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. Es werden Bestimmungsmethoden fiir die Quantenausbeute und das Fluoreszenzspektrum
von fluoreszierenden Losungen mittels Erregungslichtquellen mit kontinuierlichem bzw. stark
verbreiterte Linien enthaltendem Spektrum beschrieben. Es wird gezeigt, daB auch im Falle nicht
streng monochromatischer Erregung verhiltnismiBig einfache Auswertungsformeln verwendbar
sind. Mit den beschrichenen Methoden wurden Untersuchungen an Losungen von Fluorescein,
Rhodamin B und Trypaflavin durchgefiihrt. Die erhaltenen Ausbeutewerte und die Fluoreszenz-
spektren werden tabellarisch mitgeteiit.

§ 1. Bei der Untersuching einiger Gesetze der molekularen Lumineszenz, wie

z. B. bei der Kontrolle des sogenannten WAwiLowschen Gesetzes [1] und der Ab-
hingigkeit des Fluoreszenzspektrums von der Erregungswellenliinge [2], tritt die
Notwendigkeit der Verwendung von Erregungslichtquellen mit kontinuierlichem
Spektrum auf. Wenn wir bei Untersuchungen mit solchen Lichtquellen die stérende
Wirkung der Sekundirfluoreszenz durch die Verminderung der Schichtdicke [3]
der bestrahlten Losung beseitigen, oder auf ein leicht in Rechnung zu ziehendes
MaB reduzieren wollen, so wird bei Anwendung eines photoelektrischen Spek-
trophotometers von iiblicher Empf indlicb’keit [4] die spektrale Bandbreite des Erre-
. gungslichtes im allgemeinen 5—10 mp nicht unterschreiten diirfen. (Bei Erregung
durch die verbreiterten Linien der oft angewandten QuecKsilberhochstdrucklampen
wird ebenfalls mit einer spektralen Bandbreite von 3—6 mp zu rechnen sein [5].)
Die groBlere Bandbreite des Erregungslichtes wird im allgemeinen die Kompliziert-
heit der zur Auswertung der unmittelbaren MeBergebnisse anzuwendenden Formeln
mit sich bringen [6), aber — wie es auch unsere experimentellen Untersuchungen
unterstiitzen — konnen solche Schichtdicken gewidhlt werden, bei denen a) die
Fluoreszenzintensitdt noch .gut meBbar ist, b) die storende Wirkung der Sekundér-
fluoreszenz bloB einen Fehler von einigen Prozenten verursacht und gleichzeitig
¢) die zur Auswertung notigen mathematischen Zusammenhiinge bzw. numerischen
Berechnungen selbst bei Reihenuntersuchungen keine besondere Schwierigkeiten

bereiten. :
§ 2. Zur Bestimmung der absoluten Quantenausbeute n einer fluoreszierenden
Losung oder des Quantenspektrums f,(1) der Fluoreszenz mittels einer Erregungs-
_lichtquelle mit kontinuierlichem Spektrum ist es zweckmiBig, das folgende Ver-
fahren bzw. die folgende Rechnungsmethode anzuwenden.
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Zuerst bilden wir auf den Eintrittsspalt eines photoelektrischen Spektrophoto-:
meters eine Magnesiumoxydflache ab und bestrahlen wir diese mit einem FErre-
gungslichtbiindel von 5—10 my Bandbreite des durch ein Interferenzfiiter oder einen
Monochromator durchgelassenen Lichtes der Lampe, und zwar so, daB das Erre-
gungslichtbiindel mit der Kollimatorachse des Spektrophotometers nahezu parallel
sei, d. h. mit letzterer einen Winkel 3 < 20° einschlieBe. Bezeichnen wir in diesem
Falle mit 7,(2) die Intensitit des Photostromes bei Einstellung des Apparates auf
eine Wellenldnge 1, und mit (%) bei Belichtung der Magnesiumoxydfliche durch
ein aus einer Lichtquelle der Farbtemperatur 7 gewonnenes Lichtbiindel, dessen
Quantenverteilung ¢(1) bekannt ist; sei g(1)/I{2) = Q(4). Setzen wir dann an
Stelle der Magnesiumoxydfliche eine diinne, planparallele Schicht der zu unter-
suchenden Lo&sung, die eine Dicke / besitzt, und bestrahlen wir diese durch das

