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Als Verallgemei-nerung der in einer neulich erschienenen " Arbeit erhaltenen
Ergebnisse, wird ein Verfahren angegeben, mit dessen Hilfe die (durch die rdumliche
Verteilung der sekundir angeregten Zentren bedingte) spektrale Wirkung der
Sekundirtluoreszenz im Falle verschiedener Erregungs- und Beobachtungsmethoden
berechnet und dadurch das wahre Fluoreszenzspektrum einer Lésung zuverlassiger -
ermittelt werden kann. Die bei einer Fluoresceinlosung unter verschiedenen Versuchs-
bedingungen und nach entsprechender Auswertung erhaltenen wahren Spektren
zeigen in der Tat eine gute Ubereinstimmung, insbesondere erweisen sie sich als
von der Erregungswellenlinge unabhéngig, wihrend dies bei.den in der bisher
ublichen Weise — ohne Berucksichtigung der Sekundéarfluoreszenz — ausgewerteten
Spektiren im allgemeinen nicht der Fall ist.

§ 1. Einleitung

In einer fritheren Arbeit [1] wurde gezeigt,. dal das Emissionsspektrum
einer fluoreszierenden L&sung durch die von der Reabsorption herriihrende
Sekundérfluoreszenz beeinfluBt werden kann, und es wurde eine Methode
angegeben, die durch eine quantitative Beriicksichtigung dieses Einflusses
die Bestimmung des wahfen Emissionsspektrums der Losung (und die Be-
stimmung ihrer absoluten Fluoreszenzausbeute [2]) ermoglicht. Die fiir die
dabei zugrunde gelegte ,longitudinale Beobachtung auf der Vorderflache*
[3] abgeleiteten relativ einfachen Endformeln gelten hinreichend genau unter
der Bedingung m*=(R/l)’> 1, wobei- R den Radius des kreisférmigen
Querschnittes des erregenden Parallellichtbiindels und [ die Schxchtdlcke der
Losung bedeuten.

~ Das Einhalten dieser Bedingung kann aber in‘'manchen Fillen unbequem
sein, ferner ist eine Herabsetzung der Wirkung der Sekundirflioreszenz
gerade mit kleineren m-Werten zu erreichen. Aus diesen Griinden und unter
Beachtung der Tatsache, daB auch andere Beobachtungsweisen — die longitu-"
dinale Beobachtung auf der Riickflache und die transversale Beobachtung —
-haufig verwendet werden, schien es uns angebracht, die Methode" fiir die .
Berechnung der spektralen. Wirkung™ der  Sekundirfluoreszenz = entsprechend
zu veraligemeinern und dann an einer bestimmten Losung experimentell
nachzupriifen, inwieweit die-bei den genannten drei verschiedenen Beobach-
tungsmethoden -nach entsprechender Auswertung erhaltenen wahren Fluores-
zenzspektren tibereinstimmen.



4 . ’ A. BUDO, J. DOMBI und R. HORVAI

§ 2. Zur Berechnung der spektralen Wirkung der Sekunddrfluoreszenz

In dieser Arbeit befassen wir uns nur mit Losungen, deren Fluoreszenz-
licht als unpolarisiert und deren wahres Fluoreszenzspektrum als unabhingig
von der Erregungswellenidnge angesehen werden kann. Ferner wird stets
vorausgesetzt, daB das monochromatische Erregungslicht der Wellenlange 4
in Form eines Parallelbiindels senkrecht zu einer ebenen Grenzfliche (,Vor-
derflache“) der Losung einfdllt. Den Querschnitt des Biindels wollen wir
zunichst als kreisformig mit dem Radius R annehmen, so daB der vom
-Erregungslicht durchstrahlte Teil der Losung ein Krelszylmder ist, dessen
Achse die z-Achse sei und dessen Vordér- und Riickfliche z—=0 bzw. z=1
entsprechen. Wir betrachten innerhalb dieses-Zylinders zwei Volumenelemente:
dV, liege auf der Achse in der Tiefe z,, ¢V habe die Zylinderkoordinaten
(r, ¢, 2), sein Abstand von dV, betrigt also s=|/r’+(z—2z,)~

