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ТОНКОСТРУКТУРНЫЕ СПЕКТРЫ И КИНЕТИКА
ЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ ХЛОРОФИЛЛА И ЕГО ПРОИЗВОДНЫХ

Дается обзор исследований по тонкоструктурным спектрам хлорофиллоподобных моле-
кул при селективном лазерном возбуждении, а также по кинетическим измерениям,
относящимся к этой проблеме.

Введение

Десяток лет назад были сделаны первые попытки получить тонкострук-
турные электронно-колебательные (вибронные) спектры важнейшего
фотосинтезирующего соединения хлорофилла а (Хл а). Метод
Шпольского (т. е. внедрение молекул в н-алкановые матрицы), исполь-
зованный для получения квазилинейчатых спектров порфиринов при
77 К [Д, дал обещающие результаты в случае Хл а при 4,2 К [2 * 3 ],
однако спектры оказались плохо воспроизводимыми. Цель этих работ
можно сформулировать как доведение спектроскопии хлорофиллопо-
добных молекул до уровня, достигнутого к этому времени для менее
сложных органических молекул. Следует отметить, что незадолго до
этого решались некоторые принципиальные вопросы сйектроскопии
твердого тела наличие фононных крыльев в спектрах растворенных
в твердой матрице молекул и природа мультиплетов в спектрах Шполь-
ского [4 ].

Новый этап в изучении спектров хлорофилла начался благодаря
применению лазерных источников возбуждения. Природа бесструктур-
ных полос флуоресценции молекул в аморфных системах была разъяс-
нена Р. И. Персоновым с сотрудниками, которые обнаружили яркое
проявление узколннейчатой структуры при резонансном лазерном воз-
буждении на примере молекулы перилена [s ].

Мы наблюдали возникновение тонкой структуры при селективном
лазерном возбуждении спектра флуоресценции Хл а при 4,2 К в раз-
личных неалкановых растворителях [ 6 ]. Однако в данном случае ин-
терпретация спектров превращалась сама по себе в трудную задачу
из-за сложности изучаемых систем. С целью четкого различения харак-
теристик, присущих самим изучаемым молекулам, и эффектов, возни-
кающих в связи со спецификой способа получения спектров, нами было
проведено соотаетствующее теоретическое рассмотрение [7 ].

Как известно, вибронные спектры молекулярной Примеси в крис-
талле состоят из узкой чисто электронной o—o-линии,0 —0-линии, сопровождаемой
широким фононным крылом, а также ее повторений по внутримолеку-
лярным колебаниям [ B ]. Для сложных молекул в органических матри-
цах эта информация часто теряется из-за большого неоднородного уши-
рения. Селективное возбуждение монохроматическим светом частично
снимает это уширение [ s ], но наблюдаемые параметры по сравнению с
установленными теорией однородных спектров значительно изменяются
[7 ]. Так, ширина бесфононной линии (БФЛ) складывается из однород-
ных ширин линий поглощения и флуоресценции. Фононное крыло в
спектре излучения содержит три компоненты: 1) истинное крыло,
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2) огибающую большого числа возбуждаемых через фононное крыло
БФЛ и 3) сумму их фононных крыльев. В результате относительная
интенсивность БФЛ значительно ослабляется.

При возбуждении в области вибронных переходов наиболее ярким
эффектом является возникновение O—О-мультиплета0 —О-мультиплета «псевдолиний». Эти
БФЛ отстоят от возбуждающей линии на расстояниях, равных частотам
колебаний молекулы в возбужденном электронном состоянии.

Знания этих основных положений теории достаточно для расшиф-
ровки структуры спектров флуоресценции и возбуждения. Более деталь-
ные теоретические трактовки даны в последующих публикациях, на-
пример, в [9 ].

В настоящей работе приводится сводка результатов наших исследо-
ваний по тонкоструктурным спектрам Хл а и его ближайших аналогов,
а также по кинетическим измерениям в условиях спектрально селектив-
ной регистрации.