- Erregungslichtbiindel unter dem erwihnten Winkel 3. (Die Vorderfliche der die
Losung enthaltenden Kiivette werde senkrecht zur Kollimatorachse des Spektropho-
tometers eingestellt.) Die Intensitidt des durch das Fluoreszenzlicht hervorgerufenen
Photostromes bei der Einstellung des Spektrophotometers auf die Wellenlange A
sei mit /(A1) bezeichnet. :

-+Fiir den Zusammenhang der Quantenausbeute und der Photostrome I.(1),

bzw. I.(2) kann eine mit guter Anndherung giiltige Formel erhalten werden, bei
deren Herleitung die Ausgangsgleichungen der fiir die Ausbeutemessung ausge-
arbeiteten WawIiLowschen Methode [7], sowie der wohlbekannte fluoreszenzphoto-
metrische Zusammenhang fiir breitbandige Erregung [6] beniitzt wurden. Nach
unseren einfachen, aber langwierigen Berechnungen, auf die ‘wir hier nicht eingehen
wollen (s. den Anhang) ergab sich, daB fir die auf das Erregungsband bezogene -
mittlere Quantenausbeute #,, ohne Korrektion fiir die Sekundérfluoreszenz, die
Gleichung
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mit guter Anndherung giiltig ist, wenn das Produkt aus dem Max1mum des Absorp- -
tionskoeffizienten 4(4) und der Schichtdicke / nicht groBer als 4 ist. In (1a) bedeutet
fq(lo) den Wert der normierten Quantenverteilungsfunktion der Fluoreszenz bei
einer, der Maximumstelle des Emmissionsspektrums naheliegenden Wellenlinge A,,
n den Brechungsindex der Losung, r (= 0,98) den Reflexionskoeffizienten des
Magnesiumoxyds;-der dem Werte 0,9 -nahestehende Faktor p bezieht sich auf die
Reflexionsverluste; die mit emem Querstriche bezeichneten Grofen in (la)

e inax
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lassen sich graphisch oder numerisch-leicht bestimmen. Die Formel (1a) bzw. die

mit ihr verbundene Ausbeutebestimmungsmethode erscheint deshalb als besonders
vorteilhaft, weil bei Reihenmessungen, die mit Verdnderung der Konzentration
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und der Schichtdicke verkniipft sind — z. B. bei der Untersuchung der Konzentra-
tionslgschung — die Integrale k™ nur einmal zu bestimmen sind.

Ist die Intensitit der Fluoreszenz bzw. die Empfindlichkeit des beniitzten
Spektrophotometers groB genug, so ist es zweckmiBig, den Wert der erwihnten
Grofle kpyax -/ durch Wahl von [ derart zu verringérn, daB3 die vorige kleiner als
etwa 0,1 sei. In diesem Falle vereinfacht sich Gl. (la) wesentlich, es gilt nimlich,
mit eineim Fehler nicht groBer als 0,59, die Gleichung

ny = I(Z0) dn’rQ(2,) cos (9/n) A
0 T .
1 - —

DY ———

(1b)
) 3 cos (/)

Bei der Herleitung dieser Niherungsformel aus (la) wurde vorausgesetzt, daB der™
Absorptionskoeffizient bei der Wellenldnge A, nur etwa 1/10 des k,,,, betrigt. In
den meisten Fillen kann man 4, tatsichlich so wihlen, dall diese Bedingung in
der Nidhe der Maximumstelle des Fluoreszenzspektrums erfiillt sei.