Unter den erwdhnten Annahmen 146t sich durch phidnomenologische
Betrachtungen zeigen (siehe Gl. (5) in [1]), daf} das von dV, in-den gesam-
ten Raumwinkel und im Wellenldngenintervall 44’ ausgesandte primére und
sekunddre Fluoreszenzlicht zusammen die Strahlungsleistung (bzw. den
" Quantenstrom) '

d* Dpos— Egliny f()di dV, [e¥ .50+ A (2,)] 1

erzeugen; dabei sind:

A g ' ’ - E‘I’A'E‘;JJ."S

A(2y) ::j,z (i-l’)f(i-”) A (Zo) di” mit A (20) _ k’[Trs’ dv, (2)
0 (v . ’

Eio die vom Erregungslicht hervorgerufene Bestrahlungsstarke (bzw. Quanten-
stromdichte) auf der Vorderfliche, f(4) das auf Eins normierte wahre Emis-
sionsspektrum (Energie- oder Quantenspektrum), 4, der Absorptionskoeffi-
zient, mn — oder 7 (L) — die absolute Fluoreszenzausbeute - (Energie- oder
Quantenausbeute) der Losung fiir die Wellenlange Z, und das Raumintegral
ist iiber das Volumen des Zylinders zu erstrecken. -

Die Funktionen _
' Np=-e"% und Ns==24(z,) (3)
smd fiir die rdumliche Verteilung der primér bzw. sekundir angeregten Zen-
tren (Molekiile) ldngs der z-Achse «harakterxstlsch ihr Quotient

N,
dy=jo =" Az) ‘ (4)

ist von anschaulicher Bedeutung: /,(z,) gibt das Verhdltnis der Zahl der
sekunddr und primdr angeregten Molekiile in der unmittelbaren Umgebung
des Punktes 2z, der Achse an. Wir wollen den Wert dieses Verhdltnisses auch
fiir jeden anderen Punkt (x,, 3o, 2,) des vom Erregungslicht durchstrahlten
Gebietes bestimmen, da sich aus der. entsprechenden. Funktion A (x,, y,, 2o)
die fiir die eingangs erwdhnten ‘drei Beobachtungswensen erforderlichen
Beziehungen leicht ableiten lassen. '
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Zuerst wollen wir 4, berechnen bzw. auf eine andere Form bringen.
Fir die GroBe A in (2) ergibt die Integration nach ¢ und r (wegen dV==
=rdrdeodz=sdsdgdz) den Ausdruck

A= k; JB‘IAZ{EI( k- ]/R’—i—(z—zn))——El( -k |2—20|)} dz, ’) |

. 0
- der nach Einfuhrung der dimensionslosen Gr_OBen

W——T Wy == I’ E—W( Wy, M= ] (6)
und . | 5
e=hl F=kil 7=l , o

(8 wird spiter benotigt) in -
v . I-wy : .

1
A=§—e‘“”ﬂje‘“‘ {yEl( /Vm + )—/El(—*/le)}dc @)

ubergeht Somit nimmt 4, nach (4) und (2) die Form

1- 1((,

A= 2je'ar /El("YVm—t—L)"_/El( /|”|)} G

bl {EY

an. : -
Wir bezeichnen nun mit ymax den groBten Wert, den y=1k(4") in
dem Wellenléingenbereich — zwischen 4, und 4, — annimmt, in dem das
Emissionsspektrum f(2”) von Null verschieden ist. Das Verhdltnis 7/ymax = 71
hangt fiir eine bestimmte Losung nur von der Wellenldnge ab (y,-ist von der
Schichtdicke und bei Giiltigkeit des BEERschen Gesetzes auch von der Kon-
zentration ¢ unabhédngig, - denn es ist 7, = &/enax, wobei ¢ den dekadischen
- molaren Extinktionskoeffizienten bedeutet; ymax= 2,303 ¢/émax). -Somit kann
die GroBe —yEi(—%)/2 Vmax, die nach der in (2) definierten Bedeutung des
Querstriches durch .

