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Глава 1

затухания поляризованных компонент интенсивности с учетом чувстви-
тельности регистрирующей системы к вертикально и горизонтально по-
ляризованному свету [10]. Проанализировать характер затухания анизо-
тропии можно с помощью следующей формулы:
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где Bi – амплитуда i-го члена мультиэкспоненциального разложения r (t), 
где каждый член суммы отвечает за отдельный флуорофор. Извлекаемая 
таким образом информация позволяет определить характеристики раз-
личных по размеру излучателей и соотношение их концентраций.

Таким образом, анизотропия люминесценции несет ценную ин-
формацию о вращательной диффузии молекул и внутримолекулярных 
процессах в возбужденном состоянии [7].

1.3. Колебательная релаксация, внутренняя  
и интеркомбинационная конверсии 

Безызлучательные процессы, показанные на рис. 1.1 стрелками 
с волнистыми линиями, достаточно разнообразны. Если молекула ока-
залась в одном из возбужденных колебательных состояний, она стреми-
тельно (в течение 10–12–10–13 с) сбросит эту избыточную колебательную 
энергию до термодинамически равновесного уровня через колебатель-
ную релаксацию («термализуется»), что приведет к повышению темпе-
ратуры системы.

Константа скорости интеркомбинационной или внутренней кон-
версии определяется следующим образом [4,12]:
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где первый сомножитель является электронным матричным элементом 
соответствующего безызлучательного перехода, построенном на опера-
торе энергии возмущения 
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Ĥ  и электронных волновых функциях (ψ1, ψ2), 
комбинирующих в переходе состояний; второй сомножитель ρ – плот-
ность конечных состояний 2, изоэнергетичных подуровням состояния 1. 
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Систематика фотопроцессов в красителях 

Третий сомножитель – фактор Франка – Кондона. Суммирование прово-
дится по всем населенным колебательным уровням i электронного состо-
яния 1 и колебательным уровням j электронного состояния 2. Символы 
θ1i, θ2j – колебательные волновые функции в состояниях 1 и 2. В качестве 
оператора возмущения может быть выбран оператор кинетической энер-
гии ядер в случае внутренней конверсии или оператор спин-орбитального 
взаимодействия в случае интеркомбинационной конверсии. Величи-
на электронного матричного элемента зависит от симметрии волновых 
функций (ψ1, ψ2). Типичная константа скорости процесса внутренней кон-
версии составляет 1010–1012 с–1, интеркомбинационная конверсия имеет 
вероятность в 102–106 раз меньше. Тем не менее именно этот процесс яв-
ляется основным каналом заселения триплетных уровней, поэтому рас-
смотрим теорию этого процесса более подробно.

Из всех релятивистских взаимодействий (спин-орбитального, 
спин-спинового, включая электрон-электронные и электронно-ядерные) 
наибольший интерес представляет спин-орбитальное. Оно обусловлено 
взаимодействием спинового магнитного момента с магнитным полем, 
возникающим при орбитальном движении электрона. Для многоэлек-
тронного атома оператор энергии спин-орбитального взаимодействия 
записывается в виде [12]
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где li, si – орбитальный и спиновый моменты электрона; ζ (ri) =   
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 – фактор спин-орбитального взаимодействия. Сум-
мирование в (1.14) проводится по электронам рассматриваемой конфи-
гурации (i = 1 ÷ n). Фактор ζ (ri), усредненный по радиальным волновым 
функциям Rnl (r) в состоянии nl (n – главное квантовое число, l – орбиталь-
ное квантовое число), называется константой спин-орбитальной связи:
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   (1.15)

Величина ζnl сильно зависит от порядкового номера элемента 
Z и квантовых чисел n и l. В литературе зависимость эффективности 
спин-орбитального взаимодействия от Z получила название эффекта 
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тяжелого атома, хотя ее природа обусловлена исключительно кулонов-
ской, а не гравитационной природой поля. Зависимость от n и l обуслов-
лена эффектами экранирования и проникновения.

В сложных полях многоэлектронных атомов точная пропорцио-
нальность Z4 не выполняется [9]. При переходе к молекулам ситуация 
становится еще более сложной. Для упрощения учета влияния спин-
орбитального взаимодействия на эффекты смешения состояний разной 
мультиплетности Мак-Клюром была предложена модель [13], в рамках 
которой движение электронов молекулы в поле центральных сил рас-
сматривается в предположении, что все атомы молекулы пространствен-
но совпадают, а угловые моменты электронов сохраняют свой атомный 
статус. В этом случае вклад каждого электрона в спин-орбитальное вза-
имодействие можно записать как
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где суммирование выполняется по всем ядрам (k = 1 ÷ N) и всем 
электронам (i = 1 ÷ n). По сравнению с выражением (1.14) здесь до-
бавлено суммирование по атомным ядрам в составе молекулы. Не-
смотря на предпринятые упрощения, модель Мак-Клюра оказывается 
вполне применимой и для описания синглет-триплетного смешения 
состояний.

В многоатомных молекулах вероятности фотофизических про-
цессов, связанных с влиянием спин-орбитального взаимодействия, про-
порциональны значению суммы квадратов констант спин-орбитальной 
связи отдельных атомов в молекуле [9, 12]:
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Энергия спин-орбитального взаимодействия в молекулах, содер-
жащих тяжелые атомы, может быть высока. Это делает процесс интер-
комбинационной конверсии весьма вероятным, более того, успешно 
конкурирующим с излучательным процессом.
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1.4. Тушение нижних возбужденных уровней

В широком смысле под тушением понимают любые процессы 
дезактивации люминесцирующих состояний, являющиеся результатом 
взаимодействия возбужденных молекул с компонентами системы. Так, 
при увеличении температуры наступает температурное тушение, при 
увеличении концентрации – концентрационное тушение, при добавле-
нии посторонних примесей – тушение посторонними примесями. 

Температурное  тушение характерно для всех люминесцирую-
щих веществ. Однако у одних свечение прекращается уже при –100 °С, 
другие продолжают слабо светиться даже при +400 °С. Температурное 
тушение является внутримолекулярным процессом, связанным с из-
менением состояния самих исследуемых молекул. При увеличении 
температуры возрастают деформации молекулы, приводящие к росту 
безызлучательного размена энергии возбуждения. Вероятность таких 
деформаций во многом определяется жесткостью той среды, в которую 
помещены исследуемые молекулы. Поэтому в жидких средах темпера-
турное тушение выражено сильнее [7].

Тушение может быть связано также с образованием нефлуорес-
цирующих комплексов флуоресцирующих молекул с молекулами ту-
шителя. Частным случаем является так называемое концентрационное 
тушение, которое связано с образованием нефлуоресцирующих ди-
меров и более крупных ассоциатов молекул при высокой концентра-
ции. В этом случае димеризация может сопровождаться деформацией 
электронного спектра поглощения молекул растворенного вещества. 
Концентрационное тушение является обратимым процессом – выход 
свечения полностью восстанавливается при разбавлении концентриро-
ванного раствора. 

Тушение посторонними примесями определяется взаимной диф-
фузией взаимодействующих молекул за время жизни их возбужденного 
состояния, происходящей вследствие броуновского движения. К числу 
наиболее активных тушителей люминесценции относятся тяжелые ани-
оны и катионы I–, Br–, Cs+, Cu2+ (при этом облегчается S1 → T1-переход); 
парамагнитные ионы и молекулы O2, Mn2+; нитроксильные радикалы; 
молекулы растворителя (наибольшим тушащим действием обладают 
полярные растворители, такие как вода) [11].
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Величину диффузионно-контролируемой бимолекулярной кон-
станты тушения можно оценить, используя уравнение Смолуховско-
го [7]:
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где ρT – сумма радиусов сталкивающихся молекул; NА – число Авогадро; 
Dфл и DТ – коэффициенты диффузии флуорофора и тушителя соответ-
ственно. Уравнение описывает диффузионный поток молекул через по-
верхность сферы радиуса ρT.

Тушение люминесценции посторонними поглощающими веще-
ствами может осуществляется за счет резонансной передачи энергии 
возбуждения от люминесцирующего вещества (донора) к тушителю (ак-
цептору). При этом перенос энергии будет тем значительнее, чем силь-
нее перекрываются между собой спектры люминесценции донора со 
спектрами поглощения акцептора и чем меньше донорно-акцепторное 
расстояние. Более подробно теория безызлучательного переноса энер-
гии будет рассмотрена в следующем параграфе.

При всем многообразии процессов тушения их можно условно 
разделить на два типа: статическое и динамическое тушение. К перво-
му типу относятся процессы, непосредственно воздействующие на ос-
новное состоянием молекулы (например образование нефлуоресциру-
ющих комплексов). Другие способствуют дезактивации возбужденного 
состояния. Действие статического тушения никак не может сказаться на 
величине времени жизни возбужденного флуоресцентного состояния, 
поскольку в возбужденное состояние переходят лишь те молекулы, ко-
торые избежали этих воздействий. Напротив, в случае динамического 
тушения во всех взаимодействиях принимают участие возбужденные 
молекулы, поэтому при развитии тушения такого вида значение време-
ни жизни должно существенно изменяться. Изменение времени жизни 
в условиях тушения являются надежным критерием, позволяющим од-
нозначно установить природу тушения. В случае динамического туше-
ния при экспоненциальном законе затухания свечения и экспоненциаль-
ном ходе тушения люминесценции выполняется важное соотношение 
между выходом флуоресценции и временем жизни флуоресцентного 
состояния:



23

Систематика фотопроцессов в красителях 

 

2 

  СО
1

ˆ
n

i i i
i

H r


  l s , (1.14) 

ζ (ri) =   2 2 2 32 1 iZe m c r  

     
  

2 4
2

2 2 3 3
0

| | .
2 1 1 2nl nl nl
e ZR r r R r
m c a n l l l

     
 


  (1.15) 

   1
СО 2 2

1 1

1ˆ ,
2

N n
ik

ik i i
k i ik

V r
H r

rm c


 


 

 l s  (1.16) 

2 2

1

N

i
i

    . (1.17) 

 Tдиф
фл ТT

4
1000

АNk D D
  , (1.18) 

0 0
фл

фл
,

 


 
 (1.19) 

   
2 Д

фл Д A 4
ПЭ норм2 4 Д 6

9
128

k I d
n R

 
     

       . (1.21) 



 
6

0
ПЭ Д

1 Rk R
R

     
. (1.22) 

ДА

Д1E 
 


. (1.23) 

6
0

6 6
0

RE
R R




. (1.24) 

 (1.19)

где наличие индекса 0 указывает на отсутствии тушителя. В большин-
стве случаев это соотношение хорошо выполняется на практике. Еще 
одним методом разграничения динамического и статического тушения 
может служить тщательный анализ спектра поглощения флуорофора, 
поскольку образование комплекса в основном состоянии часто приво-
дит к возмущению его спектра поглощения. Другой способ – это уста-
новление зависимости тушения флуоресценции от температуры и вяз-
кости, поскольку оба этих фактора сильно влияют на коэффициенты 
диффузии молекул.

1.5. Безызлучательный перенос энергии  
электронного возбуждения

Молекула может релаксировать из фотовозбужденного в основное 
состояние путем безызлучательной передачи энергии другой (или точно 
такой же) молекуле, имеющей резонансные уровни энергии и располо-
женной на достаточном для реализации данного механизма расстоянии. 
Мы ограничимся рассмотрением переноса энергии по индуктивно-ре-
зонансному диполь-дипольному механизму. В англоязычной литерату-
ре для его обозначения используется аббревиатура FRET (Fluorescence 
Resonance Energy Transfer). Об обменных механизмах, играющих суще-
ственную роль при перекрывании электронных облаков молекул и при-
водящих, например, к триплет-триплетной аннигиляции и замедлен-
ной флуоресценции Т-типа, можно более подробно прочитать в [7,11]. 
На рис. 1.3 представлена энергетическая схема с учетом переноса энер-
гии от донора (Д) к акцептору (A), эффективность которого определяет-
ся бимолекулярной константой скорости kпэ.

Безызлучательный перенос энергии электронного возбуждения 
между двумя молекулами можно представить в виде схемы:

 Д* + А → Д + А*. (1.20)
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В результате переноса энергии возбужденная молекула донора 
энергии Д* переходит в основное состояние Д, а молекула акцептора 
переходит из невозбужденного состояния А в возбужденное А*.

Весь процесс переноса энергии в конденсированной фазе можно 
разбить на ряд этапов: 1) поглощение молекулой донора энергии с пере-
ходом в возбужденное состояние; 2) колебательная релаксация в воз-
бужденном состоянии до установления теплового равновесия со средой 
или внутренняя конверсия в устойчивое возбужденное электронное 
состояние; 3) передача возбуждения от донора к акцептору; 4a) коле-
бательная релаксация донора до установления теплового равновесия 
с окружением; 4б) релаксация или внутренняя конверсия в молекуле ак-
цептора; 5) излучение или безызлучательный переход в акцепторе.

Теорию безызлучательного переноса энергии разработал в 1947 г. 
T. Фёрстер (Förster) [14, 15]. Полученное им выражение для константы 
скорости переноса энергии по диполь-дипольному механизму содержит 
экспериментально измеряемые величины:
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Здесь R – расстояние между молекулами донора и акцептора; к – ориен-
тационный фактор, для анизотропных сред обычно принимаемый 2/3; 
σ – сечение поглощения; Iнорм – квантовая спектральная плотность из-

Рис. 1.3. Диаграмма Яблонского с учетом переноса энергии
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лучения люминесценции, нормированная на единичную площадь; 
n – показатель преломления; 
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 – волновое число. Верхние индексы Д 
и А указывают на принадлежность параметров к донору и акцептору, 
соответственно. Формула (1.21) демонстрирует сильную зависимость 
вероятности переноса энергии от интеграла перекрытия спектров по-
глощения донора и люминесценции акцептора (резонансный фактор) 
и расстояния между донором и акцептором (концентрационный фак-
тор). Вторая зависимость привела к широкому использованию этого 
метода для определения расстояния между донорами и акцепторами [7].

Для характеристики переноса энергии удобно ввести в рассмотре-
ние критическое расстояние R0 (радиус Фёрстера), на котором константа 
скорости переноса энергии равна константе скорости спонтанной дезак-
тивации донора в отсутствии акцептора:
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Для типичных донорно-акцепторных пар значения R0 лежит 
в пределах 4–10 нм. Часто измеряют эффективность переноса E, кото-
рая определяется как отношение числа фотонов, переданных акцептору 
к общему числу фотонов, поглощенных донором (параметр, по смыслу 
близкий к квантовому выходу переноса энергии). Эффективность пере-
носа может быть определена через отношение времени жизни затухания 
донора в присутствии  акцептора (τДА) и без него: 
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Эффективность переноса энергии можно непосредственно свя-
зать с расстоянием между донором и акцептором, что дает удобный вы-
ход на измерение расстояний, характерных для реализации переноса:
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Таким образом, например, была сделана оценка толщины липид-
ного бислоя, расстояния белок – холестерин, местоположения белковой 
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глобулы в мембране, конформационных изменений в мембранных бел-
ках и др. [11].

При достаточно большой вязкости растворителя можно считать, 
что за время жизни возбужденного состояния взаимные расстояния 
и ориентации не меняются. Теория затухания числа доноров nД

 (t) для 
этого случая была разработана Аграновичем и Галаниным [16]:
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Как видно из (1.25), при больших концентрациях акцептора [A] 
нарушается экспоненциальный от времени закон спада населенности 
флуоресцентного состояния. Экспериментальная проверка этой законо-
мерности требует использования инструментов с высоким временным 
разрешением и необходимости учета вклада функции возбуждения в ре-
гистрируемый сигнал спада флуоресценции.

Наиболее распространенным методом исследования безызлуча-
тельного переноса энергии является метод тушения флуоресценции. 
В условиях постоянного облучения и отсутствия необратимых фотохи-
мических реакций квантовый выход испускания молекулы в отсутствии 
молекул акцептора 

3 

   Д 3
0Д Дexp 3,14 Аt tn t R

 
   

  
. (1.25) 

0
фл

 1

фл
фл

фл T икк ПЭ AS

k
k k k k

 
  

. (1.26) 

 
0
фл Д

ПЭ
фл

1 A .k


  


 (1.27) 

 
Д

Д
ПЭДА 1 A .k

  


 (1.28) 

   
 диcc
K Мол
К-Мол

K


 . (1.29) 

 MH   M– + H+. (1.30) 

 
M H

MHaK
        . (1.31) 

 
10 +

M
pH p log

HaK
 
  
    

. (1.32) 

 * 1 2 3+ *
MМH R М HR M HR МH R .h            (1.33) 

  +

*1 2 3* + +
MH

М HR МH R MH R М HR.h           (1.34) 

+ MMHp p p
2,3

*
a a aK K K h

kT
  

    , (1.35) 

 дается выражением (1.7). В присутствии моле-
кул акцептора с концентрацией [A] квантовый выход донора
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Если рассмотреть долю возбужденных флуорофоров, дезактиви-
рующихся путем излучения с учетом переноса энергии, по отношению 
к той же величине без его учета, то можно получить следующее соот-
ношение:
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В более общем случае, когда вместо константы переноса энер-
гии подразумевается константа бимолекулярного тушения (например, 
диффузионно-контролируемая константа столкновительного туше-
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ния (1.18)), это выражение носит название уравнение Штерна – Фольме-
ра. График зависимости отношения квантовых выходов (или отношения 
интенсивностей флуоресценции) от концентрации акцептора представ-
ляет собой прямую линию с угловым коэффициентом τД kпэ. Величину τД

можно измерить в отсутствие молекул акцептора, а затем определить 
значение бимолекулярной константы тушения kпэ. Выполнение зависи-
мости Штерна – Фольмера на опыте служит прямым доказательством 
существования конкуренции между процессами бимолекулярного ту-
шения и мономолекулярной дезактивации молекулы Д. Линейность, на-
блюдаемая в координатах Штерна – Фольмера, еще не гарантирует на-
личие только динамического тушения: статическое концентрационное 
тушение, обусловленное образованием нефлуоресцирующих димеров, 
также дает прямую линию. 

В случае если все же имеет место только динамическое тушение 
и выполняется (1.19), то имеет место еще одно важное соотношение 
между временем жизни донора в отсутствии и в присутствии акцептора:
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Весьма значимой проблемой, влияющей на регистрируемый сиг-
нал интенсивности, является реабсорбция флуоресценции молекулами 
донора и акцептора. Этот процесс вызван перепоглощением веществом 
собственного излучения и не имеет прямого отношения к обсуждаемо-
му явлению. Реарбсорбция приводит к уменьшению амплитуды и иска-
жению формы контура флуоресценции на его коротковолновом крыле, 
что особенно важно для анализа тушения донора. Это явление сопрово-
ждает регистрируемый сигнал интенсивности флуоресценции образцов 
с оптической плотностью на длине волны возбуждения более 0,1 и его 
влияние может быть уменьшено путем выбора геометрии измерения 
с передней стенки образца либо учтено математически [10].

Еще один способ изучения безызлучательного переноса энергии 
заключатся в исследовании разгорания сенсибилизированной люми-
несценции акцептора. Недостатком данного метода является необходи-
мость наличия образца с известными характеристиками люминесцен-
ции для калибровки измерительной системы.
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Известен фотохимический метод исследование безызлучательно-
го переноса энергии, который заключается в определении уменьшения 
выхода фотореакции донора в присутствии акцептора [17]. Применение 
данного метода сопряжено с необходимостью моделирования физико-
химической кинетики с целью получения количественных соотношений 
между вероятностью переноса энергии и выходом фотопродукта.

Таким образом, для изучения переноса энергии между разными 
молекулами используют несколько приемов, отличающихся по сложно-
сти применяемых инструментов, трудоемкости обработки результатов, 
наличию адекватных количественных моделей: 1) по снижению кванто-
вого выхода флуоресценции донора в присутствии акцептора; 2) по со-
кращение времени затухания флуоресценции донора; 3) по разгоранию 
сенсибилизированной флуоресценции акцептора; 4) по замедлению 
фотохимической реакции донора (по разгоранию сенсибилизированной 
фотохимической реакции акцептора).

1.6. Межмолекулярные взаимодействия

Молекулы красителя, находящиеся в окружении растворителя 
и других (в том числе точно таких же) молекул, попадают под влияние 
межмолекулярных сил. Сравнивая спектры веществ в газовой фазе и рас-
творе, можно выявить ряд различий. Спектры испускания обычно сдви-
нуты батохромно, поскольку электронно-возбужденное состояние сильнее 
стабилизируется растворителем, чем основное; происходит гиперхромный 
эффект от снятия запретов на некоторые переходы; наблюдается исчезно-
вение тонкой колебательной структуры и изменение формы полос и т. д.

Помимо действия растворителя, изменения в энергетической 
структуре молекул могут быть вызваны взаимодействием растворен-
ных молекул между собой. При высоких концентрациях красителей 
наблюдаются образование димеров и других ассоциатов. Закон Буге-
ра – Ламберта – Беера выполняется только для разбавленных растворов, 
в которых такие взаимодействия исключены. Количественно охаракте-
ризовать этот процесс можно, используя константу диссоциации диме-
ров, которая соответствует концентрации молекул, при которой доли на-
ходящихся в равновесии димеров и мономеров уравниваются.
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Красители (К) способны образовывать комплексы и с другими 
молекулами (К-Мол), присутствующими в растворе. В общем случае 
константа диссоциации такого комплекса определяется следующим об-
разом:
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В основе образования ассоциатов красителей, комплексов краси-
телей с другими молекулами лежат различные механизмы. Классифика-
ция типов межмолекулярных взаимодействий будет дана в соответствии 
с работой [18].

Все взаимодействия удобно подразделить на универсальные 
и специфические. Первые действуют во всех случаях без исключения, 
определяются физическими параметрами молекул и после усреднения 
по конфигурациям и объему характеризуют коллективное влияние мо-
лекул окружения на свойства данной молекулы. Взаимодействия второ-
го типа являются по своей природе индивидуальными, т. е. присущими 
данной паре частиц и носят уже квазихимический, обменный характер. 
Они отличаются высокой избирательностью по отношениям к свой-
ствам молекул и приводят фактически к образованию более или менее 
сильной связи между ними.

Подразделение межмолекулярных взаимодействий на физиче-
ские, объемные, дальнодействующие и универсальные, с одной сторо-
ны, и химические, локальные, короткодействующие и специфические, 
с другой, является произвольным, поскольку, строго говоря, в основе 
тех и других лежат одни и те же электрические силы взаимодействия 
электронов и ядер. К первой группе отнесем вандерваальсовы взаимо-
действия, отличительными особенностями которых является их при-
ближенная аддитивность и отсутствие выраженной направленности. 
Это ориентационные, индукционные и дисперсионные силы притяже-
ния, а также силы отталкивания, обусловленные взаимной непроницае-
мостью молекул. Ко второй группе – все виды парных взаимодействий, 
имеющие донорно-акцепторную природу и обладающие всеми основ-
ными атрибутами химической связи – насыщаемостью и явной направ-
ленностью (комплексообразование, водородная связь). 
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Часто водородную связь рассматривают как электростатическое 
взаимодействие, усиленное небольшим размером водорода, которое 
разрешает близость взаимодействующих диполей. Тогда об этом гово-
рят как о разновидности донорно-акцепторной связи, невалентном взаи-
модействии между атомом водорода H, ковалентно связанным с атомом 
A группы A-H молекулы RA-H и электроотрицательным атомом B дру-
гой молекулы (или функциональной группы той же молекулы) BR'. Ре-
зультатом таких взаимодействий являются комплексы различной степе-
ни стабильности, в которых атом водорода выступает в роли «моста», 
связывающего фрагменты RA и BR'. 

Особое место, особенно у органических соединений в водных 
растворах, могут играть гидрофобные взаимодействия между неполяр-
ными частицами (молекулами, фрагментами сложных молекул) в воде. 
Причина гидрофобного взаимодействия – большая энергия водородной 
связи между молекулами воды, превосходящая энергию их взаимодей-
ствия с неполярными частицами. Термодинамическая невыгодность 
контакта воды с неполярными веществами (рассматриваемая как гидро-
фобность) и предопределяет сильное притяжение молекул друг к другу. 
Мерой гидрофобности является так называемый коэффициент распре-
деления, показывающий отношение концентраций в октанольной фазе 
(гидрофобной) к концентрации в водной фазе двухфазной системы. 

Различные виды взаимодействий имеют величины энергий, су-
щественно контрастирующие между собой: энергия химических связей 
(ковалентных) – 200–800 кДж/моль; энергия гидрофобных взаимодей-
ствий – 20–80 кДж/моль; энергия межмолекулярного переноса заряда – 
4–40 кДж/моль; межмолекулярная водородная связь – 15–40 кДж/моль; 
вандерваальсовы взаимодействия (постоянный диполь-постоянный ди-
поль, мгновенный диполь-наведенный диполь, постоянный диполь-на-
веденный диполь) – 8–20 кДж/моль. 

Как правило, в изучаемой системе одновременно разворачивает-
ся сразу несколько типов взаимодействий, разграничение которых яв-
ляется весьма непростой задачей. Для этого систему целенаправленно 
возмущают путем изменения полярности растворителя (так называ-
емый метод спектральных сдвигов [19]), концентрации ионов в рас-
творе, экранирующих заряд. Важная информация для определения 
механизма межмолекулярного взаимодействия может быть получена 
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с помощью квантово-химических расчетов и методов молекулярной 
динамики, в рамках термодинамического подхода, с помощью методов 
ИК-спектроскопии и т. д.

1.7. Фотоиндуцированный перенос протона 

В подходящих растворителях кислотные группы молекул кра-
сителей (например, карбоксильная или гидроксильная) подвергаются 
диссоциации. В результате образуется сольватированный ион водорода, 
а нейтральная молекула красителя превращается в анион. Обозначив 
через MH молекулу красителя, эту реакцию можно изобразить в следу-
ющем виде: 
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Константа диссоциации выражается следующей формулой:
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Для многоосновных кислот, диссоциация которых проходит в не-
сколько стадий, оперируют отдельными константами для каждой стадии 
диссоциации. Равновесные концентрации диссоциированных и исход-
ных форм можно определить с помощью уравнения Хендерсона – Хас-
сельбаха, описывающего соотношение между pH и pKa:
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В возбужденном электронном состоянии молекула (M*) меняет 
свои свойства: геометрию и распределение электронной плотности. 
Это может привести, в частности, к изменению ее кислотно-основных 
свойств. В этом случае весьма вероятен фотоиндуцированный перенос 
протона с участием молекул ближайшего окружения (растворителя). 
Системы с переносом протона в возбужденном состоянии (в англоязыч-
ной литературе этот процесс известен как ESPT – Excited State Proton 
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Transfer) легко распознать по установившимся спектрам: оптическая 
плотность, как правило, соответствует исходному хромофору, а флуо-
ресценция – продукту реакции диссоциации. Этот процесс протекает 
обычно гораздо быстрее, чем излучательный. Опубликованные значе-
ния времен лежат в диапазоне от долей пикосекунд до наносекунд [20, 
21], и существенно зависят не только от самой молекулы, но и от ее 
окружения. Часто продукт диссоциации и исходная молекула имеют 
разное время жизни флуоресценции.

Фотоотдача возбужденной молекулой MH+ протона H+ основа-
нию R (1), испускание флуоресценции молекулой M (2) и присоедине-
ние протона от кислоты HR невозбужденной молекулой (3) могут быть 
проиллюстрированы в рамках следующей схемы:

3 

   Д 3
0Д Дexp 3,14 Аt tn t R

 
   

  
. (1.25) 

0
фл

 1

фл
фл

фл T икк ПЭ AS

k
k k k k

 
  

. (1.26) 

 
0
фл Д

ПЭ
фл

1 A .k


  


 (1.27) 

 
Д

Д
ПЭДА 1 A .k

  


 (1.28) 

   
 диcc
K Мол
К-Мол

K


 . (1.29) 

 MH   M– + H+. (1.30) 

 
M H

MHaK
        . (1.31) 

 
10 +

M
pH p log

HaK
 
  
    

. (1.32) 

 * 1 2 3+ *
MМH R М HR M HR МH R .h            (1.33) 

  +

*1 2 3* + +
MH

М HR МH R MH R М HR.h           (1.34) 

+ MMHp p p
2,3

*
a a aK K K h

kT
  

    , (1.35) 

(1.33)

Фотоиндуцированное присоединение H+ (1), испускание молеку-
лой MH+ кванта флуоресценции (2) и отдача протона молекулой MH+ (3) 
в аналогичных обозначениях выглядит следующим образом:
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Если молекула поглощает при большей частоте, чем ее депрото-
нированная форма, то при возбуждении она окажется на более высо-
ком энергетическом уровне. После этого она будет стремиться перейти 
в более выгодное по энергии депротонированное состояние. Другими 
словами, вещество станет более сильной кислотой (1.33). Если молекула 
поглощает на большей частоте, чем ее протонированная форма, то при 
возбуждении она будет становиться более сильным основанием (1.34). 
Донором (акцептором) протона в этом процессе выступает молекула 
растворителя. Фотоиндуцированный перенос протона приводит к тому, 
что поглощает молекула одной протолитической формы, а испускает 
молекула другой. Примеры таких систем хорошо известны, одной из 
них является зеленый флуоресцирующий белок (GFP). По отношению 
к основному состоянию фотоиндуцированный перенос протона – это 
полностью обратимый процесс и при рассмотрении возбужденного со-
стояния его необходимо учитывать в качестве конкурентного испуска-
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нию процесса. Существует несколько основных взаимодополняющих 
способов изучения переноса протона в возбужденном состоянии: с по-
мощью цикла Ферстера, флуоресцентного титрования, измерения вре-
мени жизни флуоресцентного состояния.