Результаты и обсуждение

При комнатной и азотной температурах спектры поглощения и люми-
несценции хлорофиллоподобных молекул состоят из сравнительно широ-
ких см~ л ) полос. Возбуждение на вибронном спутнике т. н.
Q (0, 0)-полосы поглощения приводит при гелиевой температуре к воз-

Рис. 1. Спектры флуоресценции феофитина b в эфире при
возбуждении лазером на красителе на длинах волн Х е 601

(слева) и 612 нм (справа), Т = 5 К-
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Рис. 2. Спектр возбуждения протофеофитнна в эфире при моно-
хроматической регистрации Л/ = 638 нм. Выходная мощность

лазера поддерживалась постоянной по спектру.

никновению богатой линейчатой структуры в o—o-полосе0—0-полосе флуоресцен-
ции. Такие многолинейчатые спектры наблюдались как для Хл а, так
и для его производных феофитина а (Фф а), Хл Ь, Фф Ь, протохло-
рофилла (ПХл) и других [ lO-12 ]. В качестве матрицы можно использо-
вать практически любой органический растворитель, но из соображе-
ний устойчивости пигментов для большинства измерений выбирался
диэтиловый эфир. На рис. 1 для примера показаны спектры флуорес-
ценции Фф b в случае двух длин волн возбуждения. Около линий ука-
заны частоты (сж-1 ), определенные из спектра как расстояния до воз-
буждающей линии. Согласно реферируемым выше соображениям, они
представляют собой колебательные частоты в возбужденном электрон-
ном состоянии S\. Для ряда хлорофиллоподобных соединений мы полу-
чили таким путем наборы около 30 активных в вибронном переходе
колебательных частот. Эти колебания проявляются непосредственно в
спектрах возбуждения при монохроматической регистрации (рис. 2),
которые весьма удобны для извлечения данных об относительных ин-
тенсивностях. Анализу колебательной структуры будет посвящена от-
дельная статья (предварительную интерпретацию см. в [ l2 ]).

В принципе, во всех спектрах флуоресценции (таких, как на рис. 1)
присутствуют повторения o—o-линий по частотам колебаний в основ-
ном электронном состоянии S O, Но из-за наложения огромного числа
слабых линий и их фононных крыльев эта область крайне неудобна для
анализа. Более чистый спектр получается при резонансном o—o-возбуждении,0 —0-воз-
буждении, однако оказалось, что .в этом случае происходит быстрое
убывание линий по механизму фотохимического выжигания [ l3 ]. Час-
тоты основного состояния хлорофиллов определялись также методами
ИК-поглощения и комбинационного рассеяния [ l4 ]. Большинство частот
Si- и So-состояния хорошо согласуются между собой.

Обсуждая вопросы, связанные с неоднородным уширением спектров
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такого соединения, как Хл а и его аналогов, нельзя пренебрегать воз-
можностью комплексообразования. Давно известно, что Хл а в жидких
или замороженных растворах способен к образованию разной степени
сольватов через атом магния. С другой стороны, для Хл a in vivo
существует несколько спектральных и функциональных фоцм, причем в
последнее время разнообразными методами разложения пытаются вы-
делить все большее число подполос [ 15 > 16].

Исследования по оптически детектированному микроволновому ре-
зонансу (ОДМР) показали, что основная полоса Хл а 670 нм в непо-
лярных растворителях с полярными примесями принадлежит моносоль-
ватной форме [ l7 ]. Дальнейшие измерения методом ОДМР в сочета-
нии с селективной регистрацией флуоресценции [lß ] выявили корреля-
цию между значениями нуль-полевого расщепления триплетного состоя-
ния D и Е, с одной стороны, и энергией o—o-перехода0 —0-перехода в пределах неод-
нородного уширення, с другой.