'——Ei - 1 .2 ,,> -y - s . 4 PN Y4
—TEED L ) 1 B s G (E) 42 (10)
Y max : . :
gegeben ist, als Funktion von ymax aufgefaBt werden. Wir konnen daher
schreiben, indem wir ymax fiir den Augenblick mit & bezeichnen und

TN = max M Setzen':

. V—IZI‘)’(T:(L)_:T/MX D (5) o

1! Dadurch geht ndmlich der absolute Wert der -Quantenausbeute in die Funktion
@ (¢) nicht ein. Die Indizes 1 in y; und %, sollen darauf hinweisen, daf diese Funktionen
- im Intervall (4, 4,) den Hochstwert 1 besitzen.
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mit

;"Z

D (S =——;~ @)y n () Ei(—=En(27)) d2”. - an

Py

Kennt man also das Absorptions=-
spektrum und — mit gewisser
Anniherung — das wahre Emis-
sionsspektrum der Losung sowie
die relative Quantenausbeute im
Bereich (4, 4,) als Funktion der
Erregungswellenldnge, so kann die
Funktion @ (§) (mit entsprechen- -
der Annaherung) berechnet wer-
den; fiir die in [1],{2] und [4]
untersuchten  alkalisch-wifirigen
Fluoresceinlosungen wird sie in
Fig. 1 dargestellt. Im Besitz von
P(&) 1aBt - sich die uns jetzt
interessierende Grofie 4, in (9)
auf Grund von

1=

A(»"”'/m&x /ma‘(Je m[q)(/mdxl CD_

Fig. 1V : : _(I)(/ mdxv m + 3 )] AT = Nmax A5

(12)

durch numerische oder graphische Integration bestimmen®. 7, das bis auf -
den Faktor nmax das Verhdltnis der Dichten der sekunddr und primdr ange-
regten Molekiile langs der Achsc des Kreiszylinders angibt, hdngt ersichtlich .
auter der Variablen w,= z,// noch von den Parametern max (= 2,303 clemax)
m= R/l und «==1[k. ab:

As— A5 (Wo; Vonax, M, €). : - (13)

Die fiir die erwihnten alkalisch-wiBrigen Fluoresceinlosungen berech-
nete Funktion 4§ (w,)wurde fiir verschiedene Werte von ymax, m und e in Fig.
"2a-d dargestellt. Zu jedem (die Konzentration der Losung und die Abmes-
sungen -der kreiszylindrischen Kiivette charakterisierenden) Wertepaar yuax,
m wurden drei «-Werte gewdhlt: «=ymax und «=0,1ynax entsprechen
— im sichtbaren Spektralgebiet — den Erregungswellenlangen 2~490 myu bzw.

2 Der Umstand, daB ®.(y,,, |#|) fir z-0 gegen Unendlich geht, macht keine
Schwierigkeit, denn der Flidcheninhalt des zu einem kleinen Abszissenintervall (— 7, 4-7,)
gehorenden Flichenstiickes kann fiir p,.. |7} << 1 mit Hilfe der Reihenentwicklung von
D {45 |7]) leicht berechnet werden. :
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Fig. 2. Verteilungen des Verhiltnisses Ag (= Ng/Npfiir 4, = 1) der Dichten der sekun-

dir und primdr angeregten Fluoresceinmolekeln ldngs der Achse einer kreiszylindrischen

Ktivette
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4%436 oder 514 mu, wihrend ¢ =0 einer Erregungswellenldnge entspricht,
fiir die der Absorptionskoeffizient der Losung verschwindend klein ist’.

Die Bestimmung des Verhidltnisses A == Ng/Np==1nmax A" fiir einen aus-
serhalb der Achse des Kreiszylinders liegenden Punkt Q (x,, yo,zo) — oder
allgemeiner fiir einen beliebigen Punkt Q(x,, yo, 2,) innerhalb eines zylindri-
schen oder stabformigen Kiivette mit iiberall gleichem Querschnitt und der
Linge [ —1aBt sich auf A% zuriickfiihren, wenn A% als Funktion von m
bekannt ist. Fiihrt man ndmlich in der Ebene von Q Polarkoordinaten r’, ¢
mit dem Anfangspunkt Q ein, und ist r"=r(¢) die Gleichung der Rand-
kurve des Querschnittes, so fmdet man nach einer einfachen Uberlegung das
Resultat

2n

* ’ I * .
A7 (Xos Yoy 203 Vmax, €) =5 [Ao (%, Ymax, M(), a)dfp (14)
' : 0 - :
mit - : :
r '
m(rp):—(li). _ (15)