Цикл Фёрстера. Предложенная выше связь между сдвигом частоты 
0–0 перехода, сопровождающем протонирование (νMH+ – νM), и разницей 
показателей константы диссоциации ∆pKa между ее величиной в основ-
ном pKa и возбужденном pK*a состояниях без учета незначительных эн-
тропийных эффектов формализуется в цикл Фёрстера (рис. 1.4) [22]:
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где h – постоянная Планка; k – постоянная Больцмана; T – абсолютная 
температура. Это выражение вытекает из соотношения между измене-
нием энтальпии при протонировании (депротонировании) в основном 
(∆H) и возбужденном состояниях (∆H*).

Как следует из (1.35), для того, чтобы выполнить расчет для кон-
кретной молекулы, необходимо знать pKa в основном состоянии  и меру 
разности энергий между электронными уровнями основного и возбуж-

Рис. 1.4. Диаграмма, иллюстрирующая цикл Фёрстера 
для положительной разницы ∆pKa 
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денного состояния протонированной и депротонированной форм. Для 
определения pKa основного состояния используются стандартные ме-
тоды потенциометрического титрования и/или методы абсорбционной 
спектроскопии.

Определить константу диссоциации в возбужденном состоянии 
несколько сложнее из-за проблемы нахождения энергии 0-0 переходов. 
К сожалению, для большинства замещенных ароматических соеди-
нений в растворе спектры поглощения и излучения характеризуются 
широкими, бесструктурными полосами, и лучшее, что можно сделать 
для нахождения частоты 0–0 перехода, это найти их точку пересечения 
в «зеркальных координатах» [23]. Даже если не получается определить 
точное значение pK*a, с помощью цикла Фёрстера удается найти направ-
ление изменения показателя константы диссоциации при возбуждении, 
что является важной характеристикой. Ее величина может принимать 
как положительные, так и отрицательные значения в зависимости от 
типа молекулы и функциональных групп, участвующих в диссоциа-
ции [22]. Формулу (1.35) можно использовать для оценки константы 
диссоциации как возбужденных синглетных, так и триплетных уровней. 

Флуоресцентное  титрование.  Значение pK*a, рассчитанное по 
циклу Фёрстера, позволяет оценить величину диапазона кислотности, 
в котором ожидается фотоиндуцированный перенос протона. Одна-
ко это еще не гарантирует, что фотоиндуцированный перенос протона 
кинетически реализуем (наиболее вероятен по сравнению с другими 
конкурирующими процессами в возбужденном состоянии). Стационар-
ные спектры флуоресценции могут дать дополнительную информацию 
о возбужденном синглетном уровне. Для этого необходимо измерить 
спектры испускания протонированной и депротонированной форм при 
различных значениях pH. Точка перегиба кривых зависимости интен-
сивности флуоресценции от кислотности дает первое приближение 
к значению pK*a. Использование этого метода предполагает, что равно-
весие между протонированной и депротонированной формами успевает 
установиться за время жизни флуоресцентного состояния и что времена 
жизни флуоресценции M и MH+ равны. Последнее предположение да-
леко не всегда выполняется на практике, например, если только одна 
из форм является флуоресцентной. Кроме того, достаточно пробле-
матичным является выявление индивидуальных контуров в ситуации 
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многоступенчатой диссоциации молекул и сильно перекрывающихся 
контуров. 

Измерения времени жизни флуоресцентного состояния. С помо-
щью прямого измерения флуоресцентного времени жизни протониро-
ванной τMH+ и депротонированной τM форм можно более точно рассчи-
тать константу диссоциации в возбужденном состоянии. При условии, 
что за время жизни возбужденного состояния устанавливается равно-
весие, показатель константы диссоциации определяется как
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 (2.1)  

 H3R+ ↔ H2R + H+ (pKa0); (3.1) 

 H2R ↔ HR– + H+ (pKa1); (3.2) 

 HR– ↔ R2– + H+ (pKa). (3.3) 

 (1.36)

где pH – кислотность, при которой наблюдается точка перегиба кривых 
интенсивности флуоресценции от кислотности (см. выше). Если значе-
ние флуоресцентного времени жизни неизвестно, но определен кванто-
вый выход флуоресценции и радиационное время жизни, то недостаю-
щий параметр можно найти с помощью соотношения (1.8).

Перенос протона влияет на саму кинетику затухания флуоресцен-
ции. Об его протекании можно судить, в частности, по кинетике спада 
флуоресценции, которая носит более сложный характер, чем описан-
ная уравнением (1.5). Так, для случая обратимой диссоциации молекул 
было получено следующее выражение кинетики спада интенсивности 
флуоресценции [24]:
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 (2.1)  

 H3R+ ↔ H2R + H+ (pKa0); (3.1) 

 H2R ↔ HR– + H+ (pKa1); (3.2) 

 HR– ↔ R2– + H+ (pKa). (3.3) 

 (1.37)

Оно отличается от простой экспоненциальной временной зависи-
мости с характерным временем затухания флуоресценции на множитель 
t –3/2, учитывающий диффузионную природу процесса фотоиндуциро-
ванного переноса протона и играющий существенную роль при анализе 
«длинновременного хвоста» этой зависимости.

Фотоиндуцированный перенос протона среди рассмотренных 
процессов в возбужденном состоянии занимает особое место. Химиче-
ский по своей природе, он тем не менее вызывает обратимые изменения 
в структуре молекулы и представляет собой дополнительный канал эф-
фективной дезактивации возбужденного состояния.
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1.8. Фотоиндуцированные реакции, приводящие  
к изменению химической структуры красителя

Перейдем к рассмотрению фотопроцессов, приводящих к необ-
ратимому изменению химической структуры молекулы. В случае кра-
сителей такие изменения часто приводят к обесцвечиванию. Спектр 
фотохимических реакций достаточно широк [2]. Фотоокисление и фото-
восстановление красителя с участием молекул X, Y протекает по следу-
ющей схеме:

M* + X → M+ + X–

 M* + Y → M– + Y+ (1.38)

Образовавшийся молекулярный остаток обычно неустойчив, до-
вольно быстро вступает в другие реакции, носящие темновой харак-
тер [2] и протекающие необратимо.

Другие реакции – это фотолиз с образованием органических ра-
дикалов, цис/транс-фотоизомеризация, фотоприсоединение, фотосен-
сибированная диссоциация и т. д. Все они достаточно специфичны по 
отношению к различным классам красителей, их окружению и внеш-
ним условиям. Выделим несколько положений, носящих общий харак-
тер [2, 3]:

• Длительность сохранения в молекуле электронно-колебатель-
ного возбуждения в триплетном состоянии и состояние валентной не-
насыщенности увеличивает вероятность протекания фотохимической 
реакции. Это приводит к чрезвычайной реакционной способности 
триплетных состояний, что обусловливает необходимость учета по-
следних в химических реакциях, в том числе связанных с переносом 
протона. 

• Важными характеристиками реакций служат выход и константа 
скорости этой реакции. В зависимости от механизма реакции ее кине-
тика может иметь мономолекулярный, бимолекулярный и т. д. характер. 
Рассмотрение кинетических параметров позволяет описать динамику 
заселенности уровней молекул красителя и определить роль возбужден-
ных состояний красителя в реакциях с их участием.

• Спектральные методы исследования (как абсорбционные, так 
и эмиссионные) являются важным инструментом исследования ста-
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бильных и короткоживущих продуктов фотохимической реакции и ее 
кинетики.

Практический интерес к изучению фотообесцвечивания краси-
телей сосредоточен в области физики лазеров, в конфокальной микро-
скопии, иммунологическом анализе, в технологии создания регистри-
рующих сред для оптической записи информации, аккумулирования 
солнечной энергии.
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ФЛУОРЕСЦЕИНОВЫЕ КРАСИТЕЛИ:  
ОБРАТИМЫЕ ПРОЦЕССЫ С УЧАСТИЕМ  

ВОЗБУЖДЕННЫХ СОСТОЯНИЙ

Во второй главе флуоресцеиновые красители будут охарактеризо-
ваны с точки зрения конформационных особенностей их химического 
строения и спектральных свойств (положения и формы спектров погло-
щения и испускания, времена жизни возбужденных состояний разной 
мультиплетности, константы скоростей излучательных и безызлуча-
тельных процессов, их квантовые выходы) в метаноле и двух биополи-
мерных матрицах. Рассматриваемые процессы включают события, не 
связанные с необратимой химической модификацией красителей. Среди 
эффектов, влияющих на изучаемые свойства красителей, можно выде-
лить следующие: межмолекулярные взаимодействия с растворителем, 
концентрационные эффекты, связанные с агрегацией и безызлучатель-
ным переносом энергии, внутримолекулярное спин-орбитальное взаи-
модействие. В целом спектральные свойства изменяются постепенно 
по мере галогензамещения в ряду флуоресцеин – бенгальский розовый. 
Галогензамещение вызывает изменение пространственной и зарядовой 
структуры молекул, изменение эффективности смешивания состояний 
разной мультиплетности. Совокупное рассмотрение ряда красителей 
с похожей химической структурой, но с разными заместителями-галоге-
нами позволяет наиболее детально рассмотреть механизмы происходя-
щих фотоиндуцированных процессов.

2.1. Химическое строение и электронные спектры

Флуоресцеиновые красители (наряду с родаминовыми) входят 
в широкий класс ксантеновых красителей, получивших свое название от 
основного структурного элемента – ксантенового трицикла. Основатель 
красителей этого ряда – флуоресцеин – был синтезирован около 150 лет 
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назад [1]. Несколько позже были синтезированы его галогензамещенные 
гомологи (рис. 2.1) – эозин (2', 4', 5', 7'-тетрабромфлуоресцеин), 
эритрозин (2', 4', 5', 7'-тетрайодфлуоресцеин), бенгальский розовый 
(4, 5, 6, 7-тетрахлор-2', 4', 5', 7'-тетрайодфлуоресцеин), которые так 
же, как и флуоресцеин, имеют водорастворимые солевые формы. За 
некоторыми солями красителей в зависимости от типа противоиона 
закрепились устоявшиеся названия. Так, динатриевая соль флуоресце-
ина известна как уранин, динатриевая соль эозина – как эозин Y, ди-
калиевая соль эозина – эозин К и т. д. Кроме перечисленных галоген-
замещенных флуоресцеинов, существует ряд других синтезированных 
красителей (2', 7'-дихлорфлуоресцеин, 4', 5'-дибромфлуоресцеин, 
тетрабромдихлор-флуоресцеин и др.) с еще более плавным изменением 
числа замещающих галогенов, однако не все из них растворяются 
в воде. Кроме того, существует (и продолжает расти) список красите-
лей, синтезированных на основе флуоресцеина и не имеющих в своем 
составе галогенов. Они отличаются наличием функциональных групп, 
позволяющих либо специфически связываться с биомолекулами (на-
пример флуоресцеин изотиоцианат), сохраняя спектральные свойства 

Рис. 2.1. Схема молекулярной структуры флуоресцеиновых 
красителей: флуоресцеин (R1 = R2 = R3 = H; Cat = Na); 4,5-ди-
бромфлуоресцеин (R1 = R2 = H; R3 = Br; Cat = H); эозин (R1 = H; 
R2 = R3 = Br; Cat = Na, K); эритрозин (R1 = H; R2 = R3 = I; Сat = Na); 

бенгальский розовый (R1 = Cl; R2 = R3 = I; Cat = Na)
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флуоресцеина, либо иметь физико-химические свойства, отличные от 
исходного красителя. Наше внимание в большей степени будет направ-
лено на изучение процессов с участием возбужденных состояний гало-
гензамещенных флуоресцеинов.

Флуоресцеиновые красители имеют яркую и довольно самобыт-
ную историю своего применения в физике, химии и биологии благо-
даря низкой токсичности, достаточно выраженным оптико-спектраль-
ным свойствам и способности растворяться в воде. Флуоресцеин еще 
более ста лет назад был успешно использован в качестве трейсера для 
доказательства существования общей водной системы рек Рейн и Ду-
най [1]. Более позднее применение красителей связано с созданием ак-
тивных сред перестраиваемых лазеров [2]. В последние годы интерес 
сместился в область флуоресцентного маркирования и зондирования 
благодаря высоким значениям сечения поглощения, квантового выхода 
флуоресценции и возможности химической конъюгации флуоресцеина 
с биомолекулами [3]. Кроме того, флуоресцеин находит применение как 
стандарт в методике измерения квантового выхода флуоресцирующих 
соединений [4]. Гомологи флуоресцеина также используются в каче-
стве внешних флуоресцентых и фосфоресцентных меток для детекти-
рования растворенного кислорода, изучения функциональных свойств 
белков и т. д. [5,6]. Известно применение флуоресцеиновых красителей 
в полимерной матрице в качестве регистрирующих сред для оптической 
записи информации [7].

Дианионны флуоресцеиновых красителей, получаемые из соле-
вых форм в нейтральных и щелочных растворителях, имеют интенсив-
ные несимметричные полосы поглощения в видимой области спектра, 
которые относятся к первому синглет-синглетному переходу. Ряд менее 
интенсивных полос в УФ-области обусловлены переходом в более вы-
соковозбужденные разрешенные по спину состояния (рис. 2.2). Галоген-
замещение в структуре красителей вызывает красное смещение длинно-
волновой полосы поглощения.

Рассматриваемые красители в жидких растворителях проявляют 
способность к агрегации с образованием димеров, тримеров и т. д. Тен-
денция к повышению эффективности агрегации увеличивается по мере 
галогензамещения. Величины констант димеризации в воде составляют 
около 5 М–1 для флуоресцеина, 110 М–1 для эозина, 140 М–1 для эритрозина, 
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Рис. 2.2. Спектры поглощения красителей в основном метаноле: 
1 – флуоресцеин; 2 – дибромфлуоресцеин; 3 – эозин Y; 4 – эри-

трозин B; 5 – бенгальский розовый

Рис. 2.3. Спектры флуоресценции красителей в основном метаноле: 
1 – флуоресцеин; 2 – дибромфлуоресцеин; 3 – эозин Y; 4 – эритрозин B; 

5 – бенгальский розовый
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250 М–1 для бенгальского розового [8]. В большинстве случаев меха-
низм агрегации имеет сложную природу, включающую как образование 
водородных связей (например у флуоресцеина), так и гидрофобные вза-
имодействия, обусловленные наличием сильно поляризованных гало-
генов. Наличие агрегатов приводит к существенному изменению всей 
картины фотопроцессов: изменяются спектры поглощения и вероятно-
сти безызлучательных переходов, происходит тушение флуоресценции. 
Чтобы избежать эффектов, осложняющих картину фотопроцессов в во-
дных и спиртовых растворах красителей, будем рассматривать результа-
ты, полученные с использованием разбавленных растворов, в которых 
подобные процессы пренебрежимо малы. 

Спектры испускания флуоресцеиновых красителей так же, как 
и спектры поглощения, представляют собой несимметричные конту-
ры, рис. 2.3. Галогензамещение в составе структуры красителей суще-
ственно влияет на спектры испускания, приводя к красному смещению, 
уменьшению интенсивности и стоксова сдвига, изменению формы кон-
туров. Разберем более подробно эти эффекты с точки зрения конформа-
ции молекул и развития спин-орбитального взаимодействия.

2.2. Конформация дианионов  
флуоресцеиновых красителей в основном  
и возбужденном синглетном состояниях

Экспериментальное определение конформации сложных органи-
ческих молекул в растворе чрезвычайно сложно, поэтому для таких за-
дач привлекают расчетные методы молекулярной механики и квантовой 
химии. Особенности структуры дианионов флуоресцеиновых краси-
телей (перераспределение зарядов, изменение длин связей, валентных 
углов), связанные c галогензамещением, переходом из основного состо-
яния в возбужденное и влиянием растворителя (метанола) были выпол-
нены методом функционала плотности B3LYP c использованием модели 
поляризованного континуума PCM [9]. Результаты расчетов показали, 
что молекулы красителей в основном состоянии могут быть представ-
лены в виде двух пространственных конформеров. Наиболее выгодна 
по энергии геометрия для первого конформера (рис. 2.4) – расположе-
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ние группы COO– в плоскости моноцикла для всех красителей, кроме 
бенгальского розового, для которого наиболее выгодной оказалась кон-
формация 2 (плоскость группы COO– перпендикулярна плоскости моно-
цикла). Разность энергии двух конформеров для разных красителей со-
ставляет 8–20 кДж/моль, что сравнимо с энергией диполь-дипольных 
взаимодействий. Оба конформера принадлежат группе симметрии CS. 

Замещение галогенами приводит к перераспределению зарядов на 
большинстве атомов. Обозначения атомов и молекулярная система ко-
ординат приведены на рис. 2.5. Частичные заряды на атомах кислорода 
в положении O(24) уменьшаются при переходе от флуоресцеина к бен-
гальскому розовому от –0,5 до –0,41 е – (е – – абсолютное значение заряда 
электрона). Значение заряда на гетероатоме O(17) (0,35–0,38 е –) близко 
для всех замещенных красителей. Влияние растворителя (метанола) на 
частичные заряды атомов кислорода заключается в увеличении отрица-
тельного заряда на 0,04–0,06 е – на атомах О(8), О(9), О(24), в то время 
как у гетероатома О(17) заряд остается постоянным.

Сравнение частичных зарядов на атомах углерода молекул ди-
бромфлуоресцеина и эозина (одинаковый заместитель – Br), а также 
эритрозина и бенгальского розового (одинаковый заместитель – I) по-
казало следующее. Для атомов C(18), C(19), C(20), C(21) молекул эри-
трозина и бенгальского розового частичные электронные заряды рав-

Рис. 2.4. Взаимное расположение плоскостей трицикла, моноцикла 
и группы COO- (слева – конформер 1, справа – конформер 2)
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ны. В связи с индуктивным эффектом при замещении атомами брома, 
частичные заряды для молекул дибромфлуоресцеина и эозина близки 
только для C(18) и C(19) атомов. Частичные заряды на атомах C(1), 
C(2), C(3), C(4), C(5), C(6), C(7), C(10), C(23), для молекул флуоресце-
ина, дибромфлуоресцеина, эозина, эритрозина имеют близкие значения 
для каждого атома углерода в ряду красителей. Отличие зарядов на тех 
же атомах углерода молекулы бенгальского розового обусловлено ин-
дуктивным эффектом атомов хлора в моноцикле. Частичные заряды 
на атоме C(22) различаются для всех красителей (диапазон изменения 
от –0,01 до 0,17 е –), поскольку этот атом испытывает влияние замести-
теля R2 и пространственно близок к группе COO-. Значения частичных 
зарядов в вакууме и метаноле имеют близкие значения (различие не бо-
лее 0,02 е –) для всех атомов углерода, кроме C(1). На нем для всех кра-
сителей заряд оказался меньше на 0,04–0,05 е –.

Заряды на атомах водорода, связанных с C(19) и C(21), у флуо-
ресцеина равны 0,04 и 0,03 е – соответственно. Атомы галогенов имеют 

Рис. 2.5. Молекулярная система координат (х, y, z)  
и пространственная структура флуоресцеиновых красителей
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заряды, отличающиеся от зарядов на атомах водорода флуоресцеина, 
которые они замещают. Так, частичные заряды на атомах R3 составляют 
величину –0,1 е – для дибромфлуоресцеина и –0,07 е – для эозина, заряд 
на заместителе R2 молекулы эозина равен –0,12 е –. Заряды атомов R3 
и R2 молекулы эритрозина (–0,02 е – и –0,08 е –) больше, чем у молекулы 
бенгальского розового (0,01 е – и –0,05 е – соответственно). Величины за-
рядов на атомах хлора лежат в пределах (–0,02)–(–0,04) е –. Для молекул 
в метаноле заряды на атомах заместителей увеличиваются примерно на 
0,02–0,06 е –. 

Пространственная структура красителей при переходе от флуо-
ресцеина к бенгальскому розовому претерпевает значительные измене-
ния (табл. 2.1). В то время как длины большинства связей в структуре 
колец и боковых групп меняются несущественно, связь С–галоген уве-
личивается от C–H в ряду C–Cl, C–Br, C–I значительно (1,09; 1,74; 1,93; 
2,14 Å соответственно). Вместе с этим меняется размер самих молекул. 
Размер молекулы, рассчитанный как расстояние между самыми удален-
ными атомами, составляет для флуоресцеина 9,7 Å, эозина – 10,8 Å, эри-
трозина – 11,2 Å.

Таблица 2.1

Длины связей в молекулах флуоресцеиновых красителей  
в метаноле, Å

Связь Флуоресцеин Дибром-
флуоресцеин Эозин Эритрозин Бенгальский 

розовый

C(15)–R3 1,09 1,92 1,91 2,13 2,12

C(14)–O(25) 1,26 1,25 1,24 1,24 1,24

C(13)–R2 1,09 1,08 1,93 2,14 2,13

C(16)–O(17) 1,37 1,36 1,36 1,37 1,37

C(2)–C(1) 1,54 1,54 1,53 1,53 1,55

C(1)–O(8) 1,26 1,25 1,26 1,26 1,25

Галогензамещение приводит к изменению валентных углов. Наи-
большие изменения в ряду красителей наблюдаются для углов C(2)–
C(3)–C(10), O(8)–C(1)–O(9), C(1)–C(2)–C(7) (см. рис. 2.4).
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Рассмотрим различия в геометрии молекул флуоресцеиновых кра-
сителей в метаноле для основного и возбужденного состояний. Расчет 
показывает, что атомы трицикла не лежат в одной плоскости, а два его 
приблизительно плоских фрагмента образуют двухгранный угол с ре-
бром С(10)–O(17). Поэтому для анализа изменения пространственной 
структуры красителей удобно ввести углы α, β, γ, смысл которых по-
казан на рис. 2.6. В табл. 2.2 приведено изменение углов (∆α, ∆β, ∆γ), 
вызванное переходом молекул в возбужденное состояние. Угол α, от-
вечающий за «планарность» хромофорного трицикла, претерпевает зна-
чительные изменения у всех красителей, кроме бенгальского розового. 
Угол β испытывает меньшие изменения у галогензамещенных флуорес-
ценов. В целом можно сказать, что гомологи флуоресцеина подвержены 
меньшим конформационным изменениям при переходе в возбужденное 
состояние, чем незамещенный флуоресцеин, т. е. имеют более жесткую 
структуру. При возбуждении все молекулы переходят в группу симме-
трии C1. Изменения распределения зарядов и пространственной струк-
туры красителей являются причиной изменения их энергетической 
структуры и спектральных характеристик. 

Рис. 2.6. Взаимное расположение плоскостей трицикла, 
моноцикла и группы COO–
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Таблица 2.2

Изменение углов (∆α, ∆β, ∆γ), вызванное переходом молекул  
в возбужденное состояние 

Краситель
Изменение углов

∆α, град ∆β, град ∆γ, град

Флуоресцеин 16 25 0

Дибромфлуоресцеин 15 18 3

Эозин 10 11 5

Эритрозин 12 8 3

Бенгальский розовый 4 8 11

Таблица 2.3

Характеристики дианионов флуоресцеиновых красителей в метаноле 

Параметр
Краситель

Флуоресцеин Дибром-
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 (2.1)  

 H3R+ ↔ H2R + H+ (pKa0); (3.1) 

 H2R ↔ HR– + H+ (pKa1); (3.2) 

 HR– ↔ R2– + H+ (pKa). (3.3) 

, см–1 1682 1669 1312 1253 833

Постоянные дипольные моменты красителей основного μ0 и воз-
бужденного μ* состояний представлены в табл. 2.3. Наибольшей ком-
понентой является y-компонента. Значения постоянных дипольных 
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моментов в основном и возбужденном электронных состояниях близки 
друг к другу. Исключением является бенгальский розовый, у которого 
постоянные дипольные моменты ниже моментов остальных красителей 
примерно на 1–2 Д за счет меньшей величины х-составляющей. Харак-
терно, что в процессе электронного возбуждения дипольные моменты 
увеличиваются. Экспериментально соотношение μ0 < μ* было провере-
но Гугенхеймом и Смитом [10]. 

В отличие от постоянных дипольных моментов, дипольные мо-
менты электронных переходов в поглощении (dпогл) и флуоресцен-
ции (dфл) направлены вдоль оси z, лежащей приблизительно в плоскости 
трицикла красителя. Этот результат согласуется с данными вычислений 
для уранина и эозина [11], а также дианиона и моноаниона флуорес-
цеина [12], свидетельствующими о принадлежности высшей занятой 
и низшей вакантной молекулярных орбиталей к атомам трицикла рас-
сматриваемых красителей. Ориентация дипольных моментов перехода 
в поглощении и флуоресценции в плоскости трицикла эозина и эритро-
зина подтверждена также экспериментами по деполяризации флуорес-
ценции с угловым разрешением [13].

Вычисленные силы осцилляторов переходов в поглощении (f) под-
твердили существование интенсивных полос. Значения сил осциллято-
ров для длинноволновых переходов в спектрах поглощения красителей 
лежат в пределах 0,7–0,8. Длины волн (λпогл) переходов с поглощением 
света испытывают красный сдвиг, величина которого в ряду флуоресце-
ин – бенгальский розовый составляет 1910 см–1.

При смене окружения красителя (вакуум – метанол) наблюдает-
ся увеличение постоянного дипольного момента, моментов перехода, 
сил осцилляторов. Для возбужденного состояния растет постоянный 
дипольный момент, в меньшей мере изменяются дипольные моменты 
переходов и силы осцилляторов. Сольватохромный красный сдвиг при 
переходе к метанолу в спектрах поглощения и флуоресценции в ряду 
красителей изменяется немонотонно. Направление сдвига характерно 
для π-π*-переходов при увеличении полярности растворителя [14].

Электронный переход в спектре флуоресценции в метаноле для 
красителей флуоресцеин – эритрозин испытывает небольшой красный 
сдвиг в интервале 19 690–19 490 см–1. Для бенгальского розового этот 
сдвиг достигает более существенной величины (18 620 см–1). 
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Стоксов сдвиг 
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 (2.1)  

 H3R+ ↔ H2R + H+ (pKa0); (3.1) 

 H2R ↔ HR– + H+ (pKa1); (3.2) 

 HR– ↔ R2– + H+ (pKa). (3.3) 

, представленный в виде разности волновых 
чисел переходов в поглощении и флуоресценции, уменьшается при гало-
генировании молекул и достигает минимального значения для бенгаль-
ского розового. Стоксов сдвиг, наблюдаемый экспериментально – это 
результат протекания нескольких динамических процессов. Сюда от-
носятся потери энергии вследствие внутримолекулярной колебательной 
релаксации, поляризации молекул растворителя, окружающих молекулу 
флуорофора, вызванной изменением (чаще всего увеличением) диполь-
ного момента флуорофора при возбуждении, переориентации молекул 
растворителя вокруг возбужденного диполя, а также изменением харак-
тера специфических взаимодействий между флуорофором и раствори-
телем в основном и возбужденном состояниях. Стоксов сдвиг, получен-
ный из квантово-химических расчётов, обусловлен только изменением 
формы потенциальной поверхности в возбужденном состоянии молеку-
лы вследствие перераспределения частичных зарядов, изменения длин 
связей и величин углов между связями (рис. 2.7). Уменьшение стоксова 
сдвига при последовательном замещении атомов водорода более тяже-
лыми галогенами связано с постепенным затуханием конформационных 

Рис. 2.7. К обсуждению стоксова сдвига.  
Схематическое изображение сечения 
потенциальной поверхности молекулы: 
0 – основное; * – возбужденное состояния
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изменений молекул при электронном возбуждении, что увеличивает по-
добие потенциальных кривых в основном и возбужденном состояниях.

Моделирования структуры красителей дает наглядное представ-
ление о причинах изменения абсорбционных и флуоресцентных харак-
теристик в гомологичном ряду красителей.

2.3. Спектральные и фотофизические характеристики  
флуоресцеиновых красителей в метаноле и биополимерах

По мере увеличения в структуре красителя зарядового числа и ко-
личества галогенов самым существенным образом происходит изме-
нение положения спектров и баланса между излучательными и безыз-
лучательными процессами. В работах [15–17] методами стационарной 
и время-разрешенной спектроскопии были определены фотофизические 
параметры флуоресцеиновых красителей в нескольких жидких и поли-
мерных средах. Приведем данные для дианионов красителей в мета-
ноле и в двух практически значимых полимерных матрицах: желатина 
и хитозан. Свойства красителей в полимерной матрице представляют 
большой интерес при обсуждении фосфоресценции и триплетного фо-
тохромизма, а также аспектов, связанных с практическим приложением 
этих явлений. Лазерное обесцвечивание красителей в пленках желати-
ны и хитозана будет подробно рассмотрено в гл. 4.

На основании измеренных спектров и время-разрешенных спадов 
интенсивности, а также расчетов, использующих прямые измерения, 
были получены следующие данные: положение максимума спектра по-
глощения (
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), сечение поглоще-
ния в максимуме длинноволнового спектра (σмакс), положение максиму-
ма спектра флуоресценции (
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положение максимума спектра фосфоресценции (
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), волновое число 
чисто электронного перехода (
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), стоксов сдвиг (
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 (2.1)  

 H3R+ ↔ H2R + H+ (pKa0); (3.1) 

 H2R ↔ HR– + H+ (pKa1); (3.2) 

 HR– ↔ R2– + H+ (pKa). (3.3) 

), квантовый 
выход флуоресценции (Ффл), фосфоресценции (Ффосф), замедленной флу-
оресценции (ФЗфл), интеркомбинационной конверсии (Фикк) и тушения 
нижнего синглетного уровня (
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 (2.1)  

 H3R+ ↔ H2R + H+ (pKa0); (3.1) 

 H2R ↔ HR– + H+ (pKa1); (3.2) 

 HR– ↔ R2– + H+ (pKa). (3.3) 

), радиационное время жизни (τрад), 
время жизни флуоресцентного (τ) и фосфоресцентного состояний (τфосф), 
константа скорости интеркомбинационной конверсии (kикк), анизотро-
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пия флуоресценции (r). Кинетические константы фотопроцессов даны 
в соответствии с обозначениями на диаграмме Яблонского (см. рис. 1.1). 
Полученные характеристики для флуоресцеиновых красителей в основ-
ном метаноле и двух биополимерных матрицах приведены в прил.