Отметим, что из чисто феноменологической трактовки неоднород-
ного уширення [ 7- 9 ] логически следует вывод об отсутствии корреля-
ции между энергиями Si — S -и 7\ So-переходов, что подтвердилось
и экспериментально [l9 ]. Уменьшение величин D и Е с уменьшением
частоты S\ So-перехода в ПХл иХл а [ lß ] свидетельствует о том, что
неоднородное уширение в пределах полосы моносольватов определяется
весьма ограниченным числом физических параметров, влияние которых
на Sr и Грсостояние взаимосвязано. По-видимому, молекулы хлоро-
филла вступают во взаимодействие с молекулами растворителя преиму-
щественно через определенные боковые группы.

Было изучено также влияние неоднородного уширення на некоторые
кинетические свойства. Такой важный параметр, как время жизни Х\
возбужденного электронного состояния Хл а, оказался зависящим от
длины волны регистрации Я/ в пределах неоднородной полосы [2o ]. При
увеличении концентрации в значениях Т/ проявлялся перенос энергии
вниз по контуру неоднородного уширення (см. также [2l ]).

Триплетные состояния ранее изучались такими методами, как флеш-
фотолиз, ЭПР и др. Сравнительно недавно была обнаружена фосфорес-
ценция хлорофиллов [ 22 ], однако из-за ее слабости приходилось для ис-
следования их Tl-состояния привлекать все новые методы. Выше уже
упоминался один из них ОДМР с регистрацией по флуоресценции.
Нами разработана еще одна чисто оптическая методика измерение
временной зависимости интенсивности флуоресценции после включения
прямоугольного возбуждающего импульса (т. н. метод флуоресцентного
детектирования триплетного состояния) [23 ]. Лазерное возбуждение
мощностью ~10 мВт достаточно для создания высокой стационарной
заселенности Т\- состояния хлорофиллов. Приближение к стационарному
состоянию отражается в падении интенсивности флуоресценции с засе-
лением триплета (рис. 3). Этот метод имеет ряд достоинств можно
ограничиться оптическими измерениями, исследовать микроколичества
веществ, непосредственно определять заселенность триплетного состоя :

ния, а также другие параметры. Кроме того, этим способом обнару-
жена связь между л/ в неоднородной полосе флуоресценции и пара-
метрами триплетного состояния [23 ] на коротковолновом краю
спектра флуоресценции хт растет.

Таким образом, прослеживается весьма четкая зависимость ряда
спектрально-кинетических параметров молекулы от энергии S\ So-пе-
рехода для Хл а и его аналогов в системах с неоднородным ушире-
нием. Эта зависимость гладкая, и нет необходимости вводить конечное
число различных подмножеств молекул (т. н. спектральных форм).
Этот вывод нельзя, конечно, непосредственно переносить на in vivo
системы.

В результате сложения однородных ширин БФЛ как при возбужде-
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Рис. 3. Кривая спада интенсивности флуоресценции про-
тохлорофилла в эфире при Т 77 К- Возбуждение
прямоугольными импульсами мощностью 200 мВт/cm2 на
длине волны 441,6 нм, регистрация 625 нм. Показаны
относительные заселенности триплетного п т и основного

синглетного п0 состояний.

нии в вибронной области, так и в o—o-полосе0 —0-полосе (с регистрацией на ви-
бронных повторениях) наблюдаемая ширина определяется уширением
колебательных подуровней, составляющим несколько смг х . Регистрации
же строго резонансной флуоресценции препятствует наличие рассеян-
ного света. Эта трудность была преодолена применением метода фото-
химического выжигания провала, с помощью которого для Хл а было
достигнуто спектральное разрешение Av/v = 1,5-106 (более подробно
см. [24 ]).

Не потеряли своей актуальности и стремления к получению тонко-
структурных спектров путем выбора специальных матриц-растворите-
лей. Удалось показать, что вполне отчетливые спектры Шпольского
можно получить для растворенных в н-алканах феофорбидов, т. е. хло-
рофиллов без магния и фитола [ 2s ]. Такие спектры имеют преимуще-
ство с аналитической точки зрения данной молекуле в данном раст-
ворителе всегда соответствует определенный мультиплет, не зависящий
от частоты неселективного возбуждения. Добавим, что избавление от
примесей в количестве ниже 10~3 по отношению к основному пиг-
менту трудновыполнимая в случае хлорофиллоподобных молекул
задача [26 ].