Wir geben die éxpllzlte Form von m(p) fiir zwei
spezielle Falle an. a) Fiir einen kreisférmigen Querschmtt
(Fig. 3a) gilt

m(g) = —;— (VR =7 sin’ g — rocos ¢) =

- R V ry 2 . o ‘ ro .
—T[ 1— (E) sin P& COSq)]. (16)

b) Im Falle eines quadratischen Querschnitts (fiir die in
Fig. 3b dargestellte: Lage von Q und mit der halben Seiten-

liange R = a/2) erhilt man:
_n |
m (q>) R fir 0o =< ¢ (ctg @y =1— Q},
I cos ¢ == R
9 ur =P=®|C T — Py) == —1,
@)= T g W= e =0 clg P> B
' (7
. a=2R o . r
. R ITR
Fig. 3 m(g)=-——7———_ fir p,<@p=n, und m(p)=
I "Cos (r—ep)

=mQRa—¢) fir zLep=2n.

"3 In- den Figuren 2a und 2b wurden je vier Kurven mit « = 0,1y . (=0,02

bzw. 0,1) nicht gezeichnet, da sie sich von den entsprechenden Kurven .mit =0 kaum
unterscheiden lassen; ebenso fehlen in Fig.2¢ die Kurven (5, 0-5) und (5, 0), die nur um
4—6%0 unterhalb’ der Kurven (co, 0'5) bzw. (oo, 0) verlaufen wiirden. Die Kurven (>o, 50)
bzw. (0-2,50) der Fig. 2d hitten fiir w = 0,25, 0,50, 0,75 und 1 der Reihe nach die Ordina-
ten 2,3-103, 9,1-107, 1,4-1013 und 2,6- 1018 bzw. 27 102, 8,9-105, 6,5-10" und 6,9-101.
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Fig. 4 zeigt als Beispiel die
auf Grund von (14) und (17)
berechnete Verteilung der GroBe
A= Ay, wy; 5, 0°3) — mit R/l =
=0,9— langs fiinf, zur Erregungs-
richtung  senkrechten Geraden
(x,-Achsen, vgl.  Fig. 3b), die von
der Vorderfliche der Reihe nach

A e a 1,1

dxe.Abst‘ande 2,=0, I A 5 IR

: %1 und [ haben. Die ange-

gebenen Werte der Parameter
(/max 5 = 05 R/l»—09) ent-
sprechen ‘etwa dem Fall, in dem
“sich eine. Fluorescemlosung der ) S S S SO S

Konzentration ¢==2,5-10"" Mol/l 0 05 uwbxia)o—
in einer quaderférmigen Kiivetter Fig.4 Vertellung des Verhiltnisses A% (= Ny/Np.
der Linge [==1 cm, der Breite fiir ,,, = 1) der Dichten der sekundir und pri-
(und Hohe) 1,8 cm befindet, und mér angeregten Fluoresceinmolekeln lings zur -

die Erregungswellenlangel 436 Erregungsncmung senkrechten Geraden. (Niheres.
myu ist. siche im Text) -

_ Nachdem wir die Berechnung der relativen Verteilung der sekundar
-angeregten Zentren (d. h. die Berechnung der Funktionen ., und A) bespro-
chen haben, konnen wir die Formeln leicht angeben, die sich auf die unter
bestimmten Bedingungen beobachtbare spektrale Fluoreszenzstrahldichte:
(Quantenstromdichte) B d4’ beziehen. Wir nehmen an, daf von dem Fluo-
‘reszenzlicht jeweils ein mit gentigender Anndherung paralleles Biindel beob-
achtet wird*, dessen Querschnitt hinreichend klein gegen  die Austrittsfldche
ist. (Sonst hitte man eine mittlere Strahldichte zu berechnen, was eine weitere:
Integration — die Integration iiber den Querschnitt des Bundels — mit sich
bringen wiirde.) Die: Achse des zu beobachtenden Biindels soll im Falle
einer longitudinalen Beobachtung mit der z-Achse, und im Falle einer
transversalen Beobachtung mit der (im Abstand z, von der Vorderfliche
gelegten) x,-Achse zusammenfallen.