Уменьшение стоксова сдвига в ряду флуоресцеиновых красите-
лей, полученное квантово-химическими расчетами и подтвержденное 
экспериментально, приводит к все большему перекрытию спектров 
поглощения и флуоресценции. Это, в свою очередь, является причи-
ной реабсорбции флуоресценции. Она заключается в перепоглощении 
собственного излучения в антистоксовой спектральной области, где 
перекрываются контуры испускания и поглощения. Кроме того, из-за 
поглощения образцом возбуждающего излучения происходит уменьше-
ние его интенсивности в средней части кюветы, где обычно измеряется 
флуоресценция (при использовании геометрии возбуждения под пря-
мым углом). Совместные действия этих факторов приводит как к ис-
кажению контура флуоресценции на его коротковолновом крыле, так 
и уменьшению его подынтегральной площади. На рис. 2.8 приведены 
спектры поглощения и испускания дианиона флуоресцеина и показано 
наблюдаемое в оптически плотных образцах искажение спектров флу-

Рис. 2.8. Спектры поглощения (1) и флуоресценции:  
2а – невозмущенный и 2б –возмущенный реарбсорбцией
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оресценции, связанное с реарбсорбцией. При выбранной длине волны 
возбуждения (455 нм) это привело к уменьшению интенсивности флу-
оресценции примерно на 35 % и сдвигу максимума в красную область. 
Для остальных красителей из-за большего стоксова сдвига этот эффект 
будет еще более выраженным.

Отношение константы скорости реарбсорбции флуоресцен-
ции (kреарб) к константе скорости поглощения возбуждающего излуче-
ния (kпогл) можно расценивать как эффективный параметр, характери-
зующий вероятность реарбсорбции. Его величина с учетом высокой 
степени перекрытия контуров и значительного квантового выхода флу-
оресценции может быть весьма ощутимой (рис. 2.9) [18]. Поскольку 
перекрытие контуров увеличивается от флуоресцеина к бенгальскому 
розовому (в соответствии с уменьшением стоксова сдвига), а кванто-

Рис. 2.9. Зависимость отношения констант скоростей реарбсорбции 
флуоресценции и поглощения возбуждения от длины волны возбуж-
дения: флуоресцеин (1); дибромофлуоресцеин (2); эозин (3); эритро-
зина (4); бенгальский розовый (5). Для расчетов использованы данные 
прил. для красителей в желатине, показаны длины волн испускания 

часто используемых лазеров
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вый выход флуоресценции растет в обратном порядке, то вероятность 
перепоглощения оказывается максимальной для эозина, занимающего 
в этом ряду среднее положение. Расчетные результаты, показанные на 
рис. 2.9, получены в предположении независимости сечения поглоще-
ния вещества от пространственной ориентации молекул и их следует 
считать оценкой эффекта сверху. Тем не менее они дают представление 
о спектральной зависимости вероятности поглощения собственной флу-
оресценции по отношению к вероятности поглощения возбуждающего 
излучения и необходимости количественного учета этого эффекта.

Данные, характеризующие триплетное состояние, приведены 
в прил. только для красителей в полимерах [16]. Это обусловлено тем, 
что квантовый выход фосфоресценции и замедленной флуоресценции 
в жидких растворах весьма низок. Величина времени жизни фосфо-
ресцентного состояния оказалась на шесть-семь порядков выше, чем 
флуоресцентного в соответствии с представлениями о метастабильной 
природе триплетного состояния. Квантовый выход тушения первого 
синглетного состояния достигает для некоторых красителей величины, 
близкой к 0,4, что характеризует этот процесс как эффективный канал 
дезактивации возбуждения наряду с излучательным и интеркомбинаци-
онным переходом.

Низкий квантовый выход фосфоресценции в жидких растворах 
при комнатной температуре связан с эффективным тушением долгожи-
вущих триплетных уровней. Это тушение может быть уменьшено двумя 
способами: значительным понижением температуры или путем иммоби-
лизации красителя, например в полимере. С помощью первого способа 
понижается вероятность внутренней конверсии. Второй способ приво-
дит не только к уменьшению конформационной подвижности молекул, 
но и ограждает их от внешних тушителей, таких как кислород. Но даже 
для иммобилизованного в полимерных матрицах флуоресцеина нельзя 
считать квантовый выход фосфоресценции и замедленной флуоресцен-
ции надежно определенными в силу их малой величины (см. прил.). Для 
остальных флуоресцеиновых красителей значения квантовых выходов 
фосфоресценции и константы интеркомбинационной конверсии суще-
ственно зависят от степени галогензамещения красителя. Этот эффект 
целесообразно обсудить с точки зрения развития внутримолекулярного 
спин-орбитального взаимодействия.
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2.4. Фотопроцессы, определяемые спин-орбитальным  
внутримолекулярным взаимодействием

В ряду красителей флуоресцеин – бенгальский розовый проис-
ходит увеличение энергии внутримолекулярного спин-орбитального 
взаимодействия. Замещающие тяжелые атомы возмущают систему 
π-электронов молекул красителя, что приводит к смешиванию синглет-
ных и триплетных состояний. В приближении центрально-симметрич-
ного поля константа спин-орбитальной связи ζ сильно зависит от по-
рядкового номера элемента Z (1.15). Для флуоресцеиновых красителей 
была выявлена зависимость суммарной константы спин-орбитальной 
связи от суммарного заряда ядер, входящих в состав молекул. В слож-
ных полях многоэлектронных атомов, а также многоатомных молекул 
точная пропорциональность Z4 не реализуется. В случае флуоресцеи-
новых красителей наблюдается степенная зависимость с показателем 
степени, равным трем (см. рис. 2.10).

Рис. 2.10. Зависимость суммарной константы спин-орбитальной 
связи молекул флуоресцеиновых красителей от суммарного заряда 
атомов (увеличение ∑ Zi происходит в ряду флуоресцеин – дибром-

флуоресцеин – эозин – эритрозин)
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При увеличении спин-орбитального взаимодействия следует 
ожидать изменения параметров, характеризующих процессы с участи-
ем различающихся по спину состояний. В первую очередь это увели-
чение константы скорости интеркомбинационной конверсии и кванто-
вого выхода фосфоресценции. Одновременно с увеличением скорости 
интеркомбинационного перехода уменьшается и время жизни флуорес-
центного состояния. Мерой эффективности спин-орбитального взаимо-
действия можно считать сумму квадратов констант спин-орбитальной 
связи атомов в молекуле ∑ ζ2 (1.17). Учитывая, что в составе красителей 
находятся атомы с существенно различающимися значениями констант 
(ζCl = 590 см–1: ζBr = 2460 см–1; ζI = 5060 см–1 [14]), то для рассматриваемо-
го ряда красителей величина ∑ ζ2 варьируется в пределах трех порядков.

На рис. 2.11–2.13 показана связь фотофизических параметров 
и ∑ ζ2. Для времени жизни флуоресцентного состояния эта связь обрат-
ная, для остальных – прямая.

Несмотря на самое полное из всех красителей галогензамеще-
ние в бенгальском розовом, его квантовый выход фосфоресценции 
(рис. 2.13) оказался ниже, чем у эритрозина. Наблюдаемое несоответ-
ствие говорит о том, что наряду с параметром ∑ ζ2, примерно равным 

Рис. 2.11. Зависимость флуоресцентного времени жизни 
от ∑ ζ2 флуоресцеиновых красителей
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для обоих красителей, значимым также является такой фактор, как по-
зиция галогена по отношению к хромофору. Более глубокое расположе-
ние фосфоресцентного уровня в бенгальском розовом (
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 (2.1)  

 H3R+ ↔ H2R + H+ (pKa0); (3.1) 

 H2R ↔ HR– + H+ (pKa1); (3.2) 

 HR– ↔ R2– + H+ (pKa). (3.3) 

 ≈ 740 нм) 

Рис. 2.12. Зависимость константы скорости интерконверсии 
от ∑ ζ2 флуоресцеиновых красителей

Рис. 2.13. Зависимость квантового выхода фосфоресценции 
от ∑ ζ2 флуоресцеиновых красителей
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по сравнению с эритрозином (
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 (2.1)  

 H3R+ ↔ H2R + H+ (pKa0); (3.1) 

 H2R ↔ HR– + H+ (pKa1); (3.2) 

 HR– ↔ R2– + H+ (pKa). (3.3) 

 ≈ 690 нм) существенно изменяет 
соотношение вероятностей процессов с участием фосфоресцентного 
уровня: уменьшает обратную интеркомбинационную конверсию и уве-
личивает скорость безызлучательного перехода в основное состояние. 
Оценка влияния больцмановского фактора exp (–∆E / kT) дает усиление 
тушения триплетного состояния бенгальского розового примерно на по-
рядок по сравнению с эритрозином.

Низкотемпературные (при 12 К) измерения люминесценции флуо-
ресцеиновых красителей в желатине и хитозане показали, что в целом кван-
товый выход флуоресценции увеличивается за счет уменьшения эффектив-
ности тушения. Фосфоресценция при этом слабо зависит от температуры, 
так как одновременно уменьшается вероятность термоактивированной об-
ратной интерконверсии и T1–S0 интеркомбинационного перехода [15].

2.5. Безызлучательный перенос энергии  
электронного возбуждения

Безызлучательный перенос энергии электронного возбуждения 
может реализовываться как в случае переноса между молекулами раз-
ных типов, так и в случае переноса между одинаковыми молекулами.

Случай  переноса  между  молекулами  разных  типов. Для того, 
чтобы реализовался безызлучательный перенос энергии по диполь-ди-
польному механизму, необходимо выполнение двух основных условий 
(см. п. 1.5). Первое условие – это перекрытие спектра испускания до-
нора и спектра поглощения акцептора (резонансный фактор). Это вли-
яет на величину радиуса Фёрстера R0 (1.22), который определяет харак-
терное для этой системы расстояние эффективного переноса. Второе 
важное условие – это сближение донора и акцептора на расстояние, 
сопоставимое с R0 (концентрационный фактор). Существует также тре-
тье условие – ориентационный фактор, подразумевающий зависимость 
эффективности переноса энергии от взаимной ориентации диполей 
и обращающий в ноль эту эффективность при их ортогональной ори-
ентации. Но в условиях случайного распределения молекул по направ-
лениям в неупорядоченной жидкой фазе ненулевая средняя эффектив-
ность хорошо реализуется.
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Флуоресцеиновые красители, имеющие интенсивноые полосы 
поглощения и испускания, могут составить эффективную донорно-ак-
цепторную пару для реализации переноса энергии. Условие резонанс-
ного соответствия выполняется за счет выбора красителей с соответ-
ствующими спектральными характеристиками. На рис. 2.14 приведены 
спектры эозина Y (донор) и еще одного ксантенового красителя – рода-
мина B (акцептор), составляющих такую пару с величину радиуса Фёр-
стера около 5,5 нм. 

Для сближения донора и акцептора на расстояния, сопоставимые 
с радиусом Фёрстера, необходимы концентрации около 10–3 М, что на 
2–3 порядка превышает значения, обычно используемые при спектраль-
ных измерениях растворов в кюветах сечением 10×10 мм. Простое уве-
личение концентраций до требуемых значений приведет к превышению 
предела растворимости и эффектам агрегации красителя. Чтобы избе-
жать этого, нужно использовать растворитель (матрицу), иммобилиза-
ция красителя в которой позволит значительно уменьшить его агрега-
цию при достаточно высоких концентрациях в образцах оптимальной 
оптической толщины.

В работе [19] эти задачи были решены использованием тонких 
(около 10 мкм) желатиновых пленок с красителем на стеклянной под-

Рис. 2.14. Спектры поглощения эозина Y (донор) 
и родамина B (акцептор) в желатиновых пленках
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ложке. Желатина является достаточно технологичным биополимером, 
который используют в качестве химически инертной пластичной матри-
цы. Пленки были получены высушиванием 1 % полимерного раствора 
в воде и содержали различные концентрации донора и акцептора. Были 
приготовлены образцы с концентрацией эозина 4,90 мМ, соотношение 
молярных концентраций донора и акцептора в образцах составляло 1:0, 
1:0,2, 1:0,4, 1:0,6, 1:0,8, 1:1, 0:1 (рис. 2.15). Максимальная концентрация 
красителей обеспечивала необходимое для реализации переноса энер-
гии среднее расстояние в донорно-акцепторной паре. 

Рис. 2.15. Фотографии образцов желатиновых пленок 
на стеклянной подложке с различным концентрацион-
ным соотношением донора и акцептора (концентрация 

родамина В увеличивается слева направо)

Рис. 2.16. Спектры поглощения пленок с донорно-акцепторной 
парой красителей (обозначена длина волны возбуждения)
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Спектры поглощения пленок с фиксированной концентрацией до-
нора и переменной концентрацией акцептора приведены на рис. 2.16. 
По мере роста концентрации акцептора происходит уширение общего 
контура, связанное с увеличением вклада контура акцептора. 

Для того, чтобы охарактеризовать эффективность переноса энер-
гии, существует два спектрально-флуоресцентных метода: по тушению 
интенсивности флуоресценции и уменьшению времени жизни донора.

Для анализа тушения флуоресценции донора необходимо ис-
пользовать спектральную область, где преимущественно флуоресци-
рует донор, и охарактеризовать тушение флуоресценции в координатах 
Штерна – Фольмера (рис. 2.17). Из трех выбранных для анализа длин 
волн (520, 530, 540 нм) только самая короткая дала ожидаемую линейную 
зависимость отношения относительной интенсивности флуоресценции 
донора от концентрации акцептора (1.27). Очевидной причиной этого яв-
ляется вклад флуоресценции акцептора, растущий по мере продвижения 

Рис. 2.17. Тушение флуоресценции донора в координатах Штерна – Фольмера 
(указаны длины волн спектра испускания, вставка – спектры испускания)
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в красную область спектра. Для оценки величины константы скорости 
переноса энергии воспользуемся тангенсом угла наклона полученной 
линейной зависимости (0,66 мМ–1). С учетом времени жизни флуорес-
центного состояния эозина (см. прил.) по формуле (1.27) была вычисле-
на константа скорости переноса энергии (2,3 ± 0,1)·1011 М–1с–1.

На вставке рис. 2.18 приведены кривые затухания флуоресценции 
донора, на которой видно уменьшение его времени жизни в образцах 
с повышенным содержанием акцептора. Аппроксимация спадов экс-
поненциальной зависимостью (1.4) позволила получить среднее вре-
мя жизни возбужденного состояния донора в присутствии акцептора. 
Уменьшение времени жизни флуоресцентного состояния с увеличени-
ем концентрации акцептора является свидетельством динамического 
тушения флуоресцентных состояний. Зависимость отношения времени 
жизни в отсутствие акцептора к времени жизни в его присутствии от 
концентрации акцептора дала линейную зависимость с тангенсом угла 
наклона 0,29 мМ–1. С помощью (1.28) была найдена константа скорости 
переноса энергий, равная (1,0 ± 0,1)·1011 М–1с–1.

Сравнивая результаты, полученные двумя методами, нужно отме-
тить их близкое значение по порядку величины. Их численное равенство 
было бы ожидаемо лишь в том случае, если перенос энергии является 
единственным механизмом тушения флуоресценции и в системе нет до-
полнительного статического тушения. В реальной ситуации численное 
значение константы скорости переноса энергии, полученное по тушению 
интенсивности флуоресценции, следует расценивать как оценку сверху. 
Результат, полученный хроноскопическим методом, также требует специ-
альных пояснений. Во-первых, аппроксимация временных спадов интен-
сивностей при переносе энергии описывается более сложной функцией, 
чем экспоненциальная (1.25), во-вторых, результат оказывается чувстви-
тельным к влиянию засветки от испускания акцептора. Оба этих фактора 
способствуют тому, что численное значения найденной хроноскопиче-
ским методом константы скорости переноса является оценкой снизу.

Произведем оценку расстояния между донором и акцептором на 
основании полученных данных. По формулам (1.23), (1.24) и данным 
рис. 2.18 оценим R для максимальной концентрации акцептора. Оно со-
ставляет около 5 нм, что соответствует среднему расстоянию между до-
нором и акцептором при выбранной концентрации красителей.
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В качестве альтернативного механизма тушения можно рассмо-
треть столкновительное тушение, если тушителем считать второй кра-
ситель. Оценка бимолекулярной константы тушения по формуле (1.18) 
с учетом низких коэффициентов диффузии красителей в желатине (око-
ло 5·10–9 см2/с [20]) показала его пренебрежимо малое (на 10 порядков 
меньше) значение по сравнению с найденной константой скорости пере-
носа энергии. Очевидно, что этот вид тушения эффективно проявляет 
себя лишь в случае низкомолекулярных диффузионно-подвижных ту-
шителей в жидкости или газе и в рассматриваемой системе не может 
конкурировать с переносом энергии.

При анализе эффективности переноса энергии в системах с хоро-
шим заселением триплетных уровней донора встает вопрос об эффек-
тивности триплет-триплетного переноса энергии между молекулами 
донора и акцептора. Действительно, в твердых полимерных растворах 
эозина происходит существенное заселение долгоживущих триплетных 
состояний, одним из каналов релаксации которого может выступать 

Рис. 2.18. Зависимость отношения времени жизни донора к вре-
мени жизни донора в присутствии акцептора от его концентрации 

(вставка – спады флуоресценции донора)
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безызлучательный перенос энергии к родамину В. Доказательством су-
ществования такого переноса энергии могло бы служить уменьшение 
времени жизни фосфоресцентного состояния донора в присутствии ак-
цептора. Однако прямые измерения времени жизни фосфоресцентного 
состояния не выявили корреляции с концентрацией акцептора.

Случай переноса между одинаковыми молекулами. Перенос энер-
гии возбуждения может осуществляться и в системах, содержащих 
только один тип флуорофора. Ненулевое значение интеграла перекры-
тия спектров флуоресценции и поглощения в этом случае имеет место 
из-за антистоксовой области флуоресценции. Для флуоресцеина и эри-
трозина в хитозане критический радиус переноса энергии R0 составляет 
3,8 нм, дибромфлуоресцеина – 4,15 нм, эозина – 4,3 нм, бенгальского 
розового – 3,6 нм. Это на 1–1,5 нм меньше, чем для случая специально 
подобранных донорно-акцепторных пар, состоящих из разных краси-
телей. Покажем, как перенос энергии по донорам влияет на величину 
анизотропии флуоресценции.

В иммобилизованных в полимерах красителях практически отсут-
ствует влияние такого деполяризующего фактора, как броуновский по-
ворот частиц за время жизни флуоресцентного состояния. Тем не менее 
величина анизотропии флуоресценции r (см. прил.) не достигает ожида-
емого максимального значения. Это происходит из-за переноса энергии 
за время жизни возбужденного состояния в пределах ансамбля молекул, 
ориентированных, вообще говоря, случайно. Теория деполяризации для 
этого случая была развита Фёрстером и Оре [21]. Относительная анизо-
тропия флуоресценции, которая в приближении разбавленного раствора 
стремится к единице, определяется следующим образом:
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 (2.1)  

 H3R+ ↔ H2R + H+ (pKa0); (3.1) 

 H2R ↔ HR– + H+ (pKa1); (3.2) 

 HR– ↔ R2– + H+ (pKa). (3.3) 

         (2.1) 

где C0 – концентрация раствора. По этой формуле был проведен расчет 
зависимости относительной величины анизотропии от концентрации 
красителя (рис. 2.19). При использованных концентрациях красителей 
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порядка 10–2–10–3 M наблюдается существенная деполяризация флуо-
ресценции.

Экспериментальные значения стационарной анизотропии флуо-
ресценции для каждого красителя в пределах погрешности измерения 
совпадают с результатом расчета по теории Фёрстера – Оре. Полученные 
зависимости говорят о том, флуоресценция красителя в концентриро-
ванных растворах может быть сильно деполяризована за счет переноса 
энергии. В нашем случае измеряемая величина анизотропии уменьшена 
в 1,5–4 раза по сравнению со случаем разбавленных растворов.

Отметим, что анизотропия флуоресценции оказывается гораздо 
более чувствительной к переносу энергии по донорам, чем сама флуо-
ресценция. При концентрациях порядка 10–3 M не происходит тушения 
самой флуоресценции [21], в то время как ее деполяризация значима 
вплоть до концентраций флуорофора порядка10–4 М.

Уникальная чувствительность аналитического сигнала переноса 
энергии к наличию резонансного фактора и сближению флуорофоров 
легла в основу создания сенсоров. Типичный сенсор состоит из пары 
флуорофоров с таким спектральным и конформационным дизайном, 

Рис. 2.19. Зависимость относительного значения анизотропии 
флуоресценции от концентрации красителей в хитозане, рас-
считанная по (2.1) (символы – экспериментальные результаты) 
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чтобы наличие аналита влияло на эффективность переноса энергии. 
Аналитическим сигналом в таких датчиках является тушение флуорес-
ценции донора и/или разгорание флуоресценции акцептора. Типичные 
расстояния, на которых эффективно работают сенсоры, определяют-
ся расстояниями реализации диполь-дипольного механизма переноса, 
т. е. примерно 4–10 нм. 

Практическая значимость сенсорных систем на основе FRET мо-
жет быть проиллюстрирована на примере секвенсоров полимеразной 
цепной реакции (ПЦР), без которых немыслима современная геноми-
ка. В этом методе в качестве флуоресцентных красителей используются 
преимущественно флуорохромы ксантенового, родаминового и циани-
нового рядов, а в качестве тушителей – соединения, содержащие азо-
группу [22]. Применяемые красители способны специфически встраи-
ваться в структуру ДНК, обладая при этом способностью к интенсивной 
флуоресценции. Перенос энергии происходит лишь в том случае, если 
красители находятся в составе единой структуры (здесь в составе дву-
цепочечной молекулы ДНК). При этом эмиссия акцептора увеличива-
ется до 20 раз по отношению к ситуации, когда FRET не реализуется. 
Традиционные системы FRET с использованием красителей в качестве 
доноров и акцепторов продолжают играть важную роль. Замена доно-
ра и акцептора другими классами флуорофоров касается возможности 
устранения недостатков органических красителей, таких как фотохими-
ческая нестойкость.

Приведем еще несколько примеров FRET-сенсоров, основанных 
на использовании флуоресцеиновых красителей. Так, в работе [23] были 
введены два фенильных линкера между донорным (кумарин) и акцеп-
торным (флуоресцеин) фрагментами. Это обеспечивало сильное туше-
ние флуоресценции кумарина за счет переноса энергии к флуоресцеи-
ну. Аналитом являлся фермент (фосфодиэстераза), который расщеплял 
линкеры, в результате чего наблюдалась интенсивная флуоресценция 
донора вместо флуоресценции акцептора. Разница длин волн испуска-
ния (450 нм против 515 нм) являлась тестом на наличие фермента. Ме-
тод, описанный в этой статье, применим и к другим гидролитическим 
ферментам.

В работе [24] представлен pH чувствительный FRET-сенсор. Флу-
оресцеин использовался в качестве акцептора энергии, при этом наблю-
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дался pH-зависимый сдвиг спектров поглощения. В результате этого 
сильно изменялся интеграл перекрытия спектров стабильного донора 
и pH-чувствительного акцептора и, как следствие, эффективность пере-
носа энергии. Авторами утверждается, что такой датчик имеет линей-
ный участок связи pH и интеграла перекрытия спектров в диапазоне pH 
от 5,0 до 8,0, что обусловливает применимость такого сенсора для раз-
личных биологических исследований.

В заключение отметим, что расстояние между донором и акцепто-
ром при реализации переноса энергии примерно на два порядка меньше, 
чем длина волны излучения, выполняющая роль аналитического сигна-
ла, а определяемые с помощью FRET размеры в несколько нанометров 
лежат далеко за границами дифракционного предела пространственно-
го разрешения видимой области спектра. 
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ПРОТОЛИТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА КРАСИТЕЛЕЙ 
И ПЕРЕНОС ПРОТОНА  

В ВОЗБУЖДЕННОМ СОСТОЯНИИ

Электронно-возбужденное состояние молекул может значитель-
но отличаться по своим химическим свойствам от основного состояния 
вследствие существенных изменений в электронной структуре (пере-
распределение электронной плотности, изменение длин связей и частот 
колебаний). В частности, это выражается в изменении кислотно-основ-
ных свойств. Эта разница приводит к термодинамической выгоде реали-
зации переноса протона в возбужденном состоянии. Однако окончатель-
ный вердикт о возможности протекания переноса определяет окружение 
(среда): природа растворителя, pH и ионно-солевой состав. При благо-
приятном сочетании вероятности излучения и переноса протона, за-
висящего от свойств окружения, возможно создание чувствительных 
оптических сенсоров в актуальном для биологии диапазоне pH. Флуо-
ресцеин является примером соединения, в котором реализуется перенос 
протона в возбужденном состоянии в обоих направлениях (протониро-
вание/депротонирование), однако интерпретация всей картины ионных 
равновесий в возбужденном состояний флуоресцеина и его гомологов 
еще далека от завершения. 

3.1. Ионные равновесия в основном состоянии

Благодаря протеканию многоступенчатой диссоциации в водных 
растворах флуоресцеиновые красители могут пребывать в нескольких 
ионных формах (от дианиона до катиона), которые в свою очередь мо-
гут существовать в виде ряда таутомеров (рис 3.1). Так, у моноанио-
на может быть два таутомера, один из которых диссоциирован по кар-
боксильной группе, а другой – по гидроксильной. Нейтральная форма 
представлена тремя прототропными формами: хиноидной, лактонной 
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и цвиттер-ионной. Из-за того, что протонирование/депротонирование 
зачастую происходит в хромофорной группе, подобные изменения мо-
гут самым радикальным образом сказываться на спектрах поглощения 
и испускания. Например, лактон флуоресцеина оказывается полностью 
бесцветным, в то время как остальные таутомеры нейтральной формы 
и другие ионные формы довольно хорошо окрашены. Среди всего по-

Рис. 3.1. Ионные и таутомерные формы флуоресцеиновых красителей: 
флуоресцеин (R = H); эозин (R = Br); эритрозин (R = I)
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тенциального многообразия ионных форм не все оказываются реализу-
емы по тем или иным причинам (например кинетическим), что отчасти 
упрощает наблюдаемую картину реакций. Кислотно-основная диссо-
циация в растворах обычно являются обратимыми процессом, поэтому 
каждую из возможных реакций диссоциации характеризует константа 
равновесия Ka, равная отношению констант скоростей прямой и обрат-
ной реакций. Совокупность констант определяет равновесные концен-
трации ионных форм при различном значении pH. Флуоресцеиновые 
красители диссоциируют в три стадии:

 H3R+ ↔ H2R + H+ (pKa0); (3.1)

 H2R ↔ HR– + H+ (pKa1); (3.2)

 HR– ↔ R2– + H+ (pKa2). (3.3)

В скобках обозначены показатели смешанных констант диссо-
циации без учета таутомеризации ионных и молекулярных форм (их 
называют брутто-константами). Ионные и прототропные равнове-
сия флуоресцеина и его производных в растворах подробно изучены 
Н. О. Мчедловым-Петросяном с сотрудниками [1].

Значения констант диссоциации получают методом спектрофото-
метрического титрования – обычно в широком диапазоне значений pH 
для больших участков спектра. При этом, как правило, измерения про-
изводят при низких концентрациях красителя, чтобы не выйти за преде-
лы растворимости, а также избежать агрегации. Наиболее подробно из 
всего ряда рассматриваемых красителей изучен флуоресцеин, не содер-
жащий заместителей-галогенов в хромофорной группе. Установленные 
значения pKa2, pKa1, pKa0 приведены в табл. 3.1. Полученный разброс 
значений можно считать несущественным, принимая во внимание раз-
ные условия измерения, например, ионную силу раствора. 

Ионные равновесия галогензамещенных флуоресцеинов иссле-
дованы меньше. Опубликованные значения показателей констант дис-
социации варьируются в широких пределах (см. табл. 3.1). Различия 
значений, приведенных для одного красителя, по-видимому, можно 
отнести к ограниченности использованных методик для анализа пло-
хорастворимых веществ, спектральной неразрешимостью контуров по-
глощения дианионов и моноанионов и близостью значений pKa1 и pKa2.
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Таблица 3.1

Показатели константы диссоциации  
флуоресцеиновых красителей 

Краситель pKa0 pKa1 pKa2

Флуоресцеин [2–4] 2,08–2,2 4,31–4,4, 6,36–6,7

Эозин [1] – 2,48–2,77 3,31–3,64

Эритрозин [1] – 3,79–3,92 4,0–5,16

Бенгальский розовый [1] – 3,51–4,46 4,05–5,72,

Как было сказано выше, таутомеры одного и того же ионного со-
стояния имеют разную структуру и спектральные свойства, поэтому 
наиболее ценными для понимания полной картины ионного равнове-
сия являются микроконстанты диссоциации, характеризующие частные 
равновесия для отдельных таутомерных форм. В отличие от брутто-кон-
стант диссоциации, они обозначаются через pka. Значения микрокон-
стант диссоциации флуоресцеина были получены Клонисом с соавто-
рами [4] в рамках наиболее детальной, на наш взгляд, модели ионного 
равновесия в основном состоянии (рис. 3.2).