В итоге можно констатировать, что за последние годы в спектро-
скопии хлорофиллоподобных молекул достигнуты определенные ус-
пехи повышено спектральное разрешение и внедрены новые методы
определения кинетических параметров.

В заключение выражаю глубокую благодарность К. К- Ребане за
поддержку выбранного направления и за многократные обсуждения
результатов. Я также благодарен К. X. Маурингу, А. П. Суйсалу и
Р,. П. Тамкиви за участие в совместных исследованиях.
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R. A. AVARMAA
KLOROFÜLLI JA TA DERIVAATIDE LUMINESTSENTSI

PEENSTRUKTUURSED SPEKTRID JA KINEETIKA

On antud ülevaade klorofüllisarnaste molekulide peenstruktuursetest spektritest selek-
tiivsel laserergastusel ja sellega seotud kineetilistest mõõtmistest.

R. A. AVARMAA
FINE-STRUCTURE SPECTRA AND KINETICS OF LUMINESCENCE

OF CHLOROPHYLL AND ITS DERIVATIVES

A review is given on the fine-structure spectra of chlorophyll-like molecules under
selective laser excitation, as well as on the related kinetic measurements.
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	Untitled

	ПИКОСЕКУНДНАЯ СПЕКТРОСКОПИЯ КОМПЛЕКСОВ ПОРФИРИНОВ С ПЕРЕХОДНЫМИ МЕТАЛЛАМИ IV ПЕРИОДА ПЕРИОДИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ ЭЛЕМЕНТОВ
	Рис. 1. Спектры поглощения Fe(II)-(пиридин)2 тетрафенилпорфина в пиридине в основном синглетном гsо-состоянии (кривые /); в возбужденном триплетном (кривая 2 на рис. а), нулевая задержка по отношению к возбуждению, хт < Ю-11 с; после отщепления пиридина (кривая 2на рис. б), задержка 20 пс. Время жизни '—ЛбО пс. Абсолютная погрешность измерения короткоживущих спектров составляет 0,04—0,05 ед. оптической плотности.
	Рис. 2. Спектры поглощения Сг(Ш)- (фенол) октаэтилпорфина в толуоле в основном 45о-состоянии (кривая 1)\ в возбужденном 2’4’67Vcoctohнии (кривая 2), нулевая задержка по отношению к возбуждению, хт < <10-11 с; в rd-состоянии (кривая 3), задержка 15 пс, хd = 30 пс. Абсолютная погрешность измерения возбужденных состояний составляет 0,03—■ 0,05 ед. оптической плотности. Часть поглощения в области полос Q (0,0) и Q (0,1) вызвана поглощением в основном состоянии из-за неполной конверсии в возбужденные состояния.
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	ТОНКОСТРУКТУРНЫЕ СПЕКТРЫ И КИНЕТИКА ЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ ХЛОРОФИЛЛА И ЕГО ПРОИЗВОДНЫХ
	Рис. 1. Спектры флуоресценции феофитина b в эфире при возбуждении лазером на красителе на длинах волн Хе 601 (слева) и 612 нм (справа), Т = 5 К-
	Рис. 2. Спектр возбуждения протофеофитнна в эфире при монохроматической регистрации Л/ = 638 нм. Выходная мощность лазера поддерживалась постоянной по спектру.
	Рис. 3. Кривая спада интенсивности флуоресценции протохлорофилла в эфире при Т 77 К- Возбуждение прямоугольными импульсами мощностью 200 мВт/cm2 на длине волны 441,6 нм, регистрация 625 нм. Показаны относительные заселенности триплетного пт и основного синглетного п0 состояний.