Aus (1) und (3) ergibt sich (51ehe z.B. Gl (7) in [1]) die bei der
'Longitudinalbeobachtung in der Mitte der Vorderfliche beobachtbare Fluores-
zenzstrahldichte nach

By dZ == deodyo CM'—e k) 1+AO dz, (18)

0_

. % Diesbeziiglich  wird es z.B. im Falle einer longitudinalen Beobachtung voraus-
gesetzt, daB die zur Beobachtung gelangenden Floureszenzstrahlen héchstens einen Winkeb
6 mit der Kiivettenachse' bilden, fir den tgé<<m gilt, und da das zu beobachtende
Oberilachenstiick der Losung Klein gegen R - ist.
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wobei durch den Faktor o/n* die Reflexionsverluste und die VergriBerung
des Raumwinkels beim Lichtaustritt beriicksichtigt werden, und C; ;- als
Abkiirzung fiir (o/47tn®) Exo kil f(X') steht. Die Fluoreszenzstrahldichte in
der Mitte der Riickfldche ergibt sich, indem man e-+(-% an Stelle von e-*»%
setzt, und im Falle der Transversalbeobachtung (in Richtung QO’, vgl. Fig.
3a—b) hat man e-*2% durch e*=, ferner 4, durch 4 zu ersetzen und nach
X, (statt nach z)) von O bis a=2R zu integrieren.

‘Die Formeln fiir B, enthalten in allen drei Féllen einen Faktor der
Form 142, wobei x=nma#" das Intensititsverhidltnis des zur Messung
gelangenden sekunddren und primdren Fluoreszenzlichtes bedeutet. Wenn
-diese Grole kleiner als Eins aber nicht sehr klein ist, so kann der dann
zu erwartende Einfluf} der tertidren, quaterndren usw. Fluoreszenzstrahlungen ‘
ndherungsweise  dadurch berﬁcksichtigt werden, daB man 14 durch
1/(1—zx) ersetzt, was der Annahme entspricht, daB die Intensititen der
primaren, sekundéren, tertidren usw. Fluoreszenzstrahlungen eine geome-
‘trische Reihe mit dem Quotienten » bilden.

Wir fassen die auf diese Weise gefundenen Resultate — in denen die
Abstiande 2, und x, in Bruchteilen der Linge / bzw. der Breite ¢« =2R der
Kiivette gemessen, also zy=w,/[, xo=1u,a, femer e¢=hil 8=kl 8" =kya
gesetzt werden — nachstehend zusammen. _

Unter den erwihnten Annahmen gilt fiir die monochromaﬂsche Fluores-
.zenzstrahldichte (Quantenstromdichte) Bi.

1) &ei longitudinaler Beobachtung, in der Mitte der Vorderfliche:

By == Egmuf@ye 2= 1 19)
M Aan? wmf(#)e a+pg 1—xny (19)
Jut -
1
« . -
#v = Nmax 1—_;(%5— e~ @ e 47T (wo) dw,; | (19a)
. 0
2) bei longitudinaler Beobachtung, in der. Mitte der Riickfliche:
I I il S
BA'_WE"O iy ()')C_' a—35 l—uxp (20)
.mit
: 1
B[ ot g3 (o) dw; (20a)
zp —']max 1 —é‘m)— 4 o(wo) 05

(]
3) bei transvetsalel Beobachtung (im Abstand z,= 1w, von der Vorderfliche):

1—e#* 1
By=—— E;o) () e ——= g 21
— %

4 g

i

it
%ty = Nmax 1—'_—"2—_13—,— f e A*(uy, wy) dut,. (21a)

0
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Hier bedeuten Ay(wgy) und A* (uo,wo) im Falle eines kreisformigen Quer-
schnitts (Fig. 3a) die in (12) angegebene bzw. die .nach (14) und (16) zu
berechnende Funktion, im Falle eines quadratischen Querschnitts (Fig. 3b)
dagegen die Funktlonen die man aus (14) und (17) fir r,=0 bzw. fir -
ro==|x,— R| erhilt.