В этой же работе установлены спектры поглощения отдельных форм 
флуоресцеина (рис. 3.3) и доли последних в зависимости от pH (рис. 3.4). 

Рис. 3.2. Схема таутомерных и ионных равновесий 
флуоресцеина с указанием pka соответствующей 
реакции (обозначения ионных и молекулярных 

форм приведены на рис. 3.1)
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На рис. 3.3, 3.4 видно, что в чистом виде могут быть получены толь-
ко дианион и катион при обеспечении щелочной (pH ≥ 9) или сильно 
кислой (pH ≤ 0,5) среды соответственно. Во всех остальных случаях 

Рис. 3.3. Спектры экстинкции ионных и молекулярных форм флуоресцеина 
в воде с обозначением максимумов (воспроизведено по [4])

Рис. 3.4. pH зависимость доли ионных и молекулярных форм флуоресцеина 
в воде (воспроизведено по [4] с учетом данных рис. 3.2)
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в растворе одновременно присутствуют две или более (до пяти) форм. 
Спектры моноаниона I и хиноида, а также цвиттер-иона и катиона по-
добны, что легко объяснить близостью структур хромофора-трицикла 
(см. рис. 3.1). В умеренно-кислых средах высока доля лактонной формы, 
но, как уже было сказано выше, она не поглощает в видимой области.

Опубликованные результаты для спектров ионных форм эозина 
приведены на рис. 3.5. Следует отметить существенное различие в та-
утомерии эозина и других гомологов флуоресцеина с моноанионом 
последнего, продемонстрированное в ходе многочисленных экспери-
ментов. Так, моноанион флуоресцеина в растворе диссоциирован по 
карбоксильной группе (MI, рис. 3.1), в то время как моноанионы га-
логензамещенных диссоциированы по гидроксильной группе трицик-
ла (MII, рис. 3.1). В результате спектральные свойства этих таутоме-
ров существенно различаются: спектр MII подобен спектру дианиона, 
но сдвинут батохромно (рис. 3.5), спектр же MI сдвинут гипсохромно 
и значительно уступает спектру дианиона по амплитуде (см. рис. 3.3).

Формирование моноанионов разных типов хорошо согласуется 
с данными квантово-химических расчетов (см. п. 2.2). Большой ион-

Рис. 3.5. Спектры ионных и молекулярной форм эозина 
в водных растворах (воспроизведено по [1])
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ный радиус заместителей-галогенов R2 и R3 по сравнению с водородом 
способствует экранированию кислорода в положении O(24). Поэтому 
присоединение протонов у эозина и эритрозина в реакции (3.3) будет 
происходить преимущественно по O(9), а не O(24). На формирование 
таутомеров также может оказывать влияние распределение частичных 
зарядов на атомах кислорода в разном положении: у флуоресцеина отри-
цательный заряд на O(24) большее, чем на O(9), тогда как у остальных 
галогенпроизводных соотношение обратное. 

На рис. 3.6–3.8 приведены доли ионных форм галогензамещенных 
флуоресцеинов в зависимости от pH, рассчитанные с учетом среднего 
значения в интервале констант диссоциации, приведенных в табл. 3.1.

Сравнивая доли ионных форм галогензамещенных флуоресцеи-
нов, можно выделить диапазон около полутора единиц pH, а котором 
возможно одновременное существования дианионной, моноанионной 
и нейтральных форм. Этот диапазон лежит в области 2,5–4 единиц pH 
для эозина, 3,5–5 для эритрозина и 3,8–5,3 для эритрозина. Для флуо-
ресцеина подобный диапазон значительно шире (около 3 единиц pH), 
что обусловлено более существенным различием значений констант 
разных ступеней диссоциации, чем у его галогензамещенных произ-

Рис. 3.6. Доли ионных (D, MII) и молекулярной (N) форм эозина 
в водных растворах без уточнения таутомерного состояния 
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водных. Этот факт, а также спектральная близость контуров дианиона 
и моноаниона и меньшее разнообразие таутомеров нейтральной формы 
формируют основные отличия характера протолитических равновесий 
галогензамещенных флуоресцеинов по сравнению с флуоресцеином.

Рис. 3.7. Доли ионных (D, MII) и молекулярной (N) форм эритрозина 
в водных растворах без уточнения таутомерного состояния

Рис. 3.8. Доли ионных (D, MII) и молекулярной (N) форм бенгальского 
розового в водных растворах без уточнения таутомерного состояния
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В заключение отметим, что зависимость спектральных свойств 
от pH для ряда органических соединений хорошо известна – эти веще-
ства широко используются в химии в качестве индикаторов кислотности 
среды. Так, фенолфталеин, лакмус, метиловый оранжевый, меняющие 
свой цвет при изменении кислотности среды, позволяют производить 
определение pH с точностью до 1–2 единиц, что, к примеру, вполне до-
статочно для детектирования точки равновесия в кислотно-основной 
титриметрии. На основе набора подобных соединений созданы уни-
версальные индикаторы, перекрывающие большой диапазон значе-
ний pH [5].

3.2. Спектры поглощения красителей  
при разных pH

Спектры поглощения флуоресцеиновых красителей при измене-
нии pH в широком диапазоне были подробно представлены ранее [6]. 
В этой работе использовались безбуферные растворы флуоресцеина, эо-
зина, эритрозина. В щелочном растворителе у флуоресцеина (рис. 3.9, а) 
образуется дианионная форма с максимумом на длине волны 490 нм 
и перегибом около 475 нм. В соответствии с графиками на рис. 3.4 при 
уменьшении pH доля дианионов уменьшается за счет увеличения доли 
других протолитических форм – моноанионной, нейтральной (в виде 
трех таутомеров) и катионной.

Дианионные формы эозина и эритрозина имеют интенсивную 
полосу поглощения с максимумами на длинах волн 517 нм и 526 нм 
соответственно (рис. 3.9, б, в). Характер изменения спектров галоген-
замещенных флуоресцеинов с уменьшением pH во многом сходен: по 
мере уменьшения pH уменьшается амплитуда спектра, происходит его 
батохромный сдвиг. Это связано с увеличением доли моноанионов, пре-
имущественно находящихся в таутомерной форме MII со смещенным 
в красную область спектром. При низких значениях pH эозин и эритро-
зин переходят в нейтральную форму с широким и малоинтенсивным 
контуром поглощения. Считается, что нейтральная форма флуоресцеи-
на представлена преимущественно лактоном (64 %) и хиноидом (31 %), 
имеющим интенсивную окраску [1]. Таким образом, характер измене-
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ния спектров поглощения при вариации pH у флуоресцеина и его го-
мологов качественно различаются: флуоресцеин остается окрашенным 
даже в экстремально кислых средах, в то время как эозин и эритрозин 
при уменьшении pH обесцвечиваются.

Количественно мерой изменения доли дианионов при умень-
шении pH может служить изменение амплитуды спектра поглощения 

Рис. 3.9. Сечения поглощения флуоресцеиновых красителей в водных 
растворах с различным значением pH: а – флуоресцеин; б – эозин; 

в – эритрозин (воспроизведено по [6])

а  б

в
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на длине волны, соответствующей максимуму поглощения дианиона. 
На рис. 3.10 видно, что для всех исследованных красителей эта зави-
симость имеет вид сигмоидальной кривой. Форма кривой вытекает из 
уравнения Хендерсона – Хассельбаха (1.32), определяющего изменения 
концентрации кислотных и основных форм. Полученные кривые можно 
использовать в качестве калибровочных зависимостей для оценки ло-
кального значения pH в том случае, если его невозможно определить 
стандартными методами.

Так, в работе [7] по изменению спектров поглощения были опре-
делены pH 1%-х водных растворов хитозана, крахмала, желатины. Они 
составили 5,4; 6,3 и 6,4 соответственно, что в ряде случаев на несколько 
единиц отличалось от значений, полученных потенциометрическим ме-
тодом. Найденное значение соответствует микроокружению флуоресце-
ина, испытывающего эффективное электростатическое взаимодействие 
в области ближнего ориентационного порядка заряженных фрагментов 
биополимеров. 

Рис. 3.10. pH-зависимость относительного изменения опти-
ческой плотности на длине волны максимума поглощения 
дианионов флуоресцеиновых красителей: 1 – флуоресцеин; 

2 – эозин; 3 – эритрозин (воспроизведено по [6])
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3.3. Влияние pH на флуоресцентные  
свойства красителей

Спектры флуоресценции красителей так же, как и их спектры по-
глощения очень чувствительны к изменению pH. При уменьшении pH 
спектральный контур флуоресцеина уширяется, и дополнительно к мак-
симуму на длине волны 515 нм появляется перегиб в области 545–555 нм 
(рис. 3.11, a). У эозина сохраняется подобие контура с максимумом в рай-
оне 536 нм примерно до pH 5, после чего появляется плечо в области 
585 нм и батохромное смещение максимума (рис. 3.11, б). У эритрозина 
в области pH > 5 форма контура испускания с максимумом на 547 нм со-
храняется, но при дальнейшем уменьшении pH также наблюдается до-
полнительное плечо вблизи 600 нм и красный сдвиг (рис. 3.11, в).

С уменьшением pH среды у всех исследованных красителей су-
щественно падает интенсивность флуоресценции вследствие увеличе-
ния доли энергии, поглощенной молекулярными формами с низкими 
выходами флуоресценции. Относительный квантовый выход флуорес-
ценции красителей представлен на рис. 3.12.

Следует отметить, что абсолютное значение квантового выхода 
в ряду красителей флуоресцеин – эозин – эритрозин значительно умень-
шается из-за усиления спин-орбитального взаимодействия, обусловлен-
ного наличием тяжелых атомов. Этот эффект был подробно обсужден 
в п. 2.4. С учетом [8] диапазон изменения абсолютного квантового вы-
хода флуоресцеина в широком интервале pH составляет 0,23–0,92, для 
эозина – 0,004–0,2, для эритрозина  – 0,0005–0,02.

Среднее время жизни флуоресцентного состояния красителей 
в зависимости от pH показано на рис. 3.13. Максимальное время жизни 
как у флуоресцеина (4,1 нс), так и эозина (1,28 нс) принадлежит диа-
нионной форме. При уменьшении pH время жизни снижается до 2,7 нс 
у флуоресцеина и 1,11 нс у эозина. Для эритрозина величина времени 
жизни в широком интервале pH варьируется в пределах от 0,14 нс до 
0,11 нс, что существенно меньше, чем времена жизни его гомологов. 
Как и в случае pH-зависимой характеристики поглощения, оптический 
отклик на рис. 3.13 представляет собой сигмоидальную функцию с ди-
намическим диапазоном около двух единиц pH.
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Расширить диапазон и увеличить чувствительность индикации 
pH можно с помощью ратиометрического флуоресцентного метода. 
В качестве аналитического сигнала в данном методе выступает соот-
ношение интенсивностей флуоресценции при возбуждении излуче-
нием с разными длинами волн. Очевидно, что основным требованием 

Рис. 3.11. Спектры флуоресценции флуоресцеиновых красителей 
в водных растворах с различным значением pH: а – флуоресцеин; 
б – эозин; в – эритрозин. Длины волн возбуждения флуоресцеина 
и эозина  – 470 нм, эритрозина  – 480 нм (воспроизведено по [6])

а  б

в



83

Протолитические свойства красителей и перенос протона в возбужденном состоянии 

Рис. 3.12. Относительное изменение квантового выхода флуоресцен-
ции флуоресцеиновых красителей от pH раствора: 1 – флуоресцеин; 

2 – эозин; 3 – эритрозин. (воспроизведено по [6])

Рис. 3.13. Зависимость флуоресцентного времени жизни флуоресце-
иновых красителей в зависимости от pH: 1 – флуоресцеин; 2 – эозин; 

3 – эритрозин (воспроизведено по [6])
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метода является дифференциальная чувствительность интенсивности 
флуоресценции к длине волны возбуждения. Например, для флуорес-
цеина это условие хорошо выполняется при длинах волн возбуждения 
435 и 488 нм. Отношение интенсивностей флуоресценции может быть 
использовано для пересчета в значения pH с помощью калибровочной 
кривой. Существенным преимуществом ратиометрического метода яв-
ляется независимость параметров калибровочной зависимости от кон-
центрации флуорофоров, которую зачастую крайне сложно контроли-
ровать – например, в биологических исследованиях. Так, флуоресцеин 
и его производные (такие, как флуоресцеин изотиоцианат) хорошо за-
рекомендовали себя как зонды для внутриклеточной кислотности в об-
ласти физиологических значений pH [9]. 

Аномальные значения pH зачастую связаны с биологической дис-
функцией. Отклонение кислотно-щелочного равновесия в крови челове-
ка (7,35–7,45 в норме) говорит о развитии ацидоза или алкалоза, вызван-
ных протеканием патологических процессов. Отклонения кислотности 
от нормы внутри клетки наблюдаются при некоторых распространен-
ных типах заболеваний – таких, как злокачественные опухоли [10] и бо-
лезнь Альцгеймера [11]. Таким образом, активность ионов водорода яв-
ляется важным показателем в биомедицинских исследованиях и других 
приложениях. Оптические pH-сенсоры обладают рядом преимуществ 
перед традиционным потенциометрическим детектированием, а имен-
но более высокой чувствительностью, простой процедурой калибровки, 
возможностью дистанционного зондирования.

3.4. Ионные равновесия флуоресцеина  
в возбужденном состоянии 

Как было сказано выше, флуоресцеин является сложным флуоро-
фором в том смысле, что он может находиться в четырех ионных фор-
мах (катион, нейтральная молекула, моноанион и дианион), а кроме того 
и в виде нескольких таутомеров ряда ионных форм в диапазоне рН 1–9. 
Методом спектрофотометрического титрования успешно изучены ион-
ные равновесия только основного состояния (см. п. 3.1).
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Ионные равновесия в возбужденном состоянии можно опреде-
лить, используя цикл Фёрстера (см. п. 1.7). Для этого необходимо найти 
разницу частот электронных переходов исходной молекулы и ее про-
дукта диссоциации/ассоциации. Нахождение частот 0–0 переходов – это 
вопрос одновременного рассмотрения спектров поглощения и флуорес-
ценции и определение их точки пересечения в энергетической шкале. 
Эта задача может быть решена при условии, что спектры поглощения 
и флуоресценции известны для каждой из форм в отдельности. Для флу-
оресцеина и его гомологов отсутствуют надежные спектральные дан-
ные об индивидуальных контурах испускания ряда ионных форм из-за 
переноса протона в возбужденном состоянии. Один из способов ее ре-
шения – это вычисление энергии электронных переходов в различных 
формах исходя из их химического строения с помощью квантово-хими-
ческих расчетов. Результаты квантово-химических расчетов с исполь-

Рис. 3.14. Линейная корреляция между расчетными и экспериментальными данными: 
черные символы – поглощение, красные – флуоресценция. Закрашенными символами 
показаны предсказанные положения пиков флуоресценции цвиттер-ионной, моноа-
нионной и хиноидной форм флуоресцеина (обозначения ионных/таутометрных форм 

приведены на рис. 3.1)
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зованием нестационарной теории функционала плотности (TD-DFT) 
были сопоставлены с экспериментальными данными, полученными 
методом абсорбционной и стационарной флуоресцентной спектроско-
пии в широком диапазоне pH [12]. Анализ параметров регрессии между 
расчетными и экспериментальными значениями в рамках линейной 
модели позволил впервые предсказать значения пиков флуоресценции 
моноанионной (496 нм), хиноидной (550 нм) и цвиттер-ионной (483 нм) 
форм (рис. 3.14).

По графикам cпектров флуоресценции флуоресцеиновых краси-
телей в водных растворах (см. рис. 3.11, а) легко установить, что чер-
ты предсказанных пиков хорошо проявляют себя в составном контуре 
испускания в широком интервале pH. Положения чисто электронных 
переходов ионных/таутомерных форм флуоресцеина и изменения по-
казателей константы равновесия при фотовозбуждении приведены 
в табл. 3.2. Таутомерные и ионные равновесия флуоресцеина в возбуж-
денном состоянии с указанием pk*a соответствующей реакции изобра-
жены на рис. 3.15.

Таблица 3.2

Положение 0–0 перехода для ионных/таутомерных форм флуоресцеина  
и изменение констант диссоциации равновесий при фотовозбуждении

Ионная/таутомерная 
форма

Положение  
0–0 перехода*, см–1 Равновесие ∆pka**

Катион (С) 21 970 Катион-хиноид 4,8

Хиноид (Q) 19 670 Хиноид-моноанион –2,1

Цвиттер-ион (Z) 21 900 Катион-цвиттер-ион 0,1

Моноанион I (MI) 20 660 Цвиттер-ион-моноанио 2,7

Дианион (D) 19 950 Моноанион-дианион 1,5

* Рассчитано как полусумма частот пиков поглощения и испускания;
** рассчитано по формуле (1.35).

В отличие от основного состояния в схеме ионных равновесий воз-
бужденного состояния отсутствует лактонная форма, поскольку ее по-
лосы поглощения лежат в среднем УФ-диапазоне, а фотовозбуждение 
и испускание реализуется в видимой области. Сравнивая величины ∆pka
(табл. 3.2), можно увидеть варианты положительного, отрицательного 
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и близкого к нулю значений. Различные ситуации соответствуют отсут-
ствию переноса протона в возбужденном состоянии и двум разным на-
правлениям этого переноса. Например, в случае моноанион-дианионного 
равновесия pka в основном состоянии равно 6,3. При pH 6,3 равновесные 
концентрации этих форм состоянии будут равными. После фотовозбуж-
дения смесь двух ионных форм перейдет в новое равновесное состояние, 
соответствующее pk*a 4,8 со значительным преобладанием концентрации 
дианиона над моноанионом при том же значении pH. Это произойдет пу-
тем фотодиссоциации части моноанионов. В случае Q*–MI*– равновесия, 
где имеет место другой знак ∆pka, наоборот, произойдет фотоиндуциро-
ванная ассоциация моноаниона с протоном, находящимся в окружении 
растворителя и его переходом в одну из нейтральных форм. Сложное 
ионное и таутомерное равновесие с показателями констант диссоциации, 
приведенными на рис. 3.15, формирует распределение концентраций воз-
бужденных состояний разных форм флуоресцеина (рис. 3.16). 

Для концентраций двух таутомеров одного и того же ионного со-
стояния (в нашем случае Q* и Z*) характерно синхронное поведение при 
изменении pH, несмотря на то, что соотношение этих концентраций от-
личается на несколько порядков (рис. 3.16, на вставке). Различие двух 
картин распределения концентраций в основном (см. рис. 3.4) и возбуж-
денном (рис. 3.16) состояниях указывает на области pH c эффективным 
переносом протона в возбужденном состоянии. В этих диапазонах пере-
нос весьма вероятен с энергетической точки зрения, но кинетически ре-
ализуем только в том случае, если окружение обеспечивает достаточное 
количество протонсодержащих добавок.

Рис. 3.15. Схема таутомерных и ионных равновесий флуоресцеина 
в возбужденном состоянии с указанием pk*a соответствующей реакции 
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Так, в работе [13], где рассматривалось моноанион-дианионное 
равновесие флуоресцеина, варьировалась концентрация фосфатного бу-
фера, выполняющего роль донора/акцептора протонов. Было показано, 
что спектр поглощения флуоресцеина не меняется сколь-нибудь суще-
ственно с увеличением концентрации буфера. При достижении значения 
рН 5,9 в буферном растворе флуоресцеина становится возможным про-
текание реакции переноса протона с преимущественным возбуждением 
моноаниона. Реакция в возбужденном состоянии может быть детекти-
рована при концентрациях фосфатного буфера, превышающих 20 мМ. 
В этих условиях моноанион успевает перейти в дианион за время жиз-
ни возбужденного состояния. Конверсия обнаруживается эксперимен-
тально, как увеличение интенсивности флуоресценции для дианиона 
и уменьшение для моноаниона. Перенос протона при высоких ионных 
силах буфера (1 М) происходит настолько быстро, что практически до-
стигается новое ионное равновесие. Таким образом, в физиологической 
области pH (около 6 единиц), в которой флуоресцеин достаточно часто 
используется в качестве флуоресцентной метки, перенос протона мо-
жет играть важную роль. В работе [2] было экспериментально оценено 
значение pk*a моноанион-дианионного равновесия (около 6,0), которое 

Рис. 3.16. pH зависимость доли ионных/таутомерных форм флуоресцеина 
в возбужденном состоянии (вставка – Q* и Z* – формы)
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так же, как и рассчитанное с помощью цикла Фёрстера (см. рис 3.11), 
оказалось меньше, чем для основного состояния.

Формализм цикла Фёрстера оказывается весьма чувствитель-
ным с математической точки зрения к точности определения величин 
0–0 переходов. Даже если предсказанные квантово-химическими рас-
четами пики вибронных переходов оказываются верными, то величи-
на 0–0 перехода, найденная как полусумма частот пиков поглощения 
и флуоресценции, может быть определена лишь достаточно грубо из-
за отсутствия зеркальной симметрии спектров. Так, ошибка в измере-
нии этой величины на 5 нм в интересующей нас спектральной обла-
сти приводит к погрешности примерно в 0,5 единиц pK, что является 
существенным. Кроме того, использованный формализм не позволяет 
определить направление и эффективность внутримолекулярного пере-
носа протона (в англоязычной литературе для обозначения этого про-
цесса используется термин ESIPT – Excited State Intramolecular Proton 
Transfer), который не приводит к изменению ионного состояния, но вли-
яет на соотношение концентраций таутомеров. Этот процесс для флуо-
ресцеина показан пунктиром на рис. 3.15. Его высокая эффективность 
может сказываться на картине всего ионного равновесия. Тем не менее 
с помощью цикла Фёрстера удается определить направление переноса 
протона, тогда как более информативные хроноскопические методы за-
частую не могут преодолеть предела своей чувствительности обнаруже-
ния разных ионных форм флуоресцеина [14].

3.5. Использование переноса протона  
в возбужденном состоянии в задачах биосенсорики

Зависимость эффективности переноса протона от его протондо-
норного окружения открывает возможности создания сенсоров, исполь-
зующих перенос протона в возбужденном состоянии. Преимуществами 
таких устройств является высокая чувствительность, присущая флуо-
ресцентным методам, и возможность проведения измерений в реальном 
времени.

Так, в работе [15] с помощью флуоресцентных меток наблюда-
лась ренатурация нуклеиновой кислоты, для чего использовалась ДНК 
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E. coli с N-4-аминоэтил-модифицированными остатками цитозина, спо-
собными образовывать связь с молекулами флуоресцеина (доля конъю-
гатов порядка 4 % от общего числа цитозиновых остатков). Было обна-
ружено, что интенсивность испускания флуоресцеина, прикрепленного 
к одноцепочечной ДНК, уменьшается при ренатурировании последней 
до двухцепочечной. Наблюдаемое снижение интенсивности флуорес-
ценции связано с изменением соотношения между моно- и дианионны-
ми формами флуоресцеина вследствие сдвига равновесия из-за измене-
ний рН в окружении флуоресцентной метки.

Продолжаются успешные попытки химического дизайна флуо-
ресцеина в целях изменения его протолитических свойств: числа ион-
ных состояний и констант диссоциации. Так, в качестве нового перспек-
тивного флуорофора был предложен 2', 7'-дифторфлуоресцеин (Oregon 
Green 488, OG488, рис. 3.17, а) – фторпроизводное флуоресцеина, про-
являющее особое многообразие ионных форм. Было установлено, что 
реакции переноса протонов в возбужденном состоянии между нейтраль-
ной, моно- и дианионной формами OG488 стимулируются ацетатным 
буфером. В то же время катион ведет себя как «супер-фотокислота», 
демонстрируя очень высокую скорость депротонирования (константа 
скорости порядка 1011 с–1) в отсутствии дополнительных акцепторов 
протонов [16]. Такие свойства OG488 могут оказаться весьма востребо-
ванными для его применения в различных флуориметрических методах 
для задач биомедицинских и биохимических наук.

Фосфат-ионы играют важную роль в передаче сигнала и накопле-
нии энергии в биологических системах, однако их пространственно-раз-
решенное определение во внутриклеточной среде представляет собой 
сложную биоаналитическую проблему. Для ее решения было исполь-
зовано производное флуоресцеина – краситель cерии Tokyo Green, TG 
(рис. 3.17, б). Этот краситель демонстрирует характерные признаки пе-
реноса протона в возбужденном состоянии при физиологических значе-
ниях pH и при этом проявляет выраженную зависимость времени жизни 
флуоресценции от концентрации фосфатного буфера. Объясняется эта 
зависимость тем, что в возбужденном состоянии краситель подверга-
ется реакции фосфат-опосредованного переноса протонов, приводящей 
к изменению интенсивности флуоресценции, которое в итоге зависит 
как от концентрации фосфата, так и от рН среды. В совокупности такие 
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свойства Tokyo Green позволяют использовать его в качестве внутрикле-
точного фосфатного датчика в культивируемых клетках в варианте ми-
кроскопической визуализации времени жизни флуоресценции. Так, вы-
шеуказанная методика позволила установить временной ход клеточной 
дифференцировки клеток мышиных преостеобластов MC3T3-E1 [17].

Для аналогичных целей на основе квантово-химических пред-
сказаний свойств было синтезировано новое производное флуоресце-
ина – краситель серии Granada Green, GG (рис. 3.17, б) с «переключае-
мой» характеристикой спада флуоресценции on/off-типа. Особенностью 
данного красителя является более высокое значение pka для анион-ней-
трального равновесия, чем у флуоресцеина, при этом нейтральная фор-
ма GG не флуоресцирует. Использование GG для выявления измене-
ний концентрации фосфатов в живых преостеобластах MC3T3-E1 при 
pH 7,35 продемонстрировало преимущества данного красителя по срав-
нению с его предшественниками [18].

В данное время ведутся активные исследования в области созда-
ния высокочувствительных сенсоров на основе фотоиндуцированного 
переноса протона. Существует ряд общих требований к химическим 
и спектральным свойствам чувствительного элемента таких сенсоров 
(в данном случае – флуорофора), оптимизация которых является насущ-
ной задачей современной науки о красителях. Во-первых, флуорофору 
должна быть присуща либо одноступенчатая, либо многоступенчатая, 

Рис. 3.17. Перспективные флуоресцеиновые красители для флуоресцентных методов 
исследования в биоаналитике: а – Oregon Green 488, OG488; б – Granada Green, CG 

(R1 = –С(CH3)3, R2 = –OCH3) и Tokyo Green, TG (R1 = –OCH3, R2 = –CH3)
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но не перекрывающаяся в шкале pH диссоциация. Во-вторых, соседние 
протонированные/депротонированные формы должны характеризо-
ваться флуоресценцией, максимально разнесенной в спектральной шка-
ле и/или по временным параметрам, что необходимо для однозначной 
интерпретации аналитического сигнала флуоресценции. И, наконец, 
в актуальном диапазоне pH эффективность переноса протона должна 
регулироваться наличием ионной добавки, в роли которой в данном 
случае выступает сам аналит. При этом изменение эффективности пе-
реноса протона должно способствовать конкуренции с излучательным 
процессом.
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ЛАЗЕРНОЕ ОБЕСЦВЕЧИВАНИЕ КРАСИТЕЛЕЙ  
В ПОЛИМЕРНОЙ МАТРИЦЕ

Фотохимическое обесцвечивание красителей в полимерной ма-
трице имеет сходный характер для всех применявшихся для этой цели 
флуоресцеиновых красителей – как по экспоненциальной кинетике, так 
и по абсолютной величине констант скоростей. Наиболее вероятным 
механизмом является фотовосстановление красителя, находящегося 
в триплетном состоянии, через радикальную реакцию переноса протона 
с полимерной матрицы. Специфика красителя выражается в величине 
энергии, эффективности заселения и релаксации нижнего триплетно-
го состояния, которые напрямую зависят от степени галогенирования 
молекулы. Важным параметром, влияющим на эффективность фоторе-
акции, является интенсивность излучения, перераспределяющая роли 
первых и высших триплетных уровней возбуждения.

Предыстория заселения триплетных уровней включает одновремен-
ное протекание многих фотофизических процессов с существенно разны-
ми вероятностями протекания. Так, наличие долгоживущего триплетного 
состояния позволило «разглядеть» в системе квазистационарную стадию 
распределения населенностей и получить аналитическое выражение для 
эффективной константы скорости фотохимической реакции. Будучи лег-
ко измеряемой в режиме реального времени (десятки и сотни секунд), она 
представляет собой отношение констант много более быстрых процес-
сов, таких как внутренняя и интеркомбинационная конверсия, безызлу-
чательный перенос энергии, флуоресценци и т. д. Это позволяет получать 
информацию о быстрых процессах без применения уникальной хроно-
скопической техники. Возможное практическое применение полимерных 
пленок красителей в качестве нереверсивной регистрирующей среды бу-
дет показано на примере записи голограммы плоской волны. Желатино-
вые пленки эозина просты в изготовлении, обладают светочувствитель-
ностью в спектральном диапазоне поглощения красителя, не имеют зерна 
и не требует проявления скрытого изображения.
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4.1. Экспериментальное исследование кинетики  
фотохимической реакции

Лазер как источник излучения характеризуется рядом замечатель-
ных свойств, отличающих его других источников света (тепловых или 
люминесцентных). Лазерное излучение монохроматично, когерентно, 
обладает малой расходимостью и обладает высокой интенсивностью. 
Когда говорят о лазерной фотохимии, подразумевают прежде всего воз-
можность реализации многофотонных и многоступенчатых процессов, 
а также возможность исследования быстрых стадий фотохимических 
реакций с временным разрешением вплоть до фемтосекунд. Монохро-
матичность и малая расходимость пучка существенно облегчает дозиме-
трию и делает возможным эксперименты в многопроходовом варианте.

В предыдущих главах мы рассмотрели обратимые превращения 
молекул красителя (преимущественно в растворах) при фотовозбужде-
нии нелазерными источниками. В данной главе речь пойдет о необра-
тимых фотохимических процессах с участием молекул красителя, им-
мобилизованых в полимерной матрице. В конечном итоге эти процессы 
приводят к утрате окраски (обесцвечиванию). Фотохимические реакции 
в таких системах многостадийны, что сильно усложняет их изучение, 
так как возможно одновременное протекание нескольких конкурирую-
щих процессов с образованием различных продуктов. Использование 
гомологичного ряда красителей позволяет выявить дополнительные за-
висимости между молекулярной структурой и кинетическими параме-
трами реакции.

Для изучения фотохимических реакций используют как экспери-
ментальные, так и расчетные методы, включающие моделирование хи-
мической кинетики. Рассмотрим вначале экспериментальные результаты 
по обесцвечиванию флуоресцеиновых красителей в полимерной матрице. 

Первые полосы поглощения флуоресцеиновых красителей лежат 
в видимой области спектра, но сдвинуты друг относительно друга. Тем 
не менее существует спектральный диапазон (примерно 480–540 нм), 
в который попадают полосы поглощения всех исследованных красите-
лей. В него также входит излучение второй гармоники твердотельно-
го Nd:YAG лазера (532 нм) (рис. 4.1). Кроме подходящей длины волны 
этот лазер обеспечивает интенсивность, достаточную для реализации 
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многоступенчатого возбуждения через триплетные состояния при не-
прерывном режиме облучения.

Количественный подход к фотохимической реакции требует изме-
рения как количества поглощенного света, так и превратившегося веще-
ства. Обе характеристики могут быть измерены напрямую по изменению 
пропускания образца, содержащего краситель. При этом необходимо 
соблюсти условие пространственной однородности интенсивности, что 
особенно важно в случае изучения химической реакции в реакторе, где 
нет перемешивания. Для того, чтобы приблизить использованные в экс-
перименте интенсивности к критерию однородности в сечении пучка, 
были использованы диафрагма, выделяющая центральную часть TEM00

лазерной моды. Оптимальный размер диафрагмы определялся путем 
моделирования кинетики фотохимической реакции c учетом гауссова 
профиля интенсивности лазерного пучка [1].

Особенностью фотохимических реакций, протекающих в твердой 
фазе, является различная вероятность поглощения света молекулами 
с разной ориентацией вектора дипольного момента перехода. Кинети-
ке химических реакций в конденсированной фазе посвящен обзор [2]. 
Кинетическая неэквивалентность частиц в твердой фазе проявляется 

Рис. 4.1. Спектры поглощения флуоресцеиновых красителей 
(слева направо: флуоресцеин, дибромфлуоресцеин, эозин, 

эритрозин, бенгальский розовый) в хитозановой пленке
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в различиях конформационных состояний частиц, в структуре их окру-
жения, в пространственном расположении реагирующих частиц. Для 
того, чтобы уменьшить влияние этих факторов, было использовано пре-
образование линейно поляризованного излучения в излучение с круго-
вой поляризацией. Как было показано в работе [3], при моделировании 
кинетики фотохимической реакции, применение такого типа поляриза-
ции наиболее близко по своему фотохимическому эффекту к действию 
деполяризованного излучения.

Эксперимент заключался в записи кинетики сигнала пропускания 
образца при непрерывном лазерном облучении разной мощности с кон-
тролем падающей интенсивности (рис. 4.2) [4]. Образцы представляли 
собой тонкие (порядка 10 мкм) хитозановые пленки, содержавшие пять 
разных флуоресцеиновых красителей. Для того, чтобы уменьшить вли-
яние неоднородности излучения по толщине образца, использовались 
образцы с оптической плотностью не более единицы. У всех красителей 
под действием непрерывного лазерного излучения наблюдается необ-
ратимое обесцвечивание.

Рис. 4.2. Схема экспериментальной установки. 1 – Nd:YAG 
лазер Millennia; 2 – призма полного внутреннего отра-
жения; 3 – светофильтр; 4 – полупрозрачное зеркало; 
5 – фотодиод ФД-24К; 6 – линза; 7 – пластинка λ/4; 
8 – диафрагма; 9 – образец; 10 – фотодиод ФД-24К; 
11 – тепловой фотоприемником 407A Spectra-Physics; 

12 – осциллограф NI PXI 5122
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На рис. 4.3 приведена фото-
графия образца эозина Y в хитоза-
не после облучения. На фотогра-
фии видны ряды обесцвеченных 
пятен размером с ограничиваю-
щую диафрагму. Пятна имеют раз-
личную интенсивность окраски, 
вызванную вариацией времен экс-
позиции и интенсивностей излу-
чения. Единичное пятно в верхнем 
ряду получено без использования 
диафрагмы.

Изменение оптической плотности D пленок хитозана с флуоресце-
иновыми красителями под действием лазерного излучения различной ин-
тенсивности от времени экспозиции показана на рис. 4.4–4.8. Из значений 
оптической плотности образцов вычтено ее фоновое значение при t → ∞.

Рис. 4.3. Фотография образца эозина Y 
в хитозане, подверженного лазерному 

фотолизу (одно деление – 1 мм)

Рис. 4.4. Зависимость оптической плотности флуоресцеина в хитозановой  
пленке от времени облучения при интенсивностях лазерного излучения: 
1 – 0,7; 2 – 1,9; 3 – 4,5; 4 – 7,9; 5 – 11,9 Вт/см2 (плавные линии – аппрокси-
мация экспоненциальной функцией, вставка: спектры поглощения и флу-
оресценции до (сплошные линии) и после (пунктир) 11 мин облучения)
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Рис. 4.5. Зависимость оптической плотности дибромфлуоресцеина в хито-
зановой пленке от времени облучения при интенсивностях лазерного 
излучения: 1 – 0,7; 2 – 1,1; 3 – 1,9; 4 – 4,5; 5 – 7,9; 6 – 9,2 Вт/см2 (плавные 
линии – аппроксимация экспоненциальной функцией, вставка: спектры 
поглощения и флуоресценции до (сплошные линии) и после (пунктир) 

11 мин облучения)

Рис.4.6. Зависимость оптической плотности эозина  в хитозановой пленке 
от времени облучения при интенсивностях лазерного излучения: 1 – 0,7; 
2 – 1,9; 3 – 4,5; 4 – 7,9; 5 – 11,9 Вт/см2 (плавные линии – аппроксимация 
экспоненциальной функцией, вставка: спектры поглощения и флуорес-

ценции до (сплошные линии) и после (пунктир) 11 мин облучения)
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Рис. 4.7. Зависимость оптической плотности эритрозина в хито-
зановой пленке от времени облучения при интенсивностях ла-
зерного излучения: 1 – 0,7; 2 – 1,9; 3 – 4,5; 4 – 7,9; 5 – 11,9 Вт/см2

(плавные линии – аппроксимация экспоненциальной функцией, 
вставка: спектры поглощения и флуоресценции до (сплошные 

линии) и после (пунктир) 11 мин облучения)

Рис. 4.8. Зависимость оптической плотности бенгальского розо-
вого в хитозановой пленке от времени облучения при интенсив-
ностях лазерного излучения 1 – 1,9; 2 – 4,5; 3 – 7,9; 4 – 11,9 Вт/см2

(сплошные линии – аппроксимация экспоненциальной функцией, 
вставка: спектры поглощения и флуоресценции до (сплошные 

линии) и после (пунктир) 11 мин облучения)
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Для всех красителей характерен рост скорости обесцвечивания 
с увеличнием интенсивности. На вставках к рис. 4.4–4.8 приведены нор-
мированные на максимум спектры поглощения и флуоресценции флуо-
ресцеиновых красителей до облучения и спустя продолжительное время, 
после которого изменение пропускания не происходит, а также соблюде-
но отношение амплитуд спектров образцов до и после облучения. Судя 
по положению спектров, основной формой красителей до их облучения 
является дианионная форма. Остаточная оптическая плотность отражает 
специфику фотохимических реакций, протекающих в отсутствие переме-
шивания в реакторе (в нашем случае в твердой матрице). 

Временные зависимости оптической плотности для образцов всех 
флуоресцеиновых красителей удовлетворительно (R2 > 0,94) описыва-
ются экспоненциальной зависимостью
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с показателем k (с–1), имеющим смысл эффективной константы скорости 
обесцвечивания. Константа k для каждого красителя существенно зависит 
от интенсивности лазерного излучения. Эта зависимость представлена на 
рис. 4.9. В рассмотренном интервале интенсивностей для всех исследо-

Рис. 4.9. Зависимость эффективной константы скорости 
обесцвечивания k от интенсивности лазерного излучения: 
1–флуоресцеин; 2 – дибромфлуоресцеин; 3 – эозин; 4–эри-

трозин; 5 – бенгальский розовый (воспроизведено по [4])
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ванных красителей зависимость имеет две линейные области: при малой 
(начальный участок) и большой интенсивности. Полученные результаты 
будут обсуждены с привлечением модели кинетики фотореакции.

4.2. Моделирование кинетики фотохимической реакции 

Теперь, когда мы экспериментально получили зависимости изме-
нения концентрации исходной формы пяти флуоресцеиновых красителей 
от времени, обратимся к кинетической модели лазерного обесцвечива-
ния [5]. Эта модель формализует динамику населенностей уровней, изо-
браженных на рис. 1.1, в систему кинетических уравнений. Эта система 
является универсальной для всего набора красителей, а индивидуаль-
ность каждого красителя задается кинетическими константами. Боль-
шинство констант рассчитано либо с помощью прямых спектральных 
и хроноскопических измерений (см. п. 2.3), либо определяется условиями 
эксперимента (например интенсивностью лазерного излучения). 

При резонансном поглощении непрерывного лазерного излучения 
в длинноволновой полосе способны эффективно заселяться не только 
синглетные, но и триплетные уровни. Вероятный интеркомбинацион-
ный переход и последующее триплет-триплетное поглощение заселяют 
одно из высших триплетных состояний красителя, которое, как и первое 
триплетное состояние, рассматривается как потенциально реакционно-
способное. Система уравнений материального баланса для населен-
ностей [S0], [S1], [T1], [Tn] уровней с учетом обозначений, принятых на 
рис 1.1, имеет следующий вид:
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В связи с малой эффективностью обратной интеркомбинацион-
ной конверсии и замедленной флуоресценции (квантовый выход не бо-
лее 0,6 %, см. прил.) данные процессы не учитывались. Вынужденные 
процессы выбранном режиме накачки также не учитывались из-за их 
низкой вероятности по сравнению со спонтанными. Начальные условия 
для системы (4.2) выглядят следующим образом:

 [S0]t = 0 = 1, [S1]t = 0 = [T1]t = 0 = [Tn]t = 0 = 0. (4.3)

Аналитическое решение системы (4.2) с учетом начальных усло-
вий можно получить методом собственных значений. Пример такого ре-
шения для эозина в желатине представлен на рис. 4.10. Можно выделить 
три характерных временных стадии фотохимического процесса: 

1. 0–10–3 с – эффективно работают быстрые фотофизические про-
цессы, верхняя граница этого интервала определяется характерным вре-
менем жизни фосфоресцентного состояния; 

Рис. 4.10. Динамика населенностей энергетических уровней эозина при 
непрерывном фотовозбуждении, использованы константы Iσ1 = 4·103 с–1, 
kхим, 1 = 10 –3 с–1, kхим, n = 10 6 с–1, kвк = 10 12 c–1, остальные заимствованы 

из прил., цифрами показаны три стадии фотохимического процесса
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2. 10–3–1 с – установилось квазистационарное распределение на-
селенностей;

3. 1–103 с – происходит накопления фотопродукта.
Интенсивность фотовозбуждения существенно влияет на соотно-

шение населенностей основного и первого триплетного уровней в ква-
зистационарной стадии. При выбранных константах скоростей населен-
ность первого триплетного уровня оказалось выше, чем синглетного. 
При ненулевой интенсивности населенности S0 и T1 уровней будут на 
несколько порядков выше населенности уровня S1, который эффективно 
релаксирует за счет флуоресценции, тушения и интеркомбинационной 
конверсии. Населенность высшего триплетного состояния представля-
ет собой наименьшую величину (на 8–9 порядков меньше, чем перво-
го триплетного уровня) из–за рекордной в данной системе скорости 
внутренней конверсии триплетного состояния. Расчет показывает, что 
влияние бесцветного фотопродукта на оптико-спектральные свойства 
красителя проявляются на временах от 1 с и достигает существенно-
го значения на 103 с. Наибольший практический интерес представляет 
последняя, «медленная» стадия фотопроцессов, поскольку именно она 
является предметом кинетических измерений (4.1). Дальнейшее изло-
жение посвящено нахождению аналитического выражения для k.

Основываясь на законе Бугера – Ламберта – Бера, можно показать, 
что величина B, имеющая смысл суммарной концентрации всех состоя-
ний исходной формы красителя

 B = [S0] + [S1] + [T1] + [Tn], (4.4)

убывает в системе с той же скоростью k, что и измеряемая в эксперимен-
те оптическая плотность на длине волны возбуждения. С одной сторо-
ны, изменение этой величины характеризуется уравнением
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с другой, определяется путем суммирования левых и правых частей 
уравнений (4.2):
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Для того, чтобы последнее уравнение содержало только одну пе-
ременную B, найдем соотношение между ней и населенностями отдель-
ных уровней. Воспользуемся системой уравнений, которая устанавлива-
ет баланс населенностей в квазистационарной стадии фотохимической 
реакции:
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Уравнения (4.4) и (4.7) позволяют связать переменные [S0], [S1], 
[T1], [Tn] и B:

5 

0

( ) exp( )
t

D t k t
D 

   (4.1) 

         1
1 1 1

0
кв 1 0 рад T 1 рад q 1 ,S

S T T
d S

I S k k S k k T
dt

       

      1
1

1
кв 1 0 рад, икк T 1 ,S

S
d S

I S k k k S
dt

      

        1
1

1
икк 1 рад T кв 2 хим1 1 вк ,T

T n
d T

k S k k I k T k T
dt

        

      вк хим кв 2 1 .n
n n

d T
k k T I T

dt
     (4.2) 

 dB k B
dt

  , (4.5) 

   хим1 1 химn n
dB k T k T
dt

  . (4.6) 

       1
1 1 1кв 1 0 рад T 1 рад q 1 0,S
S T TI S k k S k k T        

    1
1кв 1 0 рад икк T 1 0,S
SI S k k k S      

      1
1икк 1 рад T кв 2 хим1 1 вк 0,T
T nk S k k I k T k T        

    вк хим кв 2 1 0.n nk k T I T      (4.7) 

1 1
фосф вк

0 1 1 1 2
фосф икк вк кв 1 вк фосф кв 1 2 икк

[ ]
( )

k
S B

k k I k I k

 

  

 


        
, (4.8) 

1
фосф вк кв 1

1 1 1 1 2
фосф икк вк кв 1 вк фосф кв 1 2 икк

[ ]
( )

k I
S B

k k I k I k



  

 


        
, (4.9) 

         (4.8)

5 

0

( ) exp( )
t

D t k t
D 

   (4.1) 

         1
1 1 1

0
кв 1 0 рад T 1 рад q 1 ,S

S T T
d S

I S k k S k k T
dt

       

      1
1

1
кв 1 0 рад, икк T 1 ,S

S
d S

I S k k k S
dt

      

        1
1

1
икк 1 рад T кв 2 хим1 1 вк ,T

T n
d T

k S k k I k T k T
dt

        

      вк хим кв 2 1 .n
n n

d T
k k T I T

dt
     (4.2) 

 dB k B
dt

  , (4.5) 

   хим1 1 химn n
dB k T k T
dt

  . (4.6) 

       1
1 1 1кв 1 0 рад T 1 рад q 1 0,S
S T TI S k k S k k T        

    1
1кв 1 0 рад икк T 1 0,S
SI S k k k S      

      1
1икк 1 рад T кв 2 хим1 1 вк 0,T
T nk S k k I k T k T        

    вк хим кв 2 1 0.n nk k T I T      (4.7) 

1 1
фосф вк

0 1 1 1 2
фосф икк вк кв 1 вк фосф кв 1 2 икк

[ ]
( )

k
S B

k k I k I k

 

  

 


        
, (4.8) 

1
фосф вк кв 1

1 1 1 1 2
фосф икк вк кв 1 вк фосф кв 1 2 икк

[ ]
( )

k I
S B

k k I k I k



  

 


        
, (4.9)          (4.9)

6 

икк вк кв 1
1 1 1 1 2

фосф икк вк кв 1 вк фосф кв 1 2 икк
[ ]

( )
k k IT B

k k I k I k  



        

, (4.10) 

2
икк кв 1 2

1 1 1 2
фосф икк вк кв 1 вк фосф кв 1 2 икк( )

[ ]n
k IT B

k k I k I k  
 


        

. (4.11) 

 1
1рад T фосф1 /T
Tk k   ,  

 1
1рад T икк 1 /S
Sk k k    , 

kхим n << kвк, kхим 1 << Iσ2 + 1
фосф
 .  

хим 2
хим1 кв

вк

nk
k k I

k
 

  
 

,  (4.12) 

где 
1

фосф икк кв 1

11
k I


 

       
. (4.13) 

хим 2

вк 1

nk
k




 
 

1 вк

кв 2n

T k
T I




. (4.14) 

макс
фосф  

 1

Д

фл T икк ПЭ

1τ
ASk k k k


  

. (4.15) 

 
Д

ПЭД
Фосф икк кв 1

τ1 A
' 1 τ τ σ
k k
k k I
 


. (4.16) 

 1
фосф икк кв 1 ПЭ1 (τ σ ) A

'
k k I k
k

  , (4.17) 

       (4.10)

6 

икк вк кв 1
1 1 1 1 2

фосф икк вк кв 1 вк фосф кв 1 2 икк
[ ]

( )
k k IT B

k k I k I k  



        

, (4.10) 

2
икк кв 1 2

1 1 1 2
фосф икк вк кв 1 вк фосф кв 1 2 икк( )

[ ]n
k IT B

k k I k I k  
 


        

. (4.11) 

 1
1рад T фосф1 /T
Tk k   ,  

 1
1рад T икк 1 /S
Sk k k    , 

kхим n << kвк, kхим 1 << Iσ2 + 1
фосф
 .  

хим 2
хим1 кв

вк

nk
k k I

k
 

  
 

,  (4.12) 

где 
1

фосф икк кв 1

11
k I


 

       
. (4.13) 

хим 2

вк 1

nk
k




 
 

1 вк

кв 2n

T k
T I




. (4.14) 

макс
фосф  

 1

Д

фл T икк ПЭ

1τ
ASk k k k


  

. (4.15) 

 
Д

ПЭД
Фосф икк кв 1

τ1 A
' 1 τ τ σ
k k
k k I
 


. (4.16) 

 1
фосф икк кв 1 ПЭ1 (τ σ ) A

'
k k I k
k

  , (4.17) 

      (4.11)

Для упрощения записи было учтено, что
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Легко показать, что при суммировании левых и правых частей уравне-
ний (4.8)–(4.11) получается выражение (4.4).
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С помощью уравнений (4.10), (4.11) преобразуем выражение (4.6) 
в уравнение одной переменной B. Приравняем правую часть полученно-
го уравнения к правой части уравнения (4.5). Полученное соотношение 
содержит только константы фотопроцессов, а выражение для k после 
удобной перегруппировки выглядит следующим образом:
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Полученное выражение для эффективной константы скорости 
фотохимической реакции имеет простой вид и учитывает общий случай 
реакционной способности первых и высших триплетных состояний. 
Параметр α содержит экспериментально измеряемые константы скоро-
стей фотопроцессов и изменяется в пределах от нуля до единицы, дости-
гая максимального значения при интенсивностях лазерного излучения,  

Рис. 4.11. Зависимость эффективной константы скорости 
фотохимической реакции от константы скорости поглоще-

ния (использованы данные для эозина в желатине)
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насыщающих первое триплетноео состояние. В этом случае зависи-
мость k от интенсивности имеет наиболее простой вид, а именно линей-
ную зависимость, из которой легко найти значения kхим 1, kхим n. 

В общем случае при α ≠ 1 зависимость эффективной константы 
скорости фотохимической реакции от константы скорости поглощения, 
полученная с использованием данных для эозина в желатине (см. прил.) 
приведена на рис. 4.11. Зависимость имеет две линейных области: 

• малой интенсивности (с тангенсом угла наклона γ1, равным 
τфосф τ kикк kхим 1);

• большой интенсивности (с тангенсом угла наклона γ2, равным 
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). 

Эта зависимость имеет характер, аналогичный полученной в экс-
периментальной части работы (см. рис. 4.9). Сравнивая эксперимен-
тальные результаты и результаты моделирования, можно при любом 
значении α определить коэффициенты γ1 и γ2, которые, в свою очередь, 
пропорциональны константам скоростей химической реакции с разных 
уровней возбуждения.

4.3. Обсуждение механизма фотообесцвечивания  
красителя в полимере

Проанализируем экспериментальные результаты с помощью фор-
мулы (4.12), используя известные значения констант скоростей процессов. 
Сечения поглощения на первых синглет-синглетных и триплет-триплет-
ных переходах, константа kвк, значения α, рассчитанные с использовани-
ем данных прил. по формуле (4.13), приведены в табл. 4.1. Параметр α 
принимает значения меньше единицы во всем исследованном интер-
вале интенсивностей. Для эозина и эритрозина этот параметр достига-
ет максимального значения среди всех красителей благодаря большому 
значению сечения поглощения на выбранной длине волны возбуждния 
(см. рис. 4.1). Описание зависимости эффективной константы скорости 
фотообесцвечивания k от интенсивности с помощью формул (4.12) по-
зволило определить константы скоростей химической реакции с первого 
и высоковозбужденного триплетных состояний красителя. 
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Таблица 4.1

Константы фотопроцессов, необходимые для расчета констант скоростей  
химической реакции и значения kхим 1, kхим n

Параметр Флуорес-
цеин

Дибром–
флуорсцин Эозин Эритрозин Бенгальский 

розовый

σ1 (532 нм), 10–16 cм2 0,14 1,33 3,19 3,28 0,93

σ2 (532 нм), 10–17 cм2 2,6 [6] 3,5* 3,5 [7] 3,6 [7] 3,9 [7]

kвк, 1012 c–1 1* 1* 1 [8] 2 [8] 1 [8]

α***

(0,7 ÷ 11,9) Вт/см2 0,07 ÷ 0,58 0,15 ÷ 0,77 0,25 ÷ 0,86 0,14 ÷ 0,75 0,02 ÷ 0,26

kхим 1, 10–3 c–1**** 11,7 ± 1,6 11,6 ± 2,0 13,8 ± 1,4 5,4 ± 0,9 3,9 ± 1,1

kхим n, 106 c–1**** 10,5 16,9 10,3 18,6 3,9

* Взято равным для эозина; 
** расчитано по формуле (4.13) с использованием данных прил.;
*** получено путем апроксимации экспериментальных результатов с помощью фор-

мулы (4.12).

В табл. 4.1. показан существенный (примерно девять порядков) 
контраст в значениях констант скоростей химической реакции перво-
го kхим 1 и высоковозбужденного kхим n триплетного состояний для всех 
флуоресцеиновых красителей. В то же время эти величины для одно-
го уровня возбуждения варьируются не значительно в пределах все-
го флуоресцеинового ряда. Это говорит о том, что наличие галогена 
в структуре красителя не определяет механизм самой фотохимической 
реакции.

Особого обсуждения заслуживает флуоресцеин с высоким кван-
товым выходом флуоресценции и, соответственно, низким выходом ин-
теркомбинационной конверсии. Низкая эффективность заселения пер-
вых триплетных уровней компенсируется большим временем жизни его 
фосфоресцентного состояния, что создает предпосылку для протекания 
фотохимической реакции со скоростью, сравнимой со скоростями хи-
мической реакции галогензамещенных флуоресцеинов. 

Оценим вклад триплетных состояний разного уровня возбужде-
ния в кинетику химической реакции. Воспользуемся формулами (4.10) 
и (4.11) и расчитаем отношение населенностей первого и высшего три-
плетных состояний:
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В исследованном интервале эта величина составляет 1010–1011. 
Скорость реакции первых триплетных состояний [T1]·kхим 1 оказы-
вается на один–два порядка выше, чем высших триплетных состоя-
ний [Tn]·kхим n. Таким образом, несмотря на высокую константу скорости 
химической реакции молекул с высших триплетных состояниях, из-за 
их низкой концентрации ощутимый вклад в химическую реакцию вно-
сят первые триплетные состояния. Рост интенсивности более чем на по-
рядок по сравнению с использованной (около 100 Вт/см2) существенно 
увеличит вклад высших триплетных состояний. 

Подобный результат был получен при лазероиндуцированном 
обесцвечиванию эозина К (калиевой соли эозина) в другой биополимер-
ной матрице – желатине [5]. Был обнаружен линейный характер зависи-
мости k (I), наблюдаемый при интенсивностях, обеспечивающих усло-
вие α ≈ 1. Согласно полученным результатам величина kхим n составила 
(1,3 ± 0,1)·10–6 с–1, что говорит о сходимости результатов в пределах по-
рядка с одной стороны и наличии специфики биополимерной матрицы 
в кинетике фотохимической реакции с другой.

Среди возможных механизмов лазероиндуцированного обесц-
вечивания красителей в полимерных матрицах в отсутствии добавок, 
корректирующих фотохимические процессы, обычно обсуждаются 
следующие [9]: фотообесцвечивание красителя с участием протонодо-
норных и электронодонорных групп; фотообесцвечивание в результате 
бимолекулярного взаимодействия красителя в триплетном состоянии; 
дегалогенирование.

На основании полученных результатов можно утверждать, что 
обесцвечивание флуоресцеиновых красителей происходит в результате 
следующей последовательности событий: поглощения лазерного излу-
чения на синглет-синглетном переходе, интеркомбинационной конвер-
сии в первое триплетное состояние T1 и последующего триплет-три-
плетного поглощения в состояния Tn. Фотообесцвечивание красителей 
состоит в реакции красителя, находящегося в одном из триплетных со-
стояний с полимерной матрицей. В результате происходит модифика-
ция структуры красителя в форму, не имеющую интенсивного спектра 
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поглощения в видимой области. Установление структуры фотопродукта 
может быть произведено, например методом ИК-спектроскопии. Не-
оспоримым фактом является то, что цветная и бесцветная формы кра-
сителя разделены энергетическим барьером, на преодоление которого 
расходуется энергия кванта света.

Непротиворечивой версией механизма фотообесцвечивания 
в нашем случае можно считать сенсибилизированный возбужденным 
красителем отрыв водорода от полимерной матрицы. Реакцию фотовос-
становления молекулы (К) органическим восстановителем H2R можно 
представить схемой (рис. 4.12).

Эта схема предполагает наличие двух механизмов фотовосста-
новления, приводящих к одному и тому же результату – переносу ато-
мов водорода с восстановителя на молекулу красителя. При этом вос-
становитель может претерпевать различные химические превращения, 

Рис. 4.12. Схема восстановления красителя (слева) и расположение 
реакционных групп (справа)
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приводящие к широкому спектру продуктов реакции. Промежуточные 
этапы реакции в нормальных условиях протекают достаточно быстро, 
поэтому итог окислительно-восстановительной реакции внешне пред-
ставляется как реакция присоединения водорода [10]. В отсутствие кис-
лорода фотовосстановление является необратимым, если окисленный 
восстановитель не способен к обратному присоединению водорода. Об-
судим эти механизмы с точки зрения кинетики реакции, энергетическо-
го баланса и роли полимерной матрицы.

Кинетика обесцвечивания. Реакция дисмутации носит бимолеку-
лярный характер и имеет кинетку, отличную от экспоненциальной. Кроме 
того, для эффективного протекания такой реакции требуется сближение 
молекул красителя на достаточно близкое расстояние, обеспечивающее 
перекрывание электронных облаков (1,0–1,5 нм). Оценка среднего рас-
стояния между молекулами при концентрации красителя ~10–3 М дает 
значение около 14 нм. Локализация молекул красителя на соседних мо-
номерных группах хитозана маловероятна. Можно считать, что бимоле-
кулярный механизм при указанных условиях не реализуется.

В нашем случае фотохимическая кинетика описывается экспонен-
циальной зависимостью, характерной для квазимономолекулярных ме-
ханизмов реакции, когда один из компонентов реакции находится в из-
бытке. Таким избыточным компонентом можно считать восстановитель 
от полимерного окружения.