	ПРОЯВЛЕНИЕ МЕЖМОЛЕКУЛЯРНЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ В ТОНКОСТРУКТУРНЫХ СПЕКТРАХ ХЛОРОФИЛЛА И ЕГО АНАЛОГОВ
	Рис. 1. Спектры флуоресценции хлорофилла а (а) и феофитина (б) в эфире при Т 4,2 К: при широкополосном возбуждении в УФ-области, —t— при лазерном возбуждении.
	Рис. 2. Спектры флуоресценции нейтральной формы копропорфирина-Ш в смеси эфира с хлороформом (а) и его ионной формы в Н2O -г 10%-ная НСI (б) при Т = 4,2 К: при широкополосном возбуждении в УФ-области; —при лазерном возбуждении.
	Рис. 3. Фрагменты тонкоструктурных спектров ионной формы копропорфирина-Ш в Н2O + 10%-ная НСI (нижние кривые) и с 10%-ной добавкой этанола (верхние кривые), Ялаз = 5880 Ä, Т = 4,2 К-

	ТОНКОСТРУКТУРНЫЕ СПЕКТРЫ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ МЕТАЛЛОКОМПЛЕКСОВ ПОРФИНА ПРИ СЕЛЕКТИВНОМ ЛАЗЕРНОМ ВОЗБУЖДЕНИИ И 4,2 К
	Рис. 1. Тонкоструктурный электронно-колебательный спектр флуоресценции Mg-порфина в пленке поливинилбутнраля при селективном лазерном возбуждении (сплошная линия) Я,В0зб = = 5724 Ä и бесструктурный спектр флуоресценции (штриховая линия) при возбуждении излучением ксеноновой лампы в область полосы Соре.
	Рис. 2. Участок спектра флуоресценции Mg-порфина при двух ориентациях анализатора (Z- и Х-компоненты без учета поправки на поляризующее действие установки), К поправочный коэффициент.
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	ПРИМЕНЕНИЕ МЕТОДА ФДМР ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ХЛОРОФИЛЛОПОДОБНЫХ МОЛЕКУЛ
	Рис. 1. Блок-схема ФДМР-спектрометра (сокращения при ведены в тексте).
	Рис. 2. (0,0)-Мультиплет Шпольского (слева) в спектре флуоресценции и спектры ФДМР (справа) для протопорфирина-IX в н-октане.

	МЕХАНИЗМЫ ВЫЖИГАНИЯ ПРОВАЛОВ В СПЕКТРАХ ХЛОРОФИЛЛА И ФЕОФИТИНА
	Рис. 1. Установки для измерения провалов в спектрах флуоресценции (вверху) и возбуждения (внизу): Ль Л2 лазеры, Mi, М2 модуляторы фосфороскопа, ЗТ затвор, СФ система счета фотонов, МКА многоканальный анализатор, ГИ генератор импульсов, ЛН лампа накаливания, С селектор длины волны, Э эталон.
	Рис. 2. Резонансный провал и его фононное крыло в спектре флуоресценции протохлорофилла в смеси эфир—бутанол при Т 5 К,- Спектры измерены по схеме бокскара без задержки {]) и с задержкой 15 мс (2) после выжигания, разность спектров 2 и 1 в увеличенном масштабе (5).
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	МОДЕЛЬ ПРЕВРАЩЕНИЯ ЦЕНТРОВ ПРИ ВЫЖИГАНИИ ПРОВАЛА В СПЕКТРАХ ХЛОРОФИЛЛА
	Рис. 1. Спектры возбуждения хлорофилла а в эфир—бутаноле до (/) и после выжигания линией 676,4 нм в течение 0,5 (2), 5 (5) и 30 мин (4). Интенсивность выжигания 200 мВт/сц2, Т = 4,2 К, С = 10~5 моль-л~К
	Рис. 2. Изменение интенсивности флуоресценции хлорофилла а в эфир-бутаноле из-за темнового восстановления при возбуждении на длине волны 678 нм.

	ПРИМЕНