуоресценции другой, свидетельствуя о до-
вольно эффективной миграции энергии от одной моле-
кулы к другой при облучении молекулярного комплек-
са. Такое взаимодействие может происходить между
ароматическими аминокислотами, в ферментах и флуо-
ресцирующих коферментах. Следовательно, можно
определять и расстояние между этими молекулами.
Кроме того, излучаемый отдельными молекулами дан-
ного вещества поток энергии определенным образом
ориентирован по отношению к излучающей молекуле.
Поэтому флуоресценция твердых тел сильно поляри-
зована. В жидких невязких растворителях поляриза-
ция флуоресценции небольших молекул обычно мала,
так как вследствие броуновского движения молекулы
быстро меняют свое положение. Однако у больших
молекул, таких, как белки, даже & жидких раствори-
телях наблюдается менее интенсивное броуновское
движение: за время жизни возбужденного состояния
они мало меняют свое положение, и поэтому их флуо-
ресценция сильно поляризована. У флуоресцирующих
групп, находящихся внутри белковой молекулы или
соединенных с белком в виде комплексов фермент —
кофермент или фермент — субстрат, также обнаружи-
вается поляризация флуоресценции. Степень поляри-
зации флуоресценции таких комплексов и влияние на
нее различных факторов дают информацию о меха-
низме действия фермента. Все это представляет цен-
ность для анализа не только собственно ферментов, но
и вообще всех белков.

Рассмотрим определение константы диссоциации
фермент-субстратного комплекса флуоресцентным ме-
тодом. Взаимодействие фермента с субстратом описы-
вается общей схемой:

где Е — фермент; S — субстрат; ES — фермент-суб-
стратный комплекс. Скорость процесса

—j.

Если фермент-субстратный комплекс флуоресцирует в
другой спектральной области, нежели исходные ком-
поненты, можно, измеряя флуоресценцию этого ком-
плекса, определить константу его диссоциации. В ус-
ловиях избытка субстрата по сравнению с ферментом
([E0]<C[So]) система описывается следующими урав-
нениями:

Интенсивность флуоресценции фермент-субстратного
комплекса пропорциональна его концентрации:

Следовательно, построив зависимость а/1 от 1/[S0],
можно определить константу диссоциации фермент'
субстратного комплекса /Cs.

Для проведения измерения готовят раствор суб-
страта и фермента (в качестве субстрата используют
1-диметиламинонафталинсульфонилпептид, в качестве
фермента — пепсин) в 0,1 М формиатном буферном
растворе (рН 3,1). Концентрация субстрата (моль/л):
0,02-Ю-3; 0,06-Ю-3; О.ЬКН; 0,15-1Q-3; 0,2-10~3. Кон-
центрация фермента постоянна: 7,14-10~6моль/л.Изме*
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ряют флуоресценцию образовавшегося фермент-суб-
стратного комплекса (А,ВОзб = 285 нм, Я/ = 500 нм) в
каждом из растворов и строят график зависимости
а// от l/[So]. По тангенсу угла наклона определяют
константу диссоциации комплекса Ks.

5. Изучение межмолекулярного переноса энергии

Рассмотрим определение константы скорости син-
глет-синглетного переноса энергии между 1-хлорантра-
ценом (D) и периленом (А). При облучении раствора,
содержащего 1-хлорантрацен и перилен, светом, по-
глощаемым обоими веществами, происходят следую-
щие процессы по схемам:

Как видно из схем, при определении константы скоро-
сти переноса энергии (k\\) необходимо учитывать про-
цессы еамотушения молекул А* и D*. Для проведения
работы необходимо приготовить следующие растворы:
а) растворы 1-хлорантрацена в бензоле, имеющие кон-
центраций (моль/л): 1) 5-Ю-3; 2) МО-2; 3) 2-1Q-2;
4) 4-10~2; б) растворы перилена в бензоле, концентра-
ции (моль/л): 5) 2-Ю-3; 6) 4-К)-3; 7) 8-1Q-3. Для
определения константы скорости самотушения 1-хлор-

180

антрацена измеряют спектры флуоресценции раство-
ров 1—4. Строят зависимость в координатах (/D//D —
[D]) и по уравнению (/D//D = 1 +/Сп[О]) из тангенса

угла наклона прямой определяют константу сам„отуше-
ния /Со. Здесь /^ — интенсивность флуоресценции ра-
створа № 1; /в — интенсивность флуоресценции рас-
творов 2—4. Смешивают одинаковые объемы раство-
ров 2 и 5, 3 и 6, 4 и 7. Измеряют спектры флуоресцен-
ции полученных смесей. Строят график в координатах
(/DA//DA —[D] и по уравнению

'DA/'DA = 1 + ^D Р] + [*e + *u] ДО& [D] (3.87)
определяют (ks-\-k\i) при условии т^ = 12 не; Ф^ =
= 0,085; г=5. Константа скорости k& связана с реаб-
сорбцией флуоресценции А молекулами D Она мала по
сравнению с константой скорости переноса энергии.
Поэтому (&8+&п) ~&ц. По формуле

R0 = 7,35 • Ю-» Ут&Ац (3.88)
определяют критическое расстояние Яо(А) между до-
нором и акцептором, на котором вероятности переноса
энергии от D* к А и испускания D* равны.
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