Энергетический  баланс. Двухступенчатое возбуждение позво-
ляет молекуле накопить избыток энергии, достаточный для для акти-
вации реакции обесцвечивания через высшее триплетное состояние. 
Энергия кванта лазерного излучения на длине волны 532 нм составляет 
226 кДж·моль–1, поглощение второго кванта из нижнего колебательного 
уровня первого триплетного состояния ряда флуоресцеиновых красите-
лей позволяет достичь состояния возбуждения с энергией в интервале 
387–415 кДж·моль–1. Известно, что энергия отрыва водорода от моле-
кулярных групп хитозана лежит в пределах 357–433 кДж·моль–1 [11], 
что примерно соответствует интервалу энергии возбуждения высших 
триплетных состояний красителей. Самая низкая константа скорости 
фотообесцвечивания была получена для бенгальского розового, что так-
же согласуется с экспериментальными результатами работы [9]. При-
чиной этого является низкое значение энергии триплетного состояния, 
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в результате чего максимум спектра фосфоресценции сдвинут пример-
но на 50 нм в красную область по сравнению с остальными красителя-
ми (см. п. 2.3). Это не позволяет молекуле красителя запасти энергию, 
необходимую для эффективного протекания фотохимической реакции. 
О прямой связи величины энергии, поглощенной в двухступенчатом 
процессе возбуждения, с эффективностью фотохимической реакции го-
ворит и достаточно высокий коэффициент корреляции (0,84) энергии 
первых триплетных уровней (1/

6 

икк вк кв 1
1 1 1 1 2

фосф икк вк кв 1 вк фосф кв 1 2 икк
[ ]

( )
k k IT B

k k I k I k  



        

, (4.10) 

2
икк кв 1 2

1 1 1 2
фосф икк вк кв 1 вк фосф кв 1 2 икк( )

[ ]n
k IT B

k k I k I k  
 


        

. (4.11) 

 1
1рад T фосф1 /T
Tk k   ,  

 1
1рад T икк 1 /S
Sk k k    , 

kхим n << kвк, kхим 1 << Iσ2 + 1
фосф
 .  

хим 2
хим1 кв

вк

nk
k k I

k
 

  
 

,  (4.12) 

где 
1

фосф икк кв 1

11
k I


 

       
. (4.13) 

хим 2

вк 1

nk
k




 
 

1 вк

кв 2n

T k
T I




. (4.14) 

макс
фосф  

 1

Д

фл T икк ПЭ

1τ
ASk k k k


  

. (4.15) 

 
Д

ПЭД
Фосф икк кв 1

τ1 A
' 1 τ τ σ
k k
k k I
 


. (4.16) 

 1
фосф икк кв 1 ПЭ1 (τ σ ) A

'
k k I k
k

  , (4.17) 

, см. прил.) флуоресцеиновых кра-
сителей и констант скоростей kхим,n.

Для объяснения механизма фотохимической реакции с участием 
первого триплетного состояния следует предположить существование 
в полимере слабо связанных атомов водорода с пороговой энергией 
отрыва, близкой к энергии вышеуказанного состояния.

Роль  матрицы  в  процессе  обесцвечивания. Для выяснения роли 
полимерной матрицы в кинетике фотохимической ракции в работе [12] 
было проведено исследование фотообесцвечивания эозина К в трех су-
щественно различных по химической природе матрицах (поливинилбу-
тираль, желатина и хитозан), которое показано, что величины констант 
скоростей фотохимической реакции k расположились в следующем по-
рядке по убыванию: поливинилбутираль – (1,3 ± 0,2)·10–2 c–1, желати-
на – (8,5 ± 0,8)·10–3 c–1, хитозан – (2,3 ± 0,4)·10–3 с–1. В аналогичном по-
рядке располагается ряд полимеров по нахождению их длинноволновых 
краев спектров поглощения. Возможное объяснение этому факту можно 
дать, сопоставляя энергетические схемы красителя и полимеров. Дей-
ствительно, энергия отрыва атома водорода от разных функциональных 
групп в ряде полимеров лежит в пределах 37 000–60 000 см–1 [11]. Зна-
чение энергии перехода S0–S1 в эозине составляет около 20 000 см–1. Для 
протекания реакции необходимо достичь перекрытия полосы энергии 
электронно-колебательного возбуждения красителя с краем полосы по-
глощения полимера, что и реализуется при двухступенчатом поглоще-
нии в состояние Tn. Выдвинутая гипотеза о роли полимерной матрицы 
хорошо согласуется с экспериментальными данными.

Поскольку аминосодержащие соединения являются тушителями 
возбужденных состояний разной мультиплетности [9], то аминогруппы 
хитозана предположительно могут способствовать снижению скорости 
фотообесцвечивания красителей. Поливинилбутираль, не имеющий 
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в своей структуре аминогрупп, демонстрирует максимальную из трех 
биополимров скорость фотообесцвечивания, желатина с меньшим со-
держанием аминогрупп, чем хитозан, занимает промежуточное положе-
ние. Таким образом, энергия отрыва атома водорода от разных функци-
ональных групп в ряде полимеров и тушение аминогруппами являются 
факторами, влияющими на скорость фотообесцвечивания красителя 
в биополимерах. 

Определенную роль в процессе протекания фотохимической ре-
акции могут играть водородные связи. Известно, что более прочная во-
дородная связь приводит к усилению тенденции переноса протона [13]. 
Следовательно, образование межмолекулярных водородных связей кра-
ситель – хитозан может уменьшать энергию отрыва водорода в реакции 
фотообесцвечивания.

4.4. Влияние акцептора энергии возбуждения  
на кинетику фотохимической реакции донора

В растворах, содержащих донорно-акцепторную пару красите-
лей, межмолекулярный перенос энергии уменьшает населенность воз-
бужденных состояний донора, замедляя тем самым скорость его фото-
обесцвечивания (см. рис. 1.2). При наличии дополнительного канала 
дезактивации первого синглетного состояния донора время жизни его 
флуоресцентного состояния
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Отношение эффективных констант скоростей фотообесцвечива-
ния красителя в отсутствие (k) и присутствии (k') акцептора от его кон-
центрации [A] согласно (4.12), (4.13) будет определяться выражением
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Полученное отношение линейно зависит от концентрации ак-
цептора. В предельных случаях τфосф τД kикк Iσ1 >> 1 (большая интенсив-
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ность) и τфосф τД kикк Iσ1 << 1 (малая интенсивность) выражение (4.16) 
упрощается. В первом случае
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при слабой интенсивности получаем
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Правая часть последнего выражения полностью аналогична пра-
вой части соотношения Штерна – Фольмера для отношения кванто-
вых выходов (интенсивностей флуоресценции) молекулы в отсутствие 
и присутствии тушителя (1.27). Использование выражения (4.16) явля-
ется оригинальным способом нахождения константы скорости переноса 
энергии, альтернативным традиционному методу по тушению флуорес-
ценции.

Экспериментальную проверку фотохимического метода изучения 
переноса энергии осуществим, используя растворы двух ксантеновых 
красителей (эозин Y и родамин B) в желатиновых пленках [14, 15]. Эти 
красители являются эффективной донорно-акцепторной парой с ради-
усом Фёрстера около 5,5 нм (см. п. 2.5). Немаловажно, что родамин В, 
выполняющий роль акцептора, фотохимически стабилен при лазерном 
облучении на использованной длине волны 488 нм. Было приготовлено 
несколько образцов – пленок с фиксированной концентрацией краси-
теля эозина (2,16∙10–2 М), родамина В и различным соотношением кон-
центраций донора и акцептора. Интенсивность излучения обеспечивала 
величину константы скорости поглощения Iкв σ1 около 2·104 с–1.

Изменения оптической плотности образцов в процессе фотоли-
за представлены на рис. 4.13. При увеличении концентрации акцепто-
ра скорость изменения оптической плотности образцов уменьшается, 
и это изменение связано преимущественно с обесцвечиванием доно-
ра. Эффективная константа скорости фотохимической реакции донора 
определялась путем аппроксимации экспериментальных данных экспо-
ненциальной зависимостью:

 ∆D = ∆D∞ + const·exp (–kt). (4.19)
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Рис. 4.13. Изменение оптической плотности от времени в процессе 
лазерного фотолиза. Верхняя зависимость: образец содержит только 
акцептор (2,16·10–2 М), нижняя зависимость: образец содержит 
только донор (2,16·10–2 М), остальные кривые соответствуют разному 

соотношению донора и акцептора (50:1, 10:1, 5:1, 1:1)

Рис. 4.14. Отношение эффективной константы скорости фото-
обесцвечивания красителя в присутствии (k') и отсутствии (k) 

акцептора от концентрации акцептора
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На рис. 4.14 представлены экспериментальные зависимости в ко-
ординатах отношения эффективных констант скорости фотообесцвечи-
вания красителя в отсутствии (k) и присутствии (k') акцептора от его 
концентрации [A]. Зависимость имеет линейный характер с тангенсом 
угла наклона 35 ± 4 М–1. Поскольку при использованном значении ин-
тенсивности τфосф τД kикк Iσ1 >> 1, то для расчета константы переноса 
энергии воспользуемся формулой (4.17). С учетом известных констант 
скоростей фотопроцессов (см. прил.) значение бимолекулярной кон-
станты скорости переноса энергии составило (1,8 ± 0,3)·1011 М–1с–1.

Полученное значение константы скорости в пределах погрешно-
сти совпадает с найденным традиционным способом – по тушению флу-
оресценции (см. п. 2.5). Фотохимически стабильный акцептор можно 
использовать в качестве ловушки энергии возбуждения, повышая тем 
самым фотостабильность донора: при одинаковом соотношении донора 
и акцептора эффективная скорость фотообесцвечивания уменьшается 
приблизительно в два раза.

4.5. Кинетика фотохимической реакции  
с участием высоковозбужденных состояний красителя

В п. 4.1 был рассмотрен случай двухступенчатого заселения ре-
акционноспособных высших триплетных состояний под действием 
непрерывного лазерного излучения. В этой схеме возбуждение первой 
ступени осуществляется на переходе S0–S1. Далее следовал интерком-
бинационный переход в состояние Т1, где вследствие большого време-
ни жизни достигалась ощутимая населенность. Заселение Tn уровней 
становилось возможным благодаря второй ступени возбуждения (пе-
реход T1–Tn) с соответствующей этому переходу константой скорости 
(рис. 4.15, а). 

Рассмотрим альтернативный способ, при котором возбуждение 
высших триплетных состояний осуществляется через прямое заселение 
одного из высших синглетных состояний (рис. 4.15, б) [16]. В этой схе-
ме первичное возбуждение осуществляется на переходе S0–Sn. Высшие 
синглетные состояния могут релаксировать несколькими путями, среди 
которых интеркомбинационная конверсия Sn–Tn и внутренняя конверсия 
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с последующей флуоресценцией. Канал фотохимической реакции имеет 
место в обеих схемах.

Для экспериментальной проверки эффективности разных спо-
собов возбуждения использовались желатиновые пленки, содержащие 
эозин K. В качестве источников излучения использовались азотный 
импульсный лазер (λ = 337 нм, длительность импульса 2 нс, частота 
повторения 100 Гц) и непрерывный аргоновый лазер, генерирующий 
интенсивную линию с длиной волны 488 нм. Более коротковолновое 
излучение азотного лазера заселяет одно из высших синглетных состо-

Рис. 4.15. Двухступечатый (а) и прямой (б) способ возбуждения 
молекулы красителя в высшие триплетные и синглетные состояния

а

б

Реакция

Реакция
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яний, излучение аргонового лазера резонансно первому синглет-син-
глетному переходу. Двухступенчатое поглощение красителем излуче-
ния аргонового лазера обеспечивает достижение энергий, сравнимых 
с энергией излучения азотного лазера (30 000–35 000 см–1). Начальная 
оптическая плотность образцов на длине волны 488 нм не превышала 
единицы.

Было проведен фотолиз пленок в трех режимах облучения: с при-
менением аргонового, азотного лазера и комбинированного действия 
излучения обоих лазеров. Во всех случаях в качестве зондирующего 
излучения использовалось излучение аргонового лазера, позволяющего 
контролировать изменение пропускания образцов на первом синглет-
синглетном переходе. Изменение оптической плотности пленочных об-
разцов со временем экспозиции показано на рис. 4.16. С увеличением 
мощности излучения скорость фотообесцвечивания красителя растет. 
Для пар кривых с одинаковым значением мощности аргонового лазе-
ра большей скоростью убыли концентрации красителя характеризуется 

Рис. 4.16. Изменения оптической плотности пленки эозина в желатине 
от времени экспозиции при облучении в первой полосе поглощения 
(488 нм) с мощностью 6,5 (1), 12 (2) мВт (пунктир), при совместном 
облучении лазерами на длинах волн 488 и 337 нм (сплошная линия), 

излучением на длине волны 337 нм (3)
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случай комбинированного облучения аргоновым и азотным лазерами. 
Полученные зависимости иллюстрируют зависимость скорости обесц-
вечивания красителя от интенсивности облучения, однако для сравне-
ния эффективности того или иного вида накачки необходимо произве-
сти расчет энергетического выхода фотореакции.

Проанализируем эффективность разных типов возбуждения. 
По данным изменения оптической плотности вычислим выходы фото-
химической реакции на единицу поглощенной энергии. Величина по-
глощенной за время ∆t энергии излучения с длиной волны λ определя-
ется следующей формулой:

 ∆Eλ = Pλ ∆t·(1 – 10–Dλ), (4.19)

где Pλ – мощность лазерного излучения, которая в случае импульсного 
излучения вычислялась как среднее по импульсу значение; Dλ – оптиче-
ская плотность образца на длине волны лазерного излучения в момент 
времени t. Если поглощается энергия излучения двух лазеров, то в этом 
случае необходимо просуммировать вклад от каждой длины волны. Вы-
ход фотохимической реакции (φ) вычислялся как отношение числа про-

Рис. 4.17. Энергетический выход фотореакции от времени 
облучения при прямом (φ1) и двухступенчатом заселении 

высоковозбужденных состояний (φ2)
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реагировавших молекул красителя к величине поглощенной энергии 
(отражением от образца пренебрежем):
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Число прореагировавших молекул вычислялось исходя из измене-
ния оптической плотности образцов на длине волны 488 нм. На рис. 4.17 
представлена зависимость энергетического выхода фотореакции от 
времени облучения при прямом (φ1) и двухступенчатом (φ2) заселении 
высоковозбужденных триплетных состояний. Отношение φ1/φ2, пока-
зывающее контраст эффективностей указанных способов возбуждения, 
составляет около двух порядков.

Таким образом получено экспериментальное доказательство по-
вышения эффективности фотореакции обесцвечивания эозина в жела-
тиновой пленке в случае прямого заселения высших триплетных состо-
яний красителя по сравнению их с двухступенчатым заселением через 
первое синглетное состояние.

4.6. Использование полимерных растворов  
красителей для голографической записи информации

Чувствительность, разрешение, размер зерна являются важными 
параметрами массово выпускаемых голографических светочувствитель-
ных материалов. Среди них галоидосеребряные эмульсии, фотополиме-
ры, фототермопластические и фоторезистивные материалы (табл. 4.2). 
Органические красители (например, метиленовый голубой или бактерио-
родопсин) также используются в качестве светочувствительного матери-
ала. Материалы, не использующие серебро, привлекательны, поскольку 
условно не имеют зерна, а бихромированная желатина к тому же очень 
доступна. Недостатком таких материалов считается их низкая энергети-
ческая чувствительность. Краситель эозин в желатине также можно ис-
пользовать в качестве системы для голографической записи информации. 
Продемонстрируем эту возможность на примере записи голограммы пло-
ской волны – амплитудной фотохимической решетки [18–20].
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Таблица 4.2

Характеристики коммерческих голографических эмульсий [17]

Материал Толщина,
мкм

Диапазон 
спектральной 
чувствитель-

ности, нм

Чувстви-
тельность, 
мДж/см2

(514 нм)

Разрешение,
штр./мм

Размер
зерна,

нм

Галоидосеребряные эмульсии

Red PFG–01 (Slavich) 7 <700 – >3000 35–40

Red PFG–03M (Slavich) 7 <700 – >500 10–20

Green VRP–M  (Slavich) 7 <550 80 >3000 35–40

Pan PFG–03C (Slavich) 9 400–700 2000 >5000 10–20

Red BB–700
(Colourholographic) 7 <700 – >2500 50–60

Red BB–640
(Colourholographic) 7 <650 – >4000 20–25

Green BB–520
(Colourholographic) 7 <540 150 >4000 20–25

Blue BB–450
(Colourholographic) 7 <470 – >4000 20–25

Red 131PX (Kodak) 9 <650 – >1250 70

Red 131PX (Kodak) 9 <650 – >1250 70

Red 131PX (Kodak) 9 <750 – >2500 58

Red 131PX (Kodak) 9 <750 – >2500 50

Red HF65
(FilmoTec – ORWO) 10 <650 – 5000 30

Green HF53
(FilmoTec – ORWO) 10 <550 700 5000 30

Ultimate 15 (Ultimate) 7 <700 150 >5000 15

Ultimate 08 (Ultimate) 7 <650 200 >7000 8

Бихромированная желатиновая эмульсия

Blue PFG–04 (Slavich) 16 <515 2,5.105 10000

Фототермопластические материалы 

Pan TCC–2 (Tavex America) – <800 1 1500

Фоторезистивные материалы 

UV–Blue Shipley 1800
(Towne Technologies) 1,5–2,4 <450 1000
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На рис. 4.18 приведена схема экспериментальной установ-
ки для записи фотохимической решетки. Излучение аргонового ла-
зера (λ = 488 нм) (1), генерирующего в нашем случае поперечную 
моду ТЕМ10, направлялось на бипризму Френеля (2), которая делила 
волновой фронт на две равные по интенсивности части, каждая из ко-
торых проходила через двойную диафрагму (3). Равенство интенсивно-
стей лучей контролировалась измерителем мощности. Диафрагма про-
пускала небольшую центральную часть волнового фронта каждого из 
лучей. Линза (4) сводила лучи под углом θ = 0,5° в объёме образца (5), 
где записывался профиль интерференционного поля в виде решетки 
с периодом Λ. Образец со светочувствительным материалом (пленкой) 
позиционировался с помощью предметного столика (6). Интенсивность 
излучения после диафрагмы обеспечивала величину константы скоро-
сти поглощения Iкв σ1 ≥ 104 с–1.

Схема, иллюстрирующая взаимное расположение лазерных пуч-
ков и положение пленки, показана на рис. 4.19. В образце были записа-
ны 15 амплитудных (основанных на вариации оптической плотности) 
решеток при разном положении предметного столика на оптической 
оси установки с шагом 1 мм. Полученное распределение оптической 
плотности является следствием протекания фотохимической реакции. 
Количество бесцветного фотопродукта в освещенных местах зависит от 
экспозиции.

По мере перемещения предметного столика регистрируется по-
степенный переход от частичного пересечения пучков к полному. Ха-
рактерные результаты фотометрирования приведены на рис. 4.20.

Контраст (видность, V) записанных решеток несет важную ин-
формацию о когерентности лазерного излучения. Этот параметр во 

Рис. 4.18. Распределение интенсивности в ТЕМ10 лазерной моде (слева) и схема 
экспериментальной установки для записи фотохимической решетки (справа)
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многом определяет возможность использования лазерного излучения 
в системах связи, интерферометрии и записи информации. Профиль ин-
терференционного поля от пучков с интенсивностями I1 и I2 описывает-
ся следующей формулой:
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В то же время видность полос, наблюдаемых в зоне интерферен-
ции двух пучков, связана со степенью пространственной когерентно-
сти |γ12 (τ)|:
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Рис. 4.19. Расположение светочувствительной пленки в схеме 
пересекающихся лазерных лучей

Рис. 4.20. Микрофотограммы решеток при различном положении предметного столика 
на оптической оси установки (период решетки около 30 мкм)
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Если учесть также, что интенсивности обоих пучков равны, то 
видность интерференционной картины однозначно определяет |γ12 (τ)|: 

 V = |γ12 (τ)|. (4.23)

Согласно (4.12), (4.13) связь оптической плотности образцов с ин-
тенсивностью и временем экспозиции для интенсивностей излучения, 
удовлетворяющих условию Iкв σ1 >> (τфосф τ kикк)–1, имеет простой функ-
циональный вид:
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где D (x) – распределение оптической плотности вдоль оси х; D0 – оп-
тическая плотность необлученной части образца; k* представляет собой 
произведение ряда фотофизических и фотохимических констант и мо-
жет быть легко получена с использованием данных табл. 3 прил. Пере-
пишем формулу (4.24) для значений оптической плотности в минимуме 
(Dмин) и максимуме (Dмакс) интерференционной картины, а затем проло-
гарифмируем:
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где I0 = I1 + I2. Из формул (4.25)–(4.26) следует выражение для распреде-
лений интенсивности излучения вдоль оси х:
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и видности V интерференционной картины:
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Формулы (4.27), (4.28) связывают значение интенсивности и вид-
ности интерференционной картины с тремя экспериментально измеряе-
мыми оптическими плотностями: минимальной, максимальной и необ-
лученной части образца. Характерно, что выражение (4.28) не содержит 
зависимости от экспозиции. Действительно, рис. 4.21. показывает, что 
значения видности для одного из пиков в центральной части решеток 
сохраняется в пределах времени облучения до 1000 с.

Используя для расчетов по формулам (4.27), (4.28) значения оп-
тических плотностей соседних минимумов и максимумов, можно опре-
делить х – распределение видности и интенсивности лазерного пучка, 
(рис. 4.22). Распределение интенсивности передает профиль лазерной 
моды, разделенной с помощью бипризмы Френеля на два пучка, а рас-
пределение видности (степени пространственной когерентности) соот-
ветствует представлениям об ее уменьшения на периферии лазерного 
луча [21]. Максимальная величина |γ12 (τ)| составила около 0,8 ± 0,1. 
Предсказываемое теорией максимальное значение степени простран-

Рис. 4.21. Зависимость видности интерференционного поля 
в центральной его части от времени (погрешность: 7–12 % – 

усреднение по восьми измерениям) 
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ственной когерентности для гауссовой моды, равное единице в центре 
пучка, не реализуется для мод более высоких порядков.

Предложенный метод определения параметров лазерного излуче-
ния обладает рядом технических преимуществ. К ним можно отнести 
возможность проведения измерений в функционально значимом месте 
экспериментальной установки, возможность использования достаточно 
высоких интенсивностей светового поля, простота экспериментальной 
техники и методики выполнения измерений, возможность архивирова-
ния данных.

Обсудим технические характеристики использованной регистри-
рующей системы, сопоставив их с параметрами материалов на основе 
галогенидов серебра (см. табл. 4.2).

Традиционно используемые фотографические материалы на ос-
нове галогенида серебра обладают линейным участком зависимости 
оптической плотности (или почернения) от логарифма экспозиции 
(т.н. область линейной экспозиции). Предложенная система «краситель 
в полимере» имеет специфическую кинетику фотохимической реакции, 
которая обеспечивает линейность в другой шкале: логарифм оптической 

Рис. 4.22. Распределения интенсивности в сечении лазерного 
пучка (1) и видности интерференционного поля вдоль волнового 

вектора решетки (2)
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плотности от экспозиции (формулы (4.25), (4.26)). Эта линейность име-
ет место при двух режимах облучения: область малой интенсивности 
(примерно до 1 Вт/см2) и область высокой интенсивности (>2 Вт/см2), 
(см. рис. 4.9). Использование слишком высоких значений интенсивно-
сти чревато разогревом образца и выходом за пределы температурной 
прочности полимера.

Спектральная чувствительность использованных пленок опреде-
ляется спектром поглощения красителя и лежит в диапазоне 470–550 нм. 
В эту полосу попадает излучение промышленно выпускаемых твердо-
тельных (532 нм) и газовых лазеров (488, 514 нм). Наиболее близкими 
характеристиками спектральной чувствительности обладает эмульсия 
Pan PFG–03C. Порог ее энергетической чувствительности составляет 
2 Дж/см2. Для времени экспозиции 50 с, когда уверенно регистрирует-
ся обесцвечивание эозина К в желатиновой пленке, эта величина для 
составляет 200 Дж/см2, т. е. величину на два порядка большую. Однако 
преимуществом использованного материала является отсутствие необ-
ходимости проявления скрытого изображения.

Важной характеристикой материалов на основе галогенидов серебра 
является зерно размером от 10 до ~70 нм, которое лимитирует разрешение 
эмульсии. В нашем светочувствительном материале отсутствует это огра-
ничение так же, как и в фотополимерных материалах. При определении 
видности интерференционной картины мы использовали шаг простран-
ственной дискретизации, равный периоду решетки (30 мкм). Из формулы 
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где n – показатель преломления материала пленки, следует, что период 
может быть уменьшен измерением геометрии сходящихся лучей при со-
хранении длины волны записывающего излучения.

В заключение следует отметить, что материал обеспечивает за-
пись не только амплитудной, основанной на вариации оптической 
плотности красителя, но и фазовой решетки. Протекание химической 
реакции в облученных областях приводит также к изменению показа-
теля преломления полимера, что легко детектируется с помощью излу-
чения гелий-неонового лазера, длина волны которого (628 нм) лежит за 
пределами полосы поглощения красителя [22]. Поскольку эти решетки 



129

Лазерное обесцвечивание красителей в полимерной матрице 

пространственно совпадают, то эффективность восстановленной голо-
граммы может быть повышена за счет оптимизации их вклада в эффек-
тивность восстановления опорной волны.
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ГЛАВА 5

МЕЖМОЛЕКУЛЯРНЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ  
КРАСИТЕЛЕЙ С БИОЛОГИЧЕСКИМИ  

СТРУКТУРАМИ

В пятой главе будет показано, что ряд флуоресцеиновых краси-
телей с широким перечнем постепенно изменяющихся физико-хими-
ческих свойств, обусловленных галогензамещением в структуре хро-
мофора, является весьма эффективным инструментом исследования 
межмолекулярных взаимодействий в явлениях биолюминесценции 
и связывания с биологическими структурами. Красители хорошо заре-
комендовали себя в качестве акцепторов энергии электронного возбуж-
дения, флуоресцентных меток для измерения размера излучателя, фос-
форесцентных индикаторов на наличие связывания с биомолекулами. 
Удачный выбор ряда заключается в возможности проведения однотип-
ных исследований для нескольких гомологичных красителей, имеющих 
градации в распределении зарядов на атомах, вероятности излучатель-
ных и безызлучательных процессов, кислотно-основных, гидрофильно-
гидрофобных и других свойствах. Применение ряда флуоресцеиновых 
красителей как инструмента для изучения процессов взаимодействия 
с биополимерами, различающихся химической природой, обеспечивает 
качественно новый уровень, недостижимый при использовании струк-
турно разрозненных соединений.

5.1. Биферментная биолюминесцентная реакция

Биолюминесцентная реакция является примером сложного физи-
ко-химического процесса, протекающего в живых организмах. В ходе 
химической реакции с участием ферментов-люцифераз формируется 
возбужденное состояние эмиттера, которое высвечивает квант люми-
несценции в отсутствие первичного фотовозбуждения [1]. Изменение 
интенсивности биолюминесценции определяется расходом субстрата 
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в соответствии с кинетикой реакции. Из-за сложности такие реакции 
чаще всего изучают in vitro, прибегая к эмпирическим методам.

Рассматриваемый тип биолюминесценции – бактериальная – ос-
новывается на двух ферментативных реакциях [2]: 
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Бактериальная люцифераза катализирует окисление восстанов-
ленного флавинмононуклеотида FMNH2 и длинноцепочечного алифати-
ческого альдегида RCHO. В результате такой реакции образуется FMN, 
жирная кислота RCOOH, вода и высвечивается квант света hν (5.1). 
Спектр бактериальной биолюминесценции имеет максимум распреде-
ления 495 ± 10 нм в зависимости от вида люциферазы. Требуемый для 
реакции (5.1) субстрат FMNH2 поставляется оксидоредуктазой, кото-
рая катализирует восстановление FMN с участием NADH (5.2). Долгое 
время вопрос о свойствах химически сформированного возбужденного 
состояния эмиттера бактериальной биолюминесценции был открытым. 
Для его исследования было предложено использовать внешние акцеп-
торы энергии электронного возбуждения с различными спектрально-
люминесцентными характеристиками. Поскольку спектр биолюми-
несценции близок к полосе поглощения красителей флуоресцеинового 
ряда, то возникла идея применения последних в качестве таких акцеп-
торов [3]. Эти красители имют близкие значения радиуса Фёрстера 
(см. табл. 5.1) и довольно сильно различаются по своим фотофизиче-
ским свойствам, что позволяет получить дополнительную информацию 
о специфике межмолекулярных взаимодействий с эмиттером биолюми-
несценции. Диаграмма уровней энергии для биолюминесцентного из-
лучателя и красителя, выступающих в роли донорно-акцепторной пары, 
приведена на рис. 5.1.

Для создания модели процессов с участием эмиттера биолюми-
несценции и красителя будем использовать полуэмпирический подход. 
В этом подходе заселение возбужденных состояний эмиттера описывает-
ся некоторой эмпирической функцией химической накачки F (t), а дина-
мика населенностей в целом задается в явном виде с помощью констант 
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скоростей биолюминесценции (kбл) и тушения (
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) возбужденного состо-
яния эмиттера, флуоресценции красителя (kфл), фосфоресценции (kфосф) 
и тушения триплетного уровня (
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) красителя, интеркомбинационной 
конверсии (kикк), поглощения биолюминесценции красителем (kпогл), пере-
носа энергии от излучателя (эмиттера) к красителю (kпэ). Два последних 
процесса могут играть весьма существенную роль из-за значительного 
спектрального перекрытия биолюминесценции и поглощения красителя. 
В частности, это приводит к тушению биолюминесценции и разгоранию 
сенсибилизированной люминесценции красителей при увеличении их 
концентраций в биолюминесцентной смеси (рис. 5.2).

Изменение интенсивности биолюминесценции во времени отра-
жает характер временного спада населенности эмиттера. При аналогич-
ных начальных условиях F (t) описывается биэкспоненциальной зави-
симостью:

 F (t) = A1 exp (–k1 t) + A2 exp (–k2 t), (5.3)

где A1, A2, k1, k2 – эмпирические параметры. Значения экспоненциальных 
коэффициентов k1 и k2 лежат в пределах 10–2–10–4 с–1. С другой стороны, 
изменение населенности эмиттера определяется конкуренцией химиче-
ской накачки и релаксационными процессами:
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Рис. 5.1. Диаграмма уровней энергии донорно-акцепторной пары, 
состоящей из биолюминесцентного излучателя и красителя
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Теперь с учетом (5.3), (5.4) запишем уравнения материального ба-
ланса для возбужденных уровней обоих компонент донорно-акцептор-
ной пары:
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Здесь учтено, что

 [N0] = [S0] + [S1] + [T1], (5.6)

где [N0] – концентрация красителя (в нормированных единицах); A'1, 
A'2 – коэффициенты, не зависящие от времени, а kпогл пропорциональна 

Рис. 5.2. Спектр биолюминесценции в отсутствии флуоресце-
ина (1) и спектры люминесценции при добавлении флуорес-
цеина с концентрацией 3,6 мкМ (2); 9,0 мкМ (3); 26,5 мкМ (4); 

59,8 мкМ (5); 134 мкМ (6) (воспроизведено по [3])
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населенности эмиттера с коэффициентом γ. Учитывая, что изменение 
населенности эмиттера происходит медленно по сравнению с другими 
излучательными и безызлучательными процессами (k1, k2 << kикк, kпогл, 
kбл, kфл, 
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), можно рассмотреть систему уравнений (5.5) в рамках 
квазистационарного подхода. Будем полагать, что за счет быстрых фото-
физических процессов равновесие населенностей успевает полностью 
установиться за время, когда химическую накачку можно считать по-
стоянной. Найдем стационарное распределение населенностей уровней 
системе, а затем учтем временнýю зависимость заселения эмиттера 
с учетом химической накачки аналогично подходу при моделировании 
кинетики фотообесцвечивания красителя (см. п. 4.2). В таком случае ре-
шение для населенностей возбужденных уровней донора и акцептора 
будет выглядеть следующим образом:
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 (5.7)
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            (5.8)

Уравнение (5.7) описывает кинетику тушения биолюминесцен-
ции в присутствии красителя, в то время как уравнение (5.8) отображает 
кинетику сенсибилизированной флуоресценции красителя. Пусть [E0] – 
населенность эмиттера в момент времени t = 0. Тогда
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 (5.9)

Полученное отношение не имеет зависимости от времени и его 
анализ в зависимости от концентрации акцептора позволяет извлечь ин-
формацию как о константе скорости переноса энергии, так и о фотофизи-
ческих характеристиках донора и акцептора. Зависимости относительной 
интенсивности сенсибилизированной флуоресценции от концентрации 
красителей представлены на рис. 5.3. Кривые характеризуются линейным 
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ростом при малых концентрациях акцептора и имеют тенденцию к на-
сыщению. Эффект разгорания сенсибилизированной люминесценции 
усиливается при переходе от эритрозина к флуоресцеину. Путем аппрок-
симации экспериментальных данных с помощью (5.9) были получены 
численные значения ряда важных параметров, характеризующих изучае-
мую систему (табл. 5.1). При этом было учтено, что kпэ >> γ.

Таблица 5.1
Фотофизические параметры биолюминесцентной системы  

в присутствии красителей

Параметры Флуоресцеин Эозин Эритрозин

kфл, с–1[4] 1,61·108 1,4·108 1,74·108

kикк, с–1 [5] 8,3·106 6,0·108 2,8·109

kпэ, 1012 М–1 с–1 (2,9 ± 0,2)·1012 (1,4 ± 0,2)·1013 (6,5 ± 0,9)·1013

kбл + 
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, с–1 (8,4 ± 1,6)·108 (3,7 ± 0,8)·108 (4,8 ± 1,1)·108

Время жизни эмиттера (нс) 1,2 ± 0,2 2,7 ± 0,6 2,1 ± 0,5

R0, нм 4,4 4,9 4,9

Рис. 5.3. Относительная интенсивность сенсибилизиро-
ванной флуоресценции красителей в зависимости от 
их концентрации: 1 – флуоресцеин; 2 – эозин; 3 – эри-
трозин (сплошные линии – результат аппроксимации 

по формуле (5.9), воспроизведено по [3])
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Полученные константы скорости переноса энергии оказались до-
статочно высокими. Оценка расстояния между донором и акцептором по 
эффективности переноса (1.24) показала, что оно много меньше средне-
го расстояния между молекулами в растворе. Это может возникать из-за 
сближения донора и акцептора, индуцированного диполь-дипольным 
взаимодействием. Действительно, дипольные моменты флуоресцеи-
новых красителей (см. п. 2.2) в основном состоянии довольно велики 
и возрастают при переходе в синглетное состояние. По оценкам, энергия 
диполь-дипольного взаимодействия донора с акцептором в основном 
состоянии не превышает 0,5 кДж·моль–1 при условии, что расстояние 
между диполями ограничено величиной 20 Å. Энергия взаимодействия 
может достигать 4 кДж·моль–1 с повышенными дипольными моментами 
в возбужденном состоянии для оптимальной ориентации диполя. Это 
значение сопоставимо с энергией слабой водородной связи. Кроме ди-
поль-дипольных взаимодействий в системе «краситель – эмиттер» воз-
можно гидрофобное взаимодействие (см. п. 1.6). Причина гидрофобно-
го взаимодействия – термодинамическая невыгодность контакта воды 
с неполярными веществами. Коэффициент распределения октанол – 
вода, количественно характеризующий степень гидрофобности молекул 
вещества, увеличивается в ряду флуоресцеин (4,05), эозин (7,48) и эри-
трозин (8,42) [6] и коррелирует с полученными константами переноса 
энергии. 

Тесное сближение эмиттера и красителя кроме усиления переноса 
энергии способно ингибировать ферментативную реакцию и этот эф-
фект наиболее ярко выражен в случае эритрозина. Таким образом, зна-
чительное снижение интенсивности биолюминесценции, наблюдаемое 
при увеличении концентрации красителя, обусловлено как безызлуча-
тельным переносом энергии, так и ингибированием реакции красите-
лями.

Время жизни эмиттера, рассчитанное как (kбл + 
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)–1, составляет 
1,2–2,7 нс, что близко к величине 2,3 нс для среднего времени жиз-
ни интермедиата – соединения флавина и люциферазы, измеренной 
время-разрешенным методом [7]. Следует отметить, что примененный 
в данной работе способ изучения временны́х характеристик использует 
метод стационарной флуоресцентной спектроскопии, который является 
более доступным, чем время-разрешенные техники.
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В табл. 5.1 представлены величины радиуса Фёрстера для перено-
са энергии в биолюминесцентной системе в присутствие красителя. Для 
их расчета использовался интеграл перекрытия между спектром биолю-
минесценции в отсутствие акцептора и спектром поглощения акцептора 
в буферном растворе в присутствии люциферазы. Рассчитанные значе-
ния R0 для всех красителей близки и соответствуют диполь-дипольному 
механизму переноса энергии (см. п. 1.5).

5.2. Адсорбция красителей на частицах  
из полисахаридов

Рассмотренные в предыдущем праграфе явления затрагивают вза-
имодействие красителей с биологическими структурами природного 
происхождения – ферментами и флавинами. Здесь речь пойдет об ис-
кусственно синтезированных структурах на основе природных или мо-
дифицированных полисахаридов и их связывании с ксантеновыми кра-
сителями. Структурирование полимеров в виде частиц или комплексов, 
способных диспергироваться в воде, позволяет значительно повысить их 
функциональные свойства. Они становится более компактами по размеру 
и подвижными. Такие полимеры обладают специфической поверхностью, 
способной удерживать низкомолекулярные вещества и легко удаляются 
из раствора фильтрацией и/или осаждением. При этом частицы сохраня-
ют присущие полимеру химические свойства, что делает их весьма при-
влекательными для использования в биомедицинских приложениях.

Одним из самых известных и распространенных биосовмести-
мых катионных полисахаридов является хитозан – продукт деацетили-
рования хитина. Свойства хитозана интеснивно изучались, некоторые 
из них, например, антибактериальные, биоадгезивные и заживляю-
щие – могут быть отнесены к уникальным [8]. Химическая структура 
хитозана позволяет формировать коллоидные частицы без применения 
сшивающих агентов методом «самосборки». Для этого используют-
ся анионные полисахариды: гепарин, каррагинан, хондроитин суль-
фат, гиалуронат, сульфат арабиногалактана и др. Второй – анионный 
компонент – не только выступает в роли линкера полимерных цепей, 
но и способен усиливать биологическая активность таких комплексов. 
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Так, например, хондроитин сульфат, гиалуронат широко применяются 
в медицине в качестве стимуляторов процессов регенерации ткани, ге-
парин и сульфатированный арабиногалактан известны благодаря своим 
гиполипидемическим и антикоагулянтным свойствам [9]. 

Схема самосборки полимеров в полиэлектролитный комплекс 
представлена на рис. 5.4. Размер и заряд поверхности таких комплексов 
зависят от степени диссоциации полиэлектролитов при выбранном pH 
и пропорции составляющих его компонент. Оценку заряда комплексов 
можно осуществить, зная молекулярные массы полимеров на основе 
уравнения Хендерсона – Хассельбаха (1.32). В случае нескомпенсиро-
ванных зарядов разных знаков такие частицы (они носят название не-
стехиометрических) имеют избыточный заряд поверхности и дисперги-
руются в воде, образуя коллоидные растворы.

В работах [10–12] описан синтез полиэлектролитных комплексов 
на основе поликатионного хитозана (рис. 5.5, a) и трех различных анион-
ных полисахаридов (рис. 5.5, б–г). Полианионы отличаются структурой 
(два являются линейными и один разветвленным) и спецификой ани-
онных групп (карбоксильные и/или сульфогруппы). Полученные колло-
идно-стабильные нестехиометрические комплексы обладали положи-
тельным зарядом поверхности, (ζ-потенциал более +30 мВ) и средним 
размером около 0,4 мкм. Положительный заряд комплексов обусловлен 
избытком поликатиона при синтезе. Подбирая другое соотношение по-
лимерных компонент, можно получить комплексы c отрицательно заря-
женной поверхностью [13].

Рис. 5.4. Схема образования полиэлектролитных комплексов на основе 
разнозаряженных полимеров (воспроизведено по [10])
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Морфология частиц полиэлектролитных комплексов из хитозана 
и сульфата арабиногактана показана на рис. 5.6, a, представляюще-
го собой снимок высушенной капли раствора, полученный с помо-
щью сканирующего электронного микроскопа. Частицы имеют не-
правильную форму, но при этом близки по размерам. Более детально 
распределение по размерам определялось методом фотонно-корре-
ляционной спектроскопии непосредственно в растворе (рис. 5.6, б). 
Факт комплексообразования за счет связывания аминогрупп хитоза-
на с сульфогруппами арабиногалактана подтверждался методом ИК-
спектроскопии [10].

Изучение связывания таких комплексов с красителями пресле-
дует несколько целей. В первую очередь – это моделирование систем 
доставки лекарственных средств, где краситель выступает прототипом 
функционально значимого соединения и/или флуоресцентной метки. 
Второе – это создание биосорбентов для решения задачи извлечения 
ароматических соединений – токсикантов – из воды или биологических 
жидкостей. В обоих случаях важно знать не только количественные ха-

Рис. 5.5. Структурные формулы хитозана (а) и анионных полисахаридов: 
хондроитин сульфата (б), сульфата арабиногалактана (в) гиалуроната (г)

а  б

в  г
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рактеристики адсорбции красителя на частицах, но и механизм взаимо-
действия «адсорбат – адсорбент».

Межмолекулярные взаимодействия между красителем и биополи-
мером в процессах адсорбции (или связывания) проявляются в спектрах 
красителей самым различным образом, как правило, приводя к сдвигу 
полос поглощения, изменению их интенсивности и формы. На рис. 5.7. 
приведены спектры поглощения флуоресцеиновых красителей при до-
бавлении полиэлектролитных комплексов из хитозана и хондроитин 
сульфата при различных значениях pH. По мере увеличения количества 
адсорбента все большее число молекул эозина и эритрозина переходит 
в связанное состояние, спектр которого отличается от исходного мень-
шей амплитудой и сдвигом в красную область. Спектральная разница 
между свободным и связанным красителем максимальна для эритро-
зина, что может быть обусловлено его более эффективной адсорбцией. 
Наиболее выраженные спектральные изменения происходят при низком 
значении pH (3,8), что свидетельствует о важности зарядового состояния 
адсорбента и/или адсорбата для процесса связывания. Однако даже при 
отсутствии спектральных изменений (например у флуоресцеина) нельзя 
однозначно утверждать, что связывания красителя с биомолекулой не 
произошло: весьма распространена ситуация, когда хромофорная груп-

Рис. 5.6. К определению морфологии полиэлектролитных комплексов из хитозана 
и сульфата арабиногалактана. Снимок со сканирующего электронного микроскопа (a), 
распределение по размерам, полученное методом фотонно-корреляционной спектро-

скопии (воспроизведено по [10])

a  б
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па при связывании не испытывает возмущения своей структуры. Для 
однозначного вывода необходимо физическое разделение свободного 
и связанного состояния, например, методами хроматографии, фильтра-
ции или осаждения адсорбента.

Рис. 5.7. Спектры поглощения флуоресцеиновых красителей при добавлении 
полиэлектролитных комплексов хитозан/хондроитин сульфат при различных  
значениях pH (указана величина массового отношения адсорбат/адсор-
бент×100 и направление изменения максимума спектра с увеличением этого 

соотношения, воспроизведено по [10])
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В общем случае изучение адсорбции включает как исследования 
равновесий (обусловленных термодинамическими характеристиками), 
так и кинетики процесса с использованием стандартных процедур, со-
стоящих в смешивании фиксированного объема раствора адсорбата 
(в нашем случае красителя) с известным количеством адсорбента (по-
лиэлектролитных комплексов на основе хитозана) с контролем темпе-
ратуры, времени контакта, pH. Для разделения свободного и связанно-
го состояния в равновесных исследованиях мы применяли методику, 
включающую осаждение адсорбента центрифугированием с последую-
щим измерением концентрации свободного красителя в надосадочном 
слое абсорбционным методом (рис. 5.8).

Взаимодействие между адсорбатом и адсорбентом может быть 
описано в терминах равновесной изотермы  адсорбции. Уравнение, 
устанавливающее количественное соотношение между удельной кон-
центрацией адсорбированного вещества (qe) и равновесной концентра-
цией свободного (неадсорбированного), Ce, представляет собой модель 
адсорбции. Величина qe может быть вычислена следующим образом: 
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Рис. 5.8. Коллоидные растворы полиэлектролитных комплексов из 
хитозана и хондроитин сульфата после осаждения: раствор без 
красителя, с флуоресцеином, эозином, эритрозином, родамином 6G 
(слева направо) (окрашенный осадок свидетельствует о связывания 

красителя с бесцветным адсорбентом)
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где С0 – начальная концентрация адсорбата; V – объем раствора; m – 
масса адсорбента. Одна из наиболее распространенных моделей, опи-
сывающих изотерму адсорбции – это модель Ленгмюра [14]. Модель 
Ленгмюра была изначально предназначена для описания газофазной ад-
сорбции, но также используется для количественной оценки и сопостав-
ления адсорбционной способности других адсорбатов. Предполагается, 
что эффективность адсорбции пропорциональна доле открытой поверх-
ности адсорбента, а десорбция пропорциональна доле закрытой поверх-
ности. Уравнение для такой модели выглядит следующим образом:
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где qm – адсорбционная емкость монослоя и KЛ – константа аффинности 
адсорбции. Первая константа (в г/г) показывает максимально достижи-
мую удельную концентрацию адсорбированного вещества. Вторая кон-
станта, по сути, является величиной, обратной константе диссоциации 
комплекса. Хорошее соответствие теоретических расчетов эксперимен-
тальным данным в рамках данной модели предполагает однослойную
адсорбцию и структурную однородность адсорбента.

Другая модель изотермы адсорбции, которая описывает много-
слойную адсорбцию на гетерогенной поверхности адсорбента, была 
предложена Фрейндлихом [15]:
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где KФ – константа адсорбции Фрейндлиха. Величина nФ варьируется 
между нулем и единицей и показывает степень неоднородности поверх-
ности адсорбента (стремление к нулю означает повышение неоднород-
ности). Оба параметра в уравнении (5.13) являются эмпирическими.

Более сложная трехпараметрическая модель известна как модель 
Ленгмюра – Фрейндлиха изотермы адсорбции. Она предполагает нали-
чие гетерогенности (неоднородности) поверхности адсорбата и может 
быть описана следующим выражением [16]:
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где qm и KЛФ обозначают максимальную адсорбционную емкость и кон-
станту аффинности по аналогии с соответствующими параметрами для 
модели Ленгмюра; nЛФ – фактор гетерогенности. Величина nЛФ < 1 со-
ответствует так называемому нормальному процессу адсорбции, для 
nЛФ > 1 модель Ленгмюра – Фрейндлиха предполагает, что адсорбция – 
это кооперативный процесс, находящийся под влиянием первичных 
и вторичных адсорбат – адсорбент и адсорбат – адсорбат взаимодей-
ствий.

Общий вид зависимостей (5.12), (5.13), (5.14) приведен на рис. 5.9. 
Основное отличие в характере поведения изотерм в модели Ленгмюра 
и Ленгмюра – Фрейндлиха при использовании одинаковых значений 
максимальной адсорбционной емкости и константы аффинности заклю-
чается в изменении концентрационного значения выхода зависимости 
на максимум и наличие «прогиба» кривой при малых концентрациях. 
Точка пересечения кривых на рис. 5.9 соответствует значению Ce, рав-
ному 2,5 мг/л, при котором достигается половина от максимально воз-
можной адсорбционной емкости. Обратная величина (0,4 л/мг) была 
использована в качестве параметра, моделирующего константу аффин-

Рис. 5.9. Вид зависимостей, описывающих разные модели адсорбции
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ности. Изотерма Фрейндлиха характеризуется монотонным ростом, при 
nФ равном единице зависимость принимает характер линейной.

Рассмотренные примеры изотерм различаются количеством вхо-
дящих в них параметром и их физическим смыслом. Кроме модели 
Ленгмюра и Фрейндлиха существуют и другие двухпараметрические 
изотермы. Так, изотерма Радушкевича – Дубинина описывает адсорб-
цию на гетерогенных поверхностях с гауссовым распределением по 
энергии, модель Хилла – Дебойера описывает случай, когда есть боко-
вое взаимодействие между адсорбированными молекулами, изотерма 
Хилла предполагает, что адсорбция обусловлена кооперативным дей-
ствием адсорбатов на одном участке адсорбента и т. д. В основе этих 
и других моделей лежат различные предположения о характере взаи-
модействия адсорбат – адсорбент. Существуют также примеры одно-, 
трех-, четырех-, пятипараметрических изотерм [17].

Имея один и тот же набор адсорбатов (красителей) и меняя лишь 
анионный компонент комплексов, а также варьируя ионную силу рас-
твора, получили изотермы, описывающиеся разными моделями. Часто 
для повышения достоверности определения принадлежности к той или 
иной модели адсорбции производят такое преобразование координат, 
чтобы зависимость принимала вид прямой (т. н. линейный анализ). 
Применимость модели определяется по наилучшему коэффициенту 
корреляции. В табл. 5.2 приведены результаты нелинейного анализа экс-
периментальных зависимостей с помощью различных моделей.

На рис. 5.10 приведены изотермы адсорбции флуоресцеиновых 
красителей на полиэлектролитных комплексах из хитозана и сульфа-
та арабиногалактана в безбуферном растворе при pH 5,6. Эти резуль-
таты удовлетворительно описываются с помощью модели Ленгмюра 
и Фрейндлиха для эозина, эритрозина и родамина 6G и с помощью 
модели Фрейндлиха для флуоресцеина. Изотермы адсорбции флуорес-
цеиновых красителей на полиэлектролитных комплексах из хитозана 
и хондроитин сульфата и хитозана и гиалуроната в ацетатном буфере 
с ионной силой около 0,1 и том же значении pH приведены на рис. 5.11. 
Полученные зависимости на меньшем интервале концентраций для 
эозина и эритрозина описываются моделью Ленгмюра – Фрейндлиха, 
а адсорбции флуоресцеина и родамина 6G в исследованном диапазоне 
концентраций зарегистрировать не удалось.
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Рис. 5.10. Изотермы адсорбции ксантеновых красителей 
на полиэлектролитных комплексах из хитозана и сульфата 

арабиногалактана при pH 5,6 (безбуферный раствор)

Рис. 5.11. Изотермы адсорбции эозина (1) и эритрозина (2) 
на полиэлектролитных комплексах из хитозана и хондроитин 
сульфата (а), хитозана и гиалуроната (б) при pH 5,6 (буферный 

раствор, ионная сила около 0,1 M)
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Таблица 5.2

Результаты описания экспериментальных зависимостей  
с помощью различных моделей адсорбции

Адсорбат Флуоресцеин Эозин Эритрозин Родамин 6G

Безбуферный раствор, pH 5,6, адсорбент: комплексы из хитозана  
и сульфата арабиногалактана, изотерма Ленгмюра

qm, мг/г

Не описывается

148 ± 12 446 ± 42 197 ± 45

KЛ, л/мг 0,040 ± 0,013 0,054 ± 0,030 0,013 ± 0,005

R2 0,993 0,959 0,994

Безбуферный раствор, pH 5,6, адсорбент: комплексы из хитозана  
и сульфата арабиногалактана, изотерма Фрейндлиха

nФ 1,14 ± 0,08 0,44 ± 0,04 0,32 ± 0,03 0,72 ± 0,10

KФ 2,23 ± 0,94 15,50 ± 2,80 73,51 ± 10,50 4,60 ± 1,83

R2 0,985 0,977 0,971 0,986

Буфер pH 5,6, ионная сила 0,1 M, адсорбент: комплексы из хитозана  
и хондроитин сульфата, изотерма Ленгмюра – Фрейндлиха

qm, мг/г

Адсорбция 
не выявлена

115 ± 58 416 ± 21

Адсорбция 
не выявлена

KЛФ, л/мг 0,14 ± 0,02 0,25 ± 0,08

n 9,3 ± 3,0 5,0 ± 0,4

R2 0,997 0,996

Буфер pH 5,6, ионная сила 0,1 M, адсорбент: комплексы из хитозана  
и гиалуроната, изотерма Ленгмюра – Фрейндлиха

qm, мг/г

Адсорбция 
не выявлена

63 ± 28 179 ± 6

Адсорбция 
не выявлена

KЛФ, л/мг 0,10 ± 0,02 0,23 ± 0,01

n 4,6 ± 0,8 4,9 ± 0,3

R2 0,972 0,998

Различная эффективность связывания флуоресцеиновых красите-
лей и родамина 6G с полисахаридами может быть продемонстрирована 
экспериментами, в которых связывание красителей с хитозаном проис-
ходит перед этапом сборки хитозана и полианиона в полиэлектролит-
ный комплекс [12] (рис. 5.12). С помощью такого синтеза получаются 
флуоресцентно-маркированные во всем объеме биополимерные части-
цы. При соблюдении одинаковых молярных соотношений красителя 
и хитозана и идентичного последующего протокола синтеза полиэлек-
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тролитных комплексов содержание красителя оказалось различным. 
Максимальное содержание достигнуто для эритрозина, что коррелиру-
ет с его максимальной адсорбционной емкостью qm среди красителей 
(табл. 5.2). Связь красителя с полимером оказывается достаточно проч-
ной для того, чтобы не наблюдалось выхода красителя из полимерных 
частиц в течение недели.

Механизмы адсорбции красителей на хитозане и материалах на 
основе хитозана широко обсуждаются в литературе. При этом прини-
маются во внимание химическое, электростатическое (ионное) связыва-
ние, гидрофобное взаимодействие, вандерваальсовы (например диполь-
дипольные) взаимодействия, водородная связь. Для первичной оценки 
можно полагать, что величины энергий взаимодействий располагаются 
в указанном порядке (см. п. 1.6). При интерпретации полученных ре-
зультатов необходимо учитывать три фактора: химическую структуру 
самого адсорбента (красителя), наличие или отсутствие ионов соли 
в растворе и различный химический состав анионного компонента ком-
плексов. Обсудим возможное влияние наиболее значимых нехимиче-

Рис. 5.12. Содержание красителя в полиэлектролитных комплексах 
по отношению к добавленному к хитозану перед этапом самосборки 

(воспроизведено по [12])
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ских механизмов взаимодействия красителя с поверхностью комплек-
сов подробнее.

Электростатическое  взаимодействие. Два противоположно за-
ряженных молекулярных фрагмента эффективно взаимодействуют 
с энергией, уступающей по величине только энергии химической связи. 
Образование заряженных групп хитозана и натриевой соли красителя 
(на примере рассмотрения его карбоксильной группы), а также образо-
вание комплекса можно продемонстрировать в виде следующей схемы:
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Приведенный механизм реализуется при оптимальном соотноше-
ние pH и констант диссоциации электролитов. В нашем случае pH рас-
твора, равное 5,6, находится в интервале между величиной показателя 
константы катион-нейтрального равновесия аминогрупп хитозана (око-
ло 6,3–6,6) и дианион-анионного равновесия флуоресцеиновых краси-
телей (около 3,7 для эозина; 5,0 для эритрозина и 6,3 для флуоресцеина, 
подробнее см. п. 3.1). Такой выбор pH среды обеспечивает достаточ-
ную степень как протонирования деацитилированных функциональных 
групп хитозана (катионный компонент), так и ионизации карбоксильных 
групп красителей (анионные формы). При этом pH эозин практически 
полностью находится в дианионном состоянии, эритрозин преимуще-
ственно в дианионном состоянии, флуоресцеин только на 20 % в диа-
нионном, а в остальном состоит из однозарядных анионов (см. рис. 3.4). 
Родамин 6G единственный из красителей имеет при исследованном pH 
катионную природу, т. е. содержит только положительно заряженную 
аминогруппу (карбоксильная группа этерифицирована и не участвует 
в кислотно-основных равновесиях). 

Предполагая, что электростатическое взаимодействие определяет 
механизм связывания, ожидалось, что изотермы адсорбции анионных 
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красителей на комплексах из хитозана и сульфата арабиногалактана бу-
дут описываться в рамках одной модели. Тем не менее изотерма адсорб-
ции флуоресцеина описывается только в рамках гетерогенной модели 
Фрейндлиха, а остальных красителей с помощью моделей Фрейндлиха 
и Ленгмюра (с различающимися коэффициентами корреляции). При 
этом максимальная адсорбционная емкость была получена для эритро-
зина, не находящегося, в отличии от эозина, полностью в дианионном 
состоянии. Особого внимания заслуживает тот факт, что катионный 
краситель эффективно связывается с положительно заряженным поли-
электролитным комплексом. Это означает, что электростатическое свя-
зывание является важным, но не единственным механизмом межмоле-
кулярного взаимодействия.

При переходе от безбуферных растворов к буферным происходит 
изменение характера изотермы адсорбции (табл. 5.2). Наличие соли 
способствует эффективному включению механизма связывания, имею-
щего другую природу. Таким механизмом может быть гидрофобный ме-
ханизм, усиливающийся в буферных растворах с большой ионной силой 
при экранировании зарядов.

Гидрофобные  взаимодействия. О гидрофобных взаимодействи-
ях мы говорили в предыдущем параграфе, когда обсуждали механизм 
связывания флуоресцеиновых красителей с эмиттером биолюминес-
ценции. В целом, они могут быть достаточно эффективными и иметь 
энергию, значительно превышающую энергию вандерваальсовых вза-
имодействий.

Гидрофобность глюкозаминовых звеньев хитозана достаточно 
высока в условиях неполного деацетилирования хитина [18]. Галоген 
в молекулярной структуре красителей также способствует повышению 
гидрофобности соединения. Коэффициенты распределения, характеризу-
ющие гидрофобность красителей, располагаются в следующем порядке 
по убыванию: 8,52, 7,48, 5,8 и 4,05 для эритрозина, эозина, родамина 6G 
и флуоресцеина, соответственно. Эти параметры объясняют высокую 
адсорбцибнную емкость красителей, содержащих атомы галогенов и ли-
дирующее место эритрозина по отношению к величине достигаемой им 
адсорбционной емкости на частицах из полисахаридов (см. табл. 5.2).

Помимо разных условий проведения эксперимента (наличие/
отсутствие буфера), результаты, полученные на рис. 5.10 и 5.11 харак-
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теризуются разным концентрационным диапазоном адсорбата. Для 
построения изотерм на рис. 5.10 использованы растворы красителей 
с концентрацией до 10–3–10–4 М. При таких концентрациях необходимо 
учитывать димеризацию красителей. Константы диссоциации димеров 
существенно различаются: 0,2 М для флуоресцеина, 0,01 М для эозина, 
0,007 М эритрозина, 0,0004 М для родамина 6G (см. п. 2.1.). Это может 
приводить, в частности, к образованию второго слоя на адсорбенте, об-
разованного димерами красителей.

Диполь-дипольное взаимодействие. Диполь-дипольные взаимодей-
ствия считаются одними из самых слабых, сравнимых или меньших, чем 
энергия водородной связи. Тем не менее, их роль может быть весьма су-
щественной в случае высоких дипольных моментов взаимодействующих 
фрагментов молекул, их оптимальной ориентации и достаточного сбли-
жения. Молекулы хитозана содержат полярные аминогруппы, тогда как 
молекулы красителя могут содержать галогеновые заместители с сильно 
поляризованными связями. Дипольный момент связи C-галоген достига-
ет значений 1,5 Д и 1,3 Д для C-Br и C-I соответственно. В противополож-
ность эозину и эритрозину, флуоресцеин имеет неполярную связь C–H, 
дипольный момент которой составляет около 0,3 Д. Таким образом, эф-
фективность этого типа взаимодействия также, как величина адсорбци-
онной емкости убывает от эритрозина к флуоресцеину.