Wie man aus den Glelchungen (19)—(21) unmittelbar ersieht, ruft die

~ Sekundirfluoreszenz dann eine spektrale Wirkung hervor, wenn die" Grofe
» von der Wellenlange 2' des Fluoreszenzlichtes abhangt. Diese Wellenldn-
genabhangigkeit und somit die spektrale Wirkung der Sekundérfluoreszenz.
kommt dadurch zustande, daj im allgemeinen” die rdumliche Verteilung der
sekundér angeregten Zentren von der der- primédr angeregten verschieden ist
(d. h. die Funktionen A% und 4* rdumlich nicht konstant sind, s. als Bei-
splele die Figuren 2 und 4), und daher liefert das durch die von A’ abhin-
gige Reabsorption geschwachte sekunddre Fluoreszenzlicht fiir zwe1 Wellen-

lanoen Z; und Z; zu der beobachtbaren Intensitit solche Beitrige B und B({,’

deren Verhaltms von dem der entsprechenden primdren Groéfien B“) und B(” '

im allgemeinen abweicht. Ein von 2/ unabhangiges » kann. bei der Beshm—
mung der absoluten Quantenausbeute 7, eine wesentliche Rolle spielen [2],
bei der Bestimmung des wahren Spektrums f(2) hat es aber keinen Einfluf.

Wird die Sekudirfluoreszenz bei der Bestimmung des wahren Emissions-
spektrums f(2)) der Lésung nicht beriicksichtigt, so erhdlt man an Stelle von
f(%) eine Naherungsfunktion fo(2), die bei den in (19)—(21) betrachteten
Beobachtungsweisen — bis auf einen von 4’ praktisch unabhingigen Faktor —

der Reihe nach durch die folgenden Ausdriicke bestimmt ist:

B
]—e#*

Das wahre Spektrum ercrxbt sich dann unter Berucksmhtloung der Sekundar-
fluoreszenz zu

fi(@)~3= “tP g, e(;:Z‘ B. '(2Za—c)l

(a+ﬂ) B}" ’

f (i'):const(l—Z)fo @) ' (23)
mit # = v, x; oder x,, vgl. (19a)—(21a). .

Nach Gl. (23) l1ait sich der griofite spektrale Einfluf3, der bei einer
bestimmten und unter den angegebenen Versuchsbedingungen untersuchten
Losung der Sekunddrfluoreszenz zugeschrieben werden kann;, zahlenmaBig -
durch den Faktor ‘

—Z (;’nlq\)

Omax — 1—__;‘(‘/117) (24) .

charakterisieren, wobei 2’ na und Ay, die Wellenlangen bedeuten fiir welche
die Grofe g= 1k im untersuchten Wellenldngenbereich™ des Emissionsspek-
trums ihren grofiten bzw. kleinsten Wert annimt. )
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§ 3. Meﬁergebnisse und Diskussion

Wir haben uns die Aufgabe geste]lt die spektrale Wnrkung der Sekun-
darfluoreszenz an einer alkalisch-wafirigen Fluoresceinlosung unter - Anwen-
dung jeder der erwihnten drei Beobachtungsmethoden zu untersuchen und
damit nachzupriifen, inwieweit die nach der oben festgelegten Auswertung
erhaltenen wahren Spektren miteinander {ibereinstimmen. Ein weiteres Ziel
 war, festzustellen, in welchem Mafl die theoretisch zu erwartende Unabhin-
gigkeit des F]uoreszenzspektrums von der Erregungswellenldnge erfiillt ist.

. Bei den Messungen, die im wesentlichen mit der gleichen Apparatur
wie in [1] und [4] ausgefiihrt wurden (hinter der Erregungslichtquelle stand
ein Monochromator an Stelle des Interferenzfilters), haben wir ein grofies
Gewicht auf die moglichst saubere Einhaltung der bei der Herleitung der
theoretischen Zusammenhange verwendeten Bedingungen — Parallelitit und
richtige Querschnitte der Lichtbiindel, gleichmdfige Beleuchtung bei der
Erregung, uvsw. — gelegt. ‘

Vor der Besprechung der
fir die spektrale Wirkung erhal-’
tenen Resuitate geben wir in
Fig. 5 ein Mefibeispiel dafiir, wie
-die Fluoreszenzintensitit — ge-
nauer B, — bei einer transver-
salen Beobachtung mit dem Ab-
stand z,=w,[ des beobachteten
Flachenstiickes von der beleuchte-

ten Vorderfliche abnimmt. (Es

waren: die Konzentration der

R Fluoresceinlosung ¢ = 2,5-107"