Ist die Bedingung k. ...I < 0,1 erfiillt, so ist die zur Bestimmung des Fluores-
zenzspektrums zu verwendende Auswertungsformel ebenfalls sehr einfach. Aus: der
im Anhange angegebenen Ausgangsgleichung (5) erhalten wir ndmlich durch eine
leichte Rechnung die Beziehung

- 1=
" f,(4) = const. I ()Q(%) —— —. NG
. (1_ k(zz)l)z_ %kzl 7

Wenn weiters noch k2 Ilk < 0,2 ist (s. Anhang), so besteht innerhalb der erwahnten
Fehlergrenze die noch emfachere Niherungsformel

1) = const. I,(HQ) W @
2

Die Giiltigkeit der auf das Fluoreszenzspektrum beziiglichen beiden letzten Glei-
chungen wird unter den gegebenen Bedingungen durch die Sekundirfluoreszenz nicht
beeinfluBit [3]. Wenn dagegen das Intensitidtsverhiltnis der sekunddren und priméiren
- Fluoreszenzen nicht mehr zu vernachldssigen ist, so ist die wahre Ausbeute aus
den durch (1a) und (I1b)y gegebenen Niherungswerten nach der in [5] mitgeteilten
Methode zu berechnen.

§ 3. Es wurden unter den in § 2 angegebenen Versuchsbedmgungen — teilweise
auch zur Kontrolle der Verwendbarkeit der beschriebenen Methode — Messungen
an wiBrigen Losungen des Fluoresceins bzw. an Athylalkohol-Losungen des
Rhodamin B und des Trypaflavins durchgefiihrt. Als Spektrophotometer wurde
ein Apparat des Typs ,,Optica Milano CF4” verwendet.

Bei der Bestlmmung der absoluten Quantenausbeute diente zur Herstellung des
Erregungslichtes eine Xenonlampe XBO 501 und ein Doppelmonochromator. Durch
_ das so gewonnene monochromatische Licht wurde ein. Flidchenstiick von 0,7 cm X
x 1,8 cm an der Vorderfliche der Kiivette bestrahlt und etwa 0,2 cm x 1,0 cm die-

2%
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ses Flachenstiickes auf den Eintrittspalt des Spektrophotometers abgebildet. Fiir
die Bestimmung der Empfindlichkeitsfunktion Q(4) des Spektrophotometers wurde
eine von der Firma OSRAM auf bekannte Farbtemperatur eingestellte Lampe
verwendet. .

Tabelle I
Nr. Konlzvig}/rf tion c:n kmax -1 7o
1 2-10-5 5-10-2 0,111 0,44
2 » 1,25 -10-1 0,278 0,43
3 ” _ 2,5-10-1 0.555 0.42
4 5-10-5 ~1-10-2 0,055 0.46
5 » 5-10-2 0,277 0.43
6 ” 1-10-1 0,556 0.42

Nach der Aufnahme der Absorptions- und Emissionsspektren der untersuchten
Losungen wurde der Verlauf der Funktion 1,(4) fiir die zur Erregung der einzelnen
Losungen beniitzten Banden bestimmt, und zwar so, daB die Maximumstellen dieser
Funktionen mit Hilfe des Doppelmonochromators in die Nihe der- Wellenlinge .
des Absorptionsmaximums der einzelnen Losungen eingestellt waren. Die Maximum-
stelle von I(4) lag im Falle des Trypaflavins, des Fluoresceins und des Rhodamin
B der Reihe nach bei 466, 492 und 557 my; die fiir die Messung der Fluoreszenzin-
tensititen — in der Nihe der Fluoreszenzmax1ma — gewahlten Wellenlangen waren
490, 512 bzw. 572 my.

‘Tabelle 11
Koo | Eesngmeletinge |
Fluorescein im Wasser mit 3%, NaOH.. 5:10~5 = 492 0,93
Trypaflavin ih C,HsOH mit 3-10-3 2-10-5 ) 0,43
) und x~ 466
MoOl/ITHCl .........cviiiiiannennn. 5-10-5 :
Rhodamin B im C;HsOH mit '
3-10-3MolJ/IHCL................... 4:10-5 ~ 557 0,53

In Tabelle I sind die charakteristischen Versuchsdaten unserer Untersuchungen
am Trypaflavin sowie die fiir diesen Stoff erhaltenen Ausbeutewerte als Beispiel
dargestellt. Zur Auswertung der MeBdaten wurde in den Fillen 1 und 4 (s. Ta-
belle' I) die sehr einfache Formel (1b), in den iibrigen Fillen die Formel (1a) ange-
wendet. Es ist zu bemerken, daBl nach den numérischen Berechnungen die Glieder