Наличие основного механизма не исключает участие в межмоле-
кулярных взаимодействиях и других (вторичных) механизмов, проявля-
ющих себя при достаточном сближении молекул, однако определение 
вкладов этих взаимодействий является достаточно сложной задачей.

Опубликованные данные по адсорбции эозина на частицах хито-
зана [19–21] и флуоресцеина на хитозане [22] были получены при раз-
личных  pH. Значения адсорбционной емкости для эозина при рН 3,8 
высоки и варьируются от 2 до 6 г/г. Высокая адсорбционная емкость при 
рН 3,8 связана с большей эффективностью протонирования аминогрупп 
хитозана. Следует отметить повышенную величину адсорбционной 
емкости для наночастиц хитозан-триполифосфат по сравнению с моле-
кулярным хитозаном [20]. Качество поверхности адсорбента влияет на 
эффективность связывания. Как будет показано в п. 5.4, полиэлектро-
литные комплексы на основе хитозана имеют специфическую поверх-
ность, обеспечивающую изоляцию красителя от внешних тушителей.
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5.3. Измерение размера излучателя  
с помощью деполяризации люминесценции

Поляризационные измерения люминесценции могут быть исполь-
зованы для оценки размеров флуорофора или, в случае, когда он связан 
с биомолекулой, целого комплекса (см. п. 1.2). Для этого необходимо 
измерить анизотропию флуоресценции r и связать ее с гидродинамиче-
ским диаметром через уравнения (1.10), (1.11). Результаты для молекул 
флуоресцеиновых красителей в водных растворах с различным pH при-
ведены в табл. 5.3.

Таблица 5.3

Анизотропия флуоресценции и гидродинамический диаметр  
флуоресцеиновых красителей в воде при различных pH

Краситель
pH 2,3 pH 5,1 pH 11,7

R D, нм r D, нм R D, нм

Флуоресцеин 0,011 ± 
0,001 0,74 ± 0,03 0,006 ± 

0,001 0,73 ± 0,04 0,005 ± 
0,001 0,86 ± 0,04

Эозин 0,049 ± 
0,003 0,91 ± 0,05 0,030 ± 

0,001 0,92 ± 0,05 0,028 ± 
0,001 1,06 ± 0,07

Эритрозин 0,226 ± 
0,002 1,0 ± 0,3 0,219 ± 

0,001 1,0 ± 0,3 0,218 ± 
0,001 1,1 ± 0,2

Из приведенных в табл. 5.3 данных [23] следует, что анизотро-
пия увеличивается в ряду флуоресцеин – эозин – эритрозин, а также 
имеет зависимость от величины pH у флуоресцеина и эозина. Согласно 
уравнению (1.10) эти изменения могут быть обусловлены как различи-
ем флуоресцентных времен жизни, так и разницей размеров молекул, 
которая влияет на время вращательной корреляции при фиксированных 
свойствах растворителя. Гидродинамический диаметр D молекул рас-
тет от флуоресцеина к эритрозину, что обусловлено увеличением длин 
связей C-галоген (Cl, Br, I) при галогензамещении (см. п. 2.2). Зависи-
мость размера от pH cвидетельствует о том, что дианионы красителей, 
образующиеся в щелочной среде, удерживают бóльшую сольватную 
оболочку, чем другие ионные состояния. У эритрозина эта тенденция, 
по-видимому, также имеет место, однако слишком короткое время жиз-
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ни флуоресцентного состояния не позволяет определить время враща-
тельной корреляции с необходимой точностью. Здесь можно сформу-
лировать требования к излучателю для проведения поляризационных 
измерений, позволяющих оценить его размеры: время жизни флуорес-
центного состояния должно быть достаточным для броуновского пово-
рота молекулы и при этом быть не слишком коротким, чтобы его можно 
было измерить с достаточной точностью.

Время-разрешенные методы позволяют измерять затухание ани-
зотропии r (t) и путем анализа временной функции выявлять характери-
стики различных по размеру флуорофоров (1.12). Чаще всего в явлениях 
межмолекулярных взаимодействий рассматривают два типа флуорофо-
ров – находящихся в свободном и связанном состояниях. 

Для сравнения информативности методов стационарной и время-
разрешенной анизотропии рассмотрим пример свободных молекул кра-
сителей и молекул, связанных с полиэлектролитными комплексами из 
хитозана и хондроитин сульфата (см. п. 5.2) [12]. Зависимости r (t) для 
красителей, связанных с полиэлектролитными комплексами из полиса-
харидов приведены на рис. 5.13.

Рис. 5.13. Время-разрешенная анизотропия флуоресценции кра-
сителей, связанных с полиэлектролитными комплексами из хито-
зана и хондроитин сульфата; 1 – родамин 6G; 2 – флуоресцеин; 

3 – эозин; 4 – эритрозин (воспроизведено по [12])
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Таблица 5.4

Параметры излучателя, получаемые при использовании стационарной  
и время-разрешенной флуоресцентной анизотропии

Краситель
Стационарная анизотропия Времяразрешенная анизотропия

r φ*, нс D, нм φ1, нс D, нм φ2, нс D, нм

Родамин 6G 0,032 ± 
0,003

0,37 ± 
0,04

1,43 ± 
0,15 0,20 ± 0,1 1,17 ± 0,06 1,4 ± 0,4 2,2 ± 0,6

Флуоресцеин 0,017 ± 
0,003

0,16 ± 
0,03

1,08 ± 
0,20 0,14 ± 0,1 1,03 ± 0,07 1,2 ± 0,3 2,12 ± 0,5

Эозин 0,154 ± 
0,005

0,35 ± 
0,05

1,40 ± 
0,20 0,21 ± 0,1 – –

Эритрозин 0,244 ± 
0,006

0,81 ± 
0,02

1,86 ± 
0,05 0,20 ± 0,2 – –

* Рассчитано по уравнению (1.10).

Параметры, полученные из измерений стационарной и время-раз-
решенной анизотропии, представлены в табл. 5.4. Гидродинамический 
диаметр молекул флуоресцеина, эозина и эритрозина в присутствии по-
лимерных комплексов, рассчитанный из анализа стационарной анизо-
тропии оказывается выше (причем для эритрозина почти в два раза), 
чем указанные в табл. 5.3 для обычных водных растворов. Для коррект-
ной интерпретации полученных результатов необходимо принять во 
внимание, что в растворе связывание красителями с полиэлектролитны-
ми комплексами носит равновесный характер, поэтому часть красителя 
находится в свободном, а часть – в связанном состоянии. Усредненные 
значения φ и D, определяемые методом стационарной анизотропии для 
таких систем, являются завышенными по сравнению со значениями для 
свободных молекул. Кроме того, следует учитывать изменения вязкости 
раствора при добавлении макромолекул.

В то же время при использовании времяразрешенных эксперимен-
тальных методов для красителей с большим временем жизни флуорес-
центного состояния удается выявить две компоненты с φ1 и φ2, соответ-
ствующие свободному и связанному состояниям красителя. Значение φ2
почти на порядок превышает значение φ1, однако рассчитанный с его 
помощью размер излучателя оказывается значительно меньше ожида-
емого размера комплекса (около 0,4 мкм) с красителем в приближении 



157

Межмолекулярные взаимодействия красителей с биологическими структурами  

жесткой связи. Таким образом, логично предположить гибкую связь 
флуорофора с биополимером, допускающую определенную подвиж-
ность первого в пределах локальной области связывания.

В работе [24] с помощью метода стационарной анизотропии были 
успешно оценены размеры белка, связанного с эозином. При увеличе-
нии концентрации белка в растворе анизотропия изменялась от своего 
минимального значения, соответствующего характеристике свободного 
хромофора, до величины около 0,15, что указывает на размер излуча-
теля, близкий к размеру молекулы бычьего сывороточного альбумина.

5.4 Фосфоресценция при комнатной температуре

Фосфоресценция может наблюдаться только у красителей с вы-
соким выходом интеркомбинационной конверсии. Однако интенсивное 
тушение триплетных состояний растворенным кислородом обычно за-
трудняет наблюдение фосфоресценции в растворе даже для таких краси-
телей. Кроме эффективного кислородного тушения триплетные состоя-
ния красителей дезактивируются в результате непланарной деформации 
структуры хромофора при соударениями с молекулами окружения. По-
этому фосфоресценцию обычно наблюдают при низкой температуре. 
Для наблюдения фосфоресценции можно применять органические рас-
творители, кристаллизующиеся при комнатных температурах. Это по-
зволяет получить растворы иммобилизованных в полимере красителей, 
не прибегая к фактическому замораживанию. В п. 2.3 и табл. 3–5 прил. 
обсуждались и приводились данные, связанные с наблюдением фосфо-
ресценции при комнатной температуре у эозина, эритрозина и бенгаль-
ского розового в полимерных пленках хитозана и желатины и отсут-
ствие таковой для спиртовых растворов красителей.

Кислородно-зависимое тушение триплетных состояний красите-
ляи их конформационная подвижность могут быть уменьшены добав-
лением в раствор макромолекул, например, белков [25] или специально 
структурированных полисахаридов [11], «защищающих» хромофор от 
действия тушителя. При связывании красителя и их иммобилизации 
в биополимерных структурах возможно разгорание фосфоресценции 
при комнатной температуре.
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Такое исследование было проведено для ряда флуоресцеиновых 
красителей при использовании частиц полиэлектролитных комплексов 
на основе хитозана и хондроитин сульфата [12]. В рамках исследова-
ния измерялись спектры люминесценции коллоидных растворов поли-
электролитных комплексов, содержащих красители, с такой задержкой 
во времени после возбуждения, которая исключает регистрацию флуо-
ресценции красителя – самого быстрого из излучательных процессов. 
Регистрируемое в таких условиях излучение представляет собой замед-
ленную флуоресценцию в коротковолновой части спектра и фосфорес-
ценцию в его более длинноволновой части. 

Нормированные на максимальную интенсивность замедленной 
флуоресценции спектры люминесценции красителей, связанных с по-
лиэлектролитными комплексами, показаны на рис. 5.14. Контур спектра 
замедленной флуоресценции аналогичен контуру обычной флуоресцен-
ции. Ярко выраженный пик, связанный с фосфоресценцией эритрозина, 
появляется в красной области спектра при 691 нм. Он совпадает с пиком 
в спектре фосфоресценции эритрозина в пленках хитозана (см. табл. 4 

Рис. 5.14. Спектры замедленной флуоресценция и фосфоресценция кра-
сителей, связанных с полиэлектролитными комплексами из хитозана 
и хондроити нсульфата при комнатной температуре: 1 – флуоресцеин; 

2 – родамин 6G; 3 – эозин; 4 – эритрозин (воспроизведено по [12])
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прил.). Спектры эозина и родамина 6G выявили малоинтенсивный пик 
фосфоресценции при 688 и 681 нм соответственно. Эти значения так-
же близки к значениям для фосфоресценции эозина в пленках хитозана 
(см. табл. 3 прил.) и родамина 6G в низкотемпературных вязких рас-
творах [26]. Фосфоресценцию флуоресцеина зарегистрировать не уда-
лось. Эффективность фосфоресценции красителя может быть охарак-
теризована отношением подынтегральных площадей фосфоресценции 
и замедленной флуоресценции. Для эритрозина, эозина, родамина 6G 
и флуоресцеина эта величина убывает по мере уменьшения количества 
атомов галогенов и/или их электроотрицательности в структуре флуоро-
фора и составляет 4,1, 0,24, 0,17, и ~0 соответственно.

В то же время исследование [11] продемонстрировало отсутствие 
разгорания фосфоресценции у эритрозина, связанного с молекуляр-
ным хитозаном. Это говорит о том, что специфика укладки полимерной 
структуры играет принципиальную роль для наблюдения фосфорес-
ценции при комнатной температуре. Конформация полиэлектролитных 
комплексов так же, как и конформация белка, имеет сложный характер, 
допускающий образование полостей. Тушение флуорофора, попавшего 
в такие полости, затруднено. Таким образом, наблюдение фосфорес-
ценции при комнатной температуре у красителей с эффективным спин-
орбитальным взаимодействием может служить индикатором наличия 
пространственных неоднородностей на поверхности адсорбента.

Литература

1. Hastings J.W. Chemistries and colors of bioluminescent reactions: 
a review // Gene. – 1996. – Vol. 173. – P. 5–11.

2. Duane W., Hastings J.W. Flavin mononucleotide reductase of lumi-
nous bacteria // Mol. Cell. Biochem. – 1975. – Vol. 6. – P. 53–64.

3. Gerasimova M.A., Sizykh A.G., Slyusareva E.A. The role of energy 
transfer in bioluminescence quenching by xanthene dyes // Journal of Pho-
tochemistry and Photobiology B: Biology. – 2009. – Vol. 97. – P. 117–122.

4. Picosecond fluorescence studies of xanthene dyes / R. Fleming, 
A.W.E. Knight, J. M. Morris, R.J.S. Morrison, G. W. Robinson // J. Am. 
Chem. Soc. – 1977. – Vol. 99. – P. 4306–4311.



160

Глава 5

5. Герасимова М. А., Сизых А. Г., Кудряшева Н. С. Хроноскопи-
ческое исследование взаимодействия ксантеновых красителей с фер-
ментами: бактериальной люцеферазой и надн: фмн-оксидоредуктазой // 
Вестник КГУ. Физико-математические науки 1. – 2005. – С. 58–70.

6. Egbaria K., Friedman M. Adsorption of fluorescein dyes on albumin 
microspheres // Pharm. Res. – 1992. – Vol. 9. – P. 629–635. 

7. Lee J. Lumazine protein and the excitation mechanism in bacterial 
bioluminescence // Biophys. Chem. – 1993. – Vol. 48. – P. 149–158.

8. Structure and interaction in chitosan hydrogels formed by 
complexation or aggregation for biomedical applications / J. Berger, 
M. Reist, J.M. Mayer [et al.] // European Journal of Pharmaceutics and 
Biopharmaceutics. – 2004. – Vol. 57. – P. 35–52.

9. Костыро Я.А., Ковальская Г.Н. Cульфатированный арабинога-
лактан-перспективный отечественный аналог сулодексида // Acta Bio-
medica Scientifica. – 2008. – Т. 60, № 2. – С. 117.

10. Синтез и свойства интерполимерных комплексов на основе 
хитозана и сульфатированного арабиногалактана / Н. В. Слюсаренко, 
Н. Ю. Васильева, А. С. Казаченко, М. А. Герасимова, А. С. Романченко, 
Е. А. Слюсарева // Высокомолекулярные соединения. Сер. Б. – 2020. – 
Т. 62, № 3. – С. 203–209. 

11. Spectral study of fluorone dyes adsorption on chitosan-based 
polyelectrolyte complexes / E. Slyusareva, M. Gerasimova, A. Plotnikov, 
A. Sizykh // Journal of Colloid and Interface Science. – 2014. – Vol. 417. – 
P. 80–87.

12. Synthesis and characterization of chitosan-based polyelectrolyte 
complexes doped with xanthene dyes / E. Slyusareva, M. Gerasimova, 
V. Slabko, N. Abuzova, A. Plotnikov, A. Eychmueller // ChemPhysChem. – 
2015. – Vol. 16. – P. 3997–4003.

13. Polysaccharide-based polyelectrolyte complex nanoparticles from 
chitosan, heparin, and hyaluronan / S. Boddohi, N. Moore, P.A. Johnson, 
M.J. Kipper // Biomacromolecules. – 2009. – Vol. 10. – P. 1402–1409.

14. Langmuir I. The constitution and fundamental properties of solids 
and liquids. Part I. Solids // Journal of the American Chemical Society. – 
1916. – Vol. 38, № 11. – P. 2221–2295.

15. Freundlich H.M.F. Uber die adsorption in losungen // Zeitschrift 
für Physikalische Chemie. – 1906. – Vol. 57A. – P. 385–470.



161

Межмолекулярные взаимодействия красителей с биологическими структурами  

16. Sips R. On the structure of a catalyst surface // The Journal of 
Chemical Physics. – 1948. – Vol. 16. – P. 490–495.

17. Ayawei N., Ebelegi A. N., Wankasi D. Modelling and Interpretation 
of Adsorption Isotherms // Journal of Chemistry. – 2017. – № 3039817.

18. Amiji M.M. Pyrene fluorescence study of chitosan self-association 
in aqueous-solution // Carbohydr. Polym. – 1995. – Vol. 26. – P. 211–213.

19. Chemical modification of chitosan by tetraethylenepentamine and 
adsorption study for anionic dye removal / X.-Y. Huang, X.-Y. Mao, H.-T. Bu, 
X.-Y. Yu, G.-B. Jiang, M.-H. Zeng // Carbohydr. Res. – 2011. – Vol. 346. – 
P. 1232–1240. 

20. Preparation, characterization and adsorption properties of chitosan 
nanoparticles for eosin Y as a model anionic dye / W. L. Du, Z. R. Xu, 
X. Y. Han, Y. L. Xu, Z. G. Miao // J. Hazard. Mater. – 2008. – Vol. 153. – 
P. 152–156.

21. Elimination of dyes from aqueous solutions using iron oxides and 
chitosan as adsorbents. A comparative study / S. Pirillo, V. Pedroni, E. Rueda, 
M. L. Ferreira // Quim. Nova. – 2009. – Vol. 32. – P. 1239–U176.

22. Adsorption of a model anionic dye, eosin Y, from aqueous solution 
by chitosan hydrobeads / S. Chatterjee, S. Chatterjee, B. P. Chatterjee, 
A. R. Das, A. K. Guha // J. Colloid Interface Sci. – 2005. – Vol. 288. – P. 30–35.

23. Слюсарева Е. А., Герасимова М. А. Зависимость от pH аб-
сорбционных и флуоресцентных свойств водных растворов флуоро-
новых красителей // Известия высших учебных заведений. Физика. – 
2013. – Т. 56, № 12. – С. 48–54.

24. Effect of halogenated fluorescent compounds on bioluminescent 
reactions. / T. N. Kirillova, M. A. Gerasimova, E. V. Nemtseva, 
N. S. Kudryasheva // Anal. Bioanal. Chem. – 2011. – Vol. 400 – P. 343–351.

25. Garland P. B., Moore C. H. Phosphorescence of protein-bound 
eosin and erythrosin – possible probe for measurements of slow rotational 
mobility // Biochem. J. – 1979. – Vol. 183. – P. 561–572.

26. Kuznetsov V. A., Kunavin N. I., Shamraev V. N. Spectra and quan-
tum yield of phosphorescence of rhodamine 6G solutions at 77°K // J. Appl. 
Spectrosc. – 1974. – Vol. 20. – P. 604–607.



162

ПОСЛЕСЛОВИЕ

Публикуя данную монографию, автор надеялся не только озна-
комить читателя с теорией и практикой физхимии люминесцентных 
красителей, но и продемонстрировать потенциал развития данной об-
ласти науки, в которой, казалось бы, за десятилетия интенсивных ис-
следований уже не должно было остаться «белых пятен». Тем не менее 
несмотря на долгий путь развития спектроскопии (а истоками можно 
считать работы И. Фраунгофера по измерению длин волн в спектре ис-
пускания Солнца) и совершенствование измерительной техники и мето-
дологии, доскональное изучение процессов поглощения и испускания 
света в сложных системах взаимодействующих молекул, он еще очень 
далек от завершения. В настоящее время исследования возбужденных 
состояний нередко сталкиваются с фундаментальными ограничениями 
измерительных техник. В таких случаях решение часто находят путем 
комбинирования различных методик из смежных областей, что ведет 
к «синергетическому» эффекту увеличения информативности экспери-
ментальных исследований. Кроме того, развитие квантово-химических 
методов расчетов вместе со все возрастающей вычислительной мощно-
стью позволяет достичь лучшего понимания механизмов межмолеку-
лярных взаимодействий при сопоставлении расчетных и эксперимен-
тальных данных.

Но особо следует отметить бурное развитие практического ис-
пользования люминесцентных красителей в последние десятилетия, 
связанное с биологическими исследованиями. Широкому применению 
люминесцентных красителей способствуют такие свойства, как гиб-
кость при конъюгации с биополимерами, фотостабильность, низкая ток-
сичность. Несмотря на появление новых классов флуорофоров – в пер-
вую очередь полупроводниковых нанокристаллов (квантовых точек), 
флуоресцентных биополимеров (например зеленый флуоресцирующий 
белок GFP) и нанокластеров металлов – красители не утрачивают своей 
значимости и нередко дополняют возможности других флуорофоров/
эмитеров света, выступая в роли сенсибилизаторов.

Все вышесказанное не оставляет сомнений, что понимание при-
роды возбужденных состояний люминесцентных красителей и разноо-
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бразных фотофизических и фотохимических процессов с их участием 
будет полезным для нынешних студентов-старшекурсников и аспиран-
тов физических и химических специальностей, а также тех, чья научная 
или практическая деятельность связана с созданием и изучением опти-
ческих функциональных материалов и устройств.
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Таблица 1

Спектральные и фотофизические параметры флуоресцеина  
в различных растворителях* 

Параметры Основной метанол Желатин Хитозан
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фосф  1
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, см–1 1450 ± 70 2670 ± 80 1770 ± 80
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NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
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, см–1 1570 ± 70 1730 ± 70 1690 ± 70
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3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 19700 ± 40 19540 ± 50 19500 ± 40

9 

Л

Л1
е

е m
e

K Cq q
K C




, (5.12) 

Ф
Ф

n
e eq K C , (5.13) 

 
 

ЛФ

ЛФ

ЛФ

ЛФ1

n
m e

e n
e

q K C
q

K C



, (5.14) 

+H
+

2 3протонированиехитозан
NH NH   

2H O
+

диссоциация
краситель-COONa краситель-COO +Na  

+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 930 ± 80 760 ± 80 840 ± 80

Ффл 0,97 ± 0,04 0,64 ± 0,03 0,85 ± 0,04

r 0,03 ± 0,01 0,20 ± 0,02 0,17 ± 0,02

τ, нс 5,49 ± 0,04 4,53 ± 0,03 4,10 ± 0,04

τрад, нс 5,6 ± 0,3 7,1 ± 0,4 4,8 ± 0,3

Ффосф – < 1×10–4 < 1×10–4

Ф3фл – < 5×10–5 < 5×10–5

* Обозначения параметров приведены в п. 2.3.
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Таблица 2

Спектральные и фотофизические параметры дибром-флуоресцеина  
в различных растворителях

Параметры Основной метанол Желатин Хитозан
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NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, нм 513 ± 1 519 ± 1 518 ± 1

σмакс, 10–16 см2 2,53 ± 0,05 2,1 ± 0,2 2,3 ± 0,2
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NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
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, см–1 1610 ± 70 1570 ± 70 1640 ± 70
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, см–1 19020 ± 40 18830 ± 30 18860 ± 40
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3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 940 ± 70 890 ± 70 890 ± 70

Ффл 0,62 ± 0,03 0,55 ± 0,03 0,57 ± 0,03

r 0,04 ± 0,01 0,14 ± 0,02 0,15 ± 0,02

τ, нс 3,46 ± 0,04 2,89 ± 0,02 2,62 ± 0,03

τрад, нс 5,6 ± 0,3 5,3 ± 0,3 4,6 ± 0,3

Ффосф – 0,0034 0,0030

Ф3фл – 9,4×10–4 7,4×10–4

τфосф, мс – 5,4 ± 0,3 4,4 ± 0,3
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Фикк – 0,15 0,18
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kикк, с–1 – 5,1×107 6,7×107

* Обозначения параметров приведены в п. 2.3.
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Таблица 3

Спектральные и фотофизические параметры эозина Y  
в различных растворителях

Параметры Основной метанол Желатин Хитозан
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макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
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, нм 523 ± 1 531 ± 1 530 ± 1

σмакс, 10–16 см2 3,53 ± 0,05 2,9 ± 0,3 3,3 ± 0,3
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9 

Л

Л1
е

е m
e

K Cq q
K C




, (5.12) 

Ф
Ф

n
e eq K C , (5.13) 

 
 

ЛФ

ЛФ

ЛФ

ЛФ1

n
m e

e n
e

q K C
q

K C



, (5.14) 

+H
+

2 3протонированиехитозан
NH NH   

2H O
+

диссоциация
краситель-COONa краситель-COO +Na  

+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл макс

фосф  1
T
S   , нм 544 ± 1 546 ± 1 548 ± 1
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T
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, см–1 1360 ± 70 1470 ± 70 1540 ± 70
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3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 18750 ± 40 18570 ± 40 18560 ± 30
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краситель-COONa краситель-COO +Na  

+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 740 ± 70 520 ± 70 620 ± 70

Ффл 0,67 ± 0,03 0,60 ± 0,03 0,61 ± 0,03

r 0,05 ± 0,01 0,21 ± 0,02 0,17 ± 0,02

τ, нс 3,42 ± 0,04 2,91  ±  0,03 2,39 ± 0,03

τрад, нс 5,1 ± 0,3 4,9 ± 0,3 3,9 ± 0,2

Ффосф – 0,0064 0,0052

Ф3фл – 0,0014 0,0010

τфосф, мс – 4,5 ± 0,2 3,6 ± 0,2

9 

Л

Л1
е

е m
e

K Cq q
K C




, (5.12) 

Ф
Ф

n
e eq K C , (5.13) 

 
 

ЛФ

ЛФ

ЛФ

ЛФ1

n
m e

e n
e

q K C
q

K C



, (5.14) 

+H
+

2 3протонированиехитозан
NH NH   

2H O
+

диссоциация
краситель-COONa краситель-COO +Na  

+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   , нм – 688 ± 1 691 ± 1

Фикк – 0,18 0,17
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диссоциация
краситель-COONa краситель-COO +Na  

+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   – 0,21 0,22

kикк, с–1 – 6,1×107 7,0×107

* Обозначения параметров приведены в п. 2.3.
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Приложение

Таблица 4

Спектральные и фотофизические параметры эритрозина B  
в различных растворителях

Параметры Основной метанол Желатин Хитозан
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+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, нм 530 ± 1 539 ± 1 539 ± 1

σмакс, 10–16 см2 4,0 ± 0,1 4,7 ± 0,5 3,8 ± 0,4
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+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 1020 ± 70 1070 ± 70 1140 ± 70
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+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл макс

фосф  1
T
S   , нм 551 ± 2 554 ± 2 558 ± 2
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3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 1470 ± 90 1350 ± 90 1310 ± 90
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+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 18510 ± 50 18300 ± 50 18240 ± 50
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краситель-COONa краситель-COO +Na  

+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 720 ± 100 500 ± 100 630 ± 100

Ффл 0,13 ± 0,02 0,22 ± 0,02 0,16 ± 0,01

r 0,13 ± 0,02 0,28 ± 0,03 0,26 ± 0,03

τ, нс 0,45 ± 0,05 0,65 ± 0,05 0,55 ± 0,05

τрад, нс 3,5 ± 0,9 3,0 ± 0,5 3,4 ± 0,5

Ффосф – 0,046 0,049

Ф3фл – 0,0054 0,0046

τфосф, мс – 0,78 ± 0,03 0,60 ± 0,03
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краситель-COONa краситель-COO +Na  

+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   , нм – 688 ± 1 694 ± 1

Фикк – 0,37 0,46
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+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   – 0,39 0,38

kикк, с–1 – 5,6×108 8,7×108

* Обозначения параметров приведены в п. 2.3.
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Приложение

Таблица 5

Спектральные и фотофизические параметры бенгальского розового  
в различных растворителях

Параметры Основной метанол Желатин Хитозан

9 

Л

Л1
е

е m
e

K Cq q
K C




, (5.12) 

Ф
Ф

n
e eq K C , (5.13) 

 
 

ЛФ

ЛФ

ЛФ

ЛФ1

n
m e

e n
e

q K C
q

K C



, (5.14) 

+H
+

2 3протонированиехитозан
NH NH   

2H O
+

диссоциация
краситель-COONa краситель-COO +Na  

+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, нм 557 ± 1 565 ± 1 565 ± 1

σмакс, 10–16 см2 3,6 ± 0,4 3,5 ± 0,4 2,8 ± 0,3
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NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 870 ± 64 902 ± 65 1060 ± 63
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NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл макс

фосф  1
T
S   , нм 575 ± 3 578 ± 2 576  ± 2
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NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 1210 ± 100 1170 ± 90 1360 ± 90
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3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 17670 ± 60 17500 ± 50 17530 ± 50
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+ +
3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   

, см–1 560 ± 120 400 ± 90 340 ± 90

Ффл 0,09 ± 0,01 0,18 ± 0,02 0,16 ± 0,01

r 0,16 ± 0,02 0,30 ± 0,03 0,28 ± 0,03

τ, нс 0,55 ± 0,05 0,85 ± 0,05 0,85 ± 0,05

τрад, нс 6,1 ± 1,2 4,7 ± 0,5 5,3 ± 0,6

Ффосф – 0,028 0,011

Ф3фл – 0,0013 4,27×10–4

τфосф, мс – 0,41 ± 0,01 0,28 ± 0,01
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3 3электростатическоехитозан взаимодействие

NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   , нм – 737 ± 1 741 ± 1

Фикк – 0,81 0,68
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NH +краситель-COO NH OOC-краситель    (5.14) 

макс
погл  погл фл 0 0 стокс  

макс
фл  макс

фосф  1
T
S   – 0,033 0,23

kикк, с–1 – 9,5×108 8,0×108

* Обозначения параметров приведены в п. 2.3.
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