0 05 wl=z,/)—= 1 Mol/l,I=1 cm, der beleuchtete
Fig. 5. Abnahme der Fluoreszenzintensitit (der ~Querschnitt 18\<1 8 cm? 1=

monochromatischen Fluoreszenzstrahldichte By)
mit dem Abstand 2, = wy ! des beobachteten
Flachenstiickes von der beleuchteten Vorderfliche
bei transversaler Beobachtung, im Falle einer
Fluoresceinlésung. o: gemessene Werte,
2: theoretischer Verlauf. ohne bzw. mit Beriick-
sichtigung der Sekundirfluoreszenz. (Weiteres
siehe im Text) ‘

1 und -

520 m g, und nach unseren Absorp— ]
tionsmessungen e ==[k,== Ik, =
=0,440.) Bei Abwesenheit der
Sekundarfluoreszenz wire diese
Abnahme nach Gl. (21) eine expo-
nentielle: By ~e-«* (Kurve 1), die

Beriicksichtigung der- Sekundér-
fluoreszenz ergibt aber By~ e-*"/(1—7,). Wenn man x, nach (21a) mit den
in [2] bestimmten Wert 7q.x = 0,86 berechnet (z. B. gehoren zu w,=0, 1/4, 1/2,
3/4, 1 der Reihe nach die Werte »=0,106, 0,191, 0,210, 0,205, 0,129), erhilt
man fiir die letztere Verteilung die von-der Kurve 1 merklich verschiedene
Kurve 2, mit der 'die Messungen ziemlich gut iibereinstimmen. '
Beziiglich der spektralen Wirkung der Reabsorption und der Sekundir-
fluoreszenz haben wir -mehrere "Messungen durchgefiihrt, von deren Resul-
taten hier die folgenden wiedergegeben werden mogen. Die Fluoreszenz-
spektren einer alkalisch-widfirigen  Fluoresceinlésung der Konzentration

¢=>5-10"Mol/l wurden unter sechs verschiedenen Erregungs- und Beobach-
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Fig. 6. Die unter verschiedenen Erregungs- und Beobachtungsbedingungen aufgenommenen-
Fluoreszenzspektren einer- Fluoresceinlésung. Erregungswellenldnge bei 1a, 2a, 3a: =436 mu,
bei 1b, 2b,3b: 2 =490mgu. la und 1b bzw. 2a und 2b beziehen sich auf longitudinale
Beobachtung auf der Vorder- bzw. Riickfliche, 3a und 3b dagegen auf eine {ransversale
Beobachfung. ¢ @ e: unmittelbar gemessene, o o o: nur fiir Reabsorption korrigierte,
x x x: auch fiir Sekundérfluoreszenz korrigierte Quantenspekiren. (Weiteres siehe im Text)
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tungsbedingungen aufgenommen (Fig. 6). Die Fille 1a und 1b beziehen sich
auf longitudinale Beobachtungen in der- Mitte der Vorderfliche, 2a und 2b
auf diejenigen in der Mitte der Riickfliche, 3a und 3b auf transversale Beob-
achtungen; a und b entsprechen dabei der Erregungswellenlinge /=436
" mg bzw. 490 mg. Bei jeder der vier longitudinalen Beobachtungen waren:
Schichtdicke {=10,5 c¢m, Radius der beleuchteten kreisrunden Fliche R=0,5
cm, also m= R/l=1. Bei den transversalen Beobachtungen befand' sich die
Losung in einer quaderformigen Kiivette der Ldnge /=1,8 cm und der Breite
a==1 cm, die beleuchtete quadratische Vorderflache hatte den Querschnitt
a*=1 cm? das beobachtete Stiick der Seitenfliche war im Abstand z,=0,5 cm
von der Vorderﬂache (Das Dbeobachtete Fliachenstiick von der Grofie
0,2 cm X 0,04 cm entsprach dem Bild, das die vor dem Spalt des Spektral-
'photometers befindliche Linse von dem Spalt in der Ebene der betreffenden
Seitenflache entwirft.)