-des durch Reihenentwicklung erhaltenen Ausdruckes im Nenner von (la) im all-
gemeinen sehr rasch abnehmen, so stéhen z. B. im Falle der 5. Zeile der Tabelle I
die drei, k, k2, &3 enthaltenden Glieder des Nenners im Verhiltnis 100:12,02:0, 99
zueinander.
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Im Falle des Trypaflavins iibertraf nach unseren Rechnungen das Intensitits-.
verhéltnis des sekundidren und der primédren Fluoreszenz in keinem der in Tabelle I
angefiihrten Fille den Wert 0,03, was besagt, da3 bei der angewendeten Methode
der von der sekundidren Fluoreszenz herrithrende Fehler von max. 3% innerhalb
der Fehlergrenzén. der Messung und Auswertung lag.

- Aus den Ergebnissen unserer Messungen zur Bestimmung der absoluten Quan-
tenausbeute ergaben sich als wahrscheinlichste Werte fiir die Losungen der drei
Stoffe die in Tabelle IT mitgeteilten Angaben. '

Die Sekundirfluoreszenz verursachte allein bei Rhodamin B eine merkhche
etwa 6% betragende scheinbare Erhshung der Quantenausbeute, welche rechnerisch
in Betracht gezogen wurde. Die Abweichung der Quantenausbeute 0,93 des Fluores-
ceins von dem bei Erregung einer Losung derselben Konzentration mit der Wellen-
linge 436 mp erhaltenen Werte 0,87 [5] weist auf die’Abhingigkeit der absoluten .
Quantenausbeute von der Erregungswellenlinge auch in STOKESschem Gebiete hin,
worauf auch aus den im Gange bef mdhchen Untersuchungen der- Autoren zu
schlieBen ist. . o : ! ;

. . Tabelle III/A
Fluorescein, 5-10-4 Mol/l im Wasser mit- 3%/ NaOH. Erregungswellenlange 436 mu

Sa®) Sa@®) S
A fqmax A 1Oof‘,max , A . 100 fqmax
480 1,5 508 C 1950 540 48,2
482 2,1 510 97,2 545 41,7
4384 3,3 512 98,9 550 : 36,9
486 5,6 513 ) 100,0 - 555 - 32,0
488 8,4 514 99,1 560 28,1
490 12,5 516 97,8 565 - 23,5
492 17,6 518 93,7 570 19,7
494 23,1 520 89,0 575 16,8
496 32,3 - 522 83,7 580 13,5
498 44,2 ¢ 524 78,8 . 585 11,4
500 56,3 526 . 73,6 ’ 590 . 8,3
502 68,4 | . 528 . 68, 595 71,6
504 78,7 530 .62, 600 6,5
506 87,8 535 55,0 ; :

Bei der Bestimmung der Fluoreszenzspektren auf Grund. von (4) ist die Auf-
-nahme der spektralen Verteilung des Erregungslichtes — wie auch aus der Formel
ersichtlich — nicht notig, was iibrigens im Falle der zur Erregung sehr geeigneten
verbreiterten Spektrallinien der Quecksilberhochstdrucklampen ziemlich schwierig
ist. Diese Schwierigkeit ist zwar. auch dadurch auszuschalten, daB durch Verrin-
gerung der Spaltbreite des zur Filtrierung des Erregungslichtes dienenden Mono-
chromators das Erregungsbiindel in dem Mafle monochromatisch gemacht wird, daB
zur Bestimmung des Fluoreszenzspektrums die wohlbekannte Korrektionsformel
[6] fiir monochromatische Erregung beniitzt werden kapn. In solchen Fillen ist
aber die Schichtdicke infolge der geringen Erregungsintensitit- stark zu erhoéhen,
was das Auftreten der spektralen Stérwirkung der Sekundirfluoreszenz nach sich
zieht. Die auf (4) beruhende Bestimmungsmethode der Fluoreszenzspektren er-
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scheint also bei Verwendung nicht nur von Gliih- und Xenonlampen, sondérn auch
von Quecksilberhochstdrucklampen vorteilhaft.

Bei der genauen Bestimmung der Fluoreszenzspektiren des Fluoresceins, Try-
paflavins 'und des Rhodamin B wurde -— mit Riicksicht auf das oben Gesagte —

Tabelle 1II/B

Trypaﬂavm, 3+10-4 Mol/l, im C;HsOH mit 3 - 10-3 Mol/l HCL
Erregungswellenliéinge: 436 my

Ja®) £ Sa®)

A 100 2 ’ oo . 2 100 =22
450 0,8 484 90,4 530 48,3
452 1,0 - 436 94,2 535 44,5
454 1,5 488 98,6 540 39,0
456 2,3 490 100,0 - 545 34.1
458 2,8 492 99,6 550 29,3
460 5,5 494 99,2 555 25,5
462 8.4 496 96,8 560 213
464 123 498 94,9 . 565 19,2
466 17.3 500 91,8 - 570 15,9
468 24,1 502 88,4 575 13,8
470 31,8 504 84,9 580 11,8
472 41,0 506 82,7 585 9,7
474 50,4 508 79,7 590 8,5
476 60,5 .510 76,2 595 7.8
478 70,0. 515 68,0 600 6.3
480 7.7 520 62,0 . 605 5.2
482 85,0 ' 525 55.4 610 4.9.

' Tabelle IIT/C ] .
Rhodamin B, 2 10 5 Mol/l, CzH,OH mit 3 -10-3 Mol/l HCL. Erregungswellenlange 546 mu

fa() Sa(d) fad)
A‘ 100 YT o 100 7w . 100 Foman
520 0,6 568 83,6 - ] - 600 53,7
525 1,7 570 90.4 602 - 47,6
530 3,3 572 95,6 " 604 44,9 -
532 4,9 574 - 98,6 606 42,0
534 6,0 576 '100,0 , 608 39,7
536 9,1 578 99,9 610 37,7
538 13,7 580 98,4 615 35,6
540 18,3 582 - 95,4 620 33,0
Erregungsband 584 90,8 625 27,9
554 23,9 586 843 . 630 21,0
556 31,7 . . 588 . 79,2 635 19,2
558 ' 40,3 590 73,3 . 640 : 17,5
560 50,3 . 392 66.6 645 15,5
562 . 594 . 594 63,6 650 " 132
564 - 68,0 596 62,1
566 -. © 76,8 598 . 56,4
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die Bedingung k,..'/ < 0,1 eingehalten. Zur Aufnahme der Spektren wurde die im
Vorhergehenden schon beschriebene Versuchseinrichtung bentitzt; die Herstellung
des Erregungslichtes erfolgte aber mittels des mit einer Quecksilberhdchstdruck-
lampe HBO 200 kombinierten Doppelmonochromators, den wir schon bei den
Ausbeutemessungen verwendet hatten. Auflerdem wurden im Falle des Fluoresceins
auch Messungen durchgefiihrt, bei denen zur Herstellung des Erregungslichtes eine
von. der stabilisierten Stromquelle des Spektrophotometers gespeiste Gliihlampe
von 50 W und ein Interferenzfilter SIF 460 diente.

Die Werte der Verteilungsfunktion f,(%) der Fluoreszenz sind in den Tabellen
IITIA, 1B und IIIC zusammengefaft.

" Anhang

a) Bei der Herleitung der in der Arbeit angegebenen Naherungsformeln wurde davon aus-
gegangen, daB unter den vorausgesetzten Versuchsbedingungen die spektrale Fluoreszenzleucht-
dichte B(2), im Quantenstrom ausgedriickt,

. B()=

nofa(Ae 0[? k(A)/cos ("9/”) [1 N e—[co’s‘((';)/n) +k(%’)]l]d}‘ (5)

s ) EO L@ T kicos @y
0

betrdgt. Die hier auftretende, bisher nicht definierte GréBe E(4) bedeutet die spektrale Quanten-
stromdichte des Erregungslichtes an der Vorderfliche der bestrahiten Kiivette. (Beziiglich dieser
GL. s. S. 38—=40 von [6].) In GL. (5) steht nicht %, sondern 7, da hier die Sekundérfluoreszenz nicht
‘beriicksichtigt ist. Die Wellenldnge des Fluoreszenzlichtes ist zur Unterscheidung von der Integra-
tionsveriinderlichen A mit A’ bezeichnet. Die im § 2 definierten Photostrome I.(4) bzw. I;(1) des
Photoelektronenvervielfachers (bzw. Photozelle) des Spektrophotometers hingen mit B(1) bzw.
mit E(A) durch die Gleichungen