Fig. 6 zeigt fiir jeden der sechs Fille drei Spektren, namlich das unmit-
telbar gemessene (Bi), das nur fiir die Reabsorption korrigierte [f,(4), s-
(22a—c)] und schlielich das mit Beriicksichtigung der Sekundérfluoreszenz
erhaltene Quantenspektrum [f(4), s. (23)]. Die Spektren — bei denen es hier
nur auf Relativwerte ankommt — wurden so dargestellt, daB die unmittelbar
gemessenen Werte By fiir //=>550 mu die gleiche Ordinate haben, und die .
dem EinfluB der-Reabsorption und der Sekundirfluoreszenz entsprechenden
. Korrektionsfaktoren wurden so normiert, daff sie alle fiir '=550 mu gleich

Eins seien; dann’ sind sie auch fiir pe >550mue mit grofier Annaherung
_gleich Ems denn in diesem Wellenldngenbereich iiben weder Reabsorption
noch Sekundarﬂuoreszenz einen merklichen EinfluB auf den spektralen Ver-
lauf aus. Von den zur Sekundarfluoreszenz-Korrektion notwendigen »-Werten
— die nach (19a) bis (21a), unter Zugrundelegung des von uns aufgenom-
menen Absorptionsspektrums, des - fiir 7 (4’) geltenden WawiLowschen’
Gesetzes und des schon erwdhnten Wertes ). = 0,86 berechnet wurden —
geben wir, mit Riicksicht auf (24), die Werte x(4'min) =2 (590 mg) und
% (Vmax) =% (495 my), ferner die den groften spekiralen Einflul der -
Sekundarﬂuoreszenz charakterlslerenden Faktoren omax fiir die sechs Fille
., 3b an: .

Fall la 1b 2a 2b - 3a 3b

% (590 m ) 0205 | 0,191 | 0204 | 0190 | 0,195 | . 0,260
% (495 m u) 0184 | 0,141 | 0202 | 0375 | 0,170 | 0,224
Omax 1028 | 1,062 | 1,003 | 07718 | 1,031 1,049

Der génaue Vergleich der entsprechenden Spektren der Fig. 6 ergibt
folgendes. = Sieht man von den Mefipunkten fiir A’=495 mu — wobei die
‘Messungen infolge der kleinen Intensitit nicht hinreichend genau waren —
ab, so betragen die maximalen Abwexchungen der sechs unmittelbar gemes-
senen Quantenspektren voneinander fiir 27=>520, 515, 510, 505 und 500 m
der Reihe nach 11%,, 34°%,, 66,, 150°, und 350”/0, bei den nur fiir Reab-
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sorption korngxerten Spektren betragen die entsprechenden Abwelchunqen
1,9, 3,1%,,5,5,, 14%, und 25°,, bei den auch fiir die Sekundirfluoreszenz
korrigierten Spektren aber nur 1,4%, 1,6%, 3,0, 5,0°, und 3,9°%, d. h. die
letzteren Abweichungen liegen innerhalb der Fehlergrenze von etwa -+ 3“/0
-unserer Messungen. :

Bei einigen weiteren Messungen, die an Losungen durchgefiihrt wurden,
fiir welche das Produkt aus der Konzentration und der Schichtdicke grofier
als in den obigen Fillen war, war die Ubereinstimmung weniger' gut, was
wahrscheinlich durch die bei den grofieren z-Werten zu erwartende Unzu-
fdnglichkeit der hinsichtlich der tertidren, quaterndren,... Fluoreszenzen ver-
wendeten -Annahme [1 4% — 1/(1—2z)] bedmgt ist’. Immerhin “war, in allen
Fillen, die Ubereinstimmung zwischen den mit Beriicksichtigung der Sekun-
darfluoreszenz erhaltenen Spektren merklich besser als zwischen denjenigen,
bei den nur der Einfluf der Reabsorption (des primiren Fluoreszenzlichtes)
in Betracht gezogen wurde.

Auf Grund der obigen und der friiheren Untexsuchungen (1], [4], die
sich auf den EinfluB der Schichtdicke und der Konzentration bezogen, -
scheint uns als berechtigt, wenigstens fiir Fluoresceinlosungen folgendes aus-
sagen zu diirfen: Die Unterschiede, die bei den nur mit. Riicksichtnahme der
Reabsorption erhaltenen Fluoreszenzspektren von Losungen je nach der Be-

- .obachtungsweise, der Schichtdicke, der Konzentration und der Erregungswellei-
ddnge auftreten konnen, scheinen bei den nach der quantitativen Beriicksichti-
gung der Sekundarfluoreszenz gewonnenen Spektren — bei den wahren Fluo-
feszenchektren -—. nicht vorhanden zu sem .
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