B(4) = CI{(A) Q%) y (6a)
bzw. '

EG) = 'c% (DO : (6b)

zusammen. C ist eine von der optischen Anordnung'und von den Daten des Spektrophotometers
abhingige, jedoch von Z unabhingige Konstante. Gl. (6b) beruht auf dem LamMBERTschen Streu-
ungsgesetz [7]. Die Gleichungen (1a) und (1b) wurden aus (5) derart hergeleitet, daf3 nach Reihen-
entwicklung des. Exponentialausdruckes — auf Grund entsprechender Abschatzung — Vernach-
lassigungen vorgenommen wurden, wobei die beschriecbene Wahl von 4 eine wesentliche Rolle

" spielte.

b} Gl. (3) 14Bt sich aus (l1a) dadurch ableiten, dall man in dem Nenner der rechten Seite von
(1a) das &3 enthaltende Glied vernachlissigt, o durch die beliebige Wellenlange 2 ersetzt, im Koeffi-

zienten von k2.den Ausdruck k(2)! vernachlissigt und den Koeffizienten von k durch (1—k(A)I/2)
anndhert. In Gl. (3) sind die von 2 unabhidngigen Faktoren in einem Faktor der

Form const. [k — k2 1/2 cos ($/n)] -zusammengezogen; so nahert 51ch der Bruch in der rechten
Seite von (3) fiir k(1) >0 dem Werte Eins.

¢) Um (4) statt (3) anwenden zu kénnen, ist es — wie es aus einer einfachen Rechnung her-
vorgeht — nur notwendig, daB

—<01 . : M

sei. Durch Anwendung eines clementaren Mittelwertsatzes der Integralrechnung ldBt sich beweisen,
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daB die Ungleichung (7) besteht, wenn fiir das Verhilinis des Minimal- bzw. Maximalwertes
K'min bzw. k’max des Absorptlonskoefﬁzwnten k(2) im Spektralgeblete der Erregungsbande

Kminlkmax > Skmax'l @

gilt. AilS (8) ist es ersichtlich, daB im Falle einer nicht zu breiten Erregungsbande leicht eine Schicht-
dicke ! zu finden ist, bei welcher die Auflerst einfache Korrektionsformel (4) anwendbar ist.

* * %

Die Verfasser sprechen auch an dieser Stelle Herrn Prof. A. Bubo, dem Leiter
des Institutes fiir sein anhaltendes Interesse und seine wertvollen Ratschlédge ihren
aufrichtigen Dank aus.
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OIIPEAEJIEHHME BbIXOZA W CHOEKTPA ®JAYOPECIIEHUMH IPU NIPUMEHEHUU
BO3BYKIAIOIIMX UCTOYHUKOB CBETA C PACIHMPEHHBIMHU JIMHUAMU

H. Ketuce,neru; H. dombu, P. Xopsau, H. Xesewuw u JI. Kosxma

B pafote omucelBalOTCH IKCHEPHMEHTANbHHE METOAB ONpeAeseHHA abcOJIOTHOTO
BLIX0JA I CNEKTPA (UIyODECUEHUHH PACTBOPOB NpH NDHMEHEHHH BO36YXXAAKIHX HCTOUHHKOR -
cBera, 06AaJal0WHX CIJIOWIHLIM CREKTPOM HJIH CNEKTPOM ¢ pPacUliPeNHHMH JHliuaMu. Brue
MOK&3aHO, YTO OTHOCHTEJBHO MpOCThieé (POPMYJKI MOryT ObITh NPHMEHEHH AJA pacyera Bbl-
Xoaa H cnektpa (JyopecleHUHH JlaXke NPH He CTPOrO0 MOHOXPOMAaTHUECKOM BO3GYXKAeHHIL.
JAsTopbl cenann HM3MepenHs ONHCAHHEIMH MeTOAaMH B cJydyae DacTBOpPoR (JyopecueHHa,
pozaMuHa B n TpiunadJasuna. Ilpuseneds noayuenHsie AaHHEIE /17 BHIXOAA M TaGHILbE
CNEeKTPOB JyopecueHIH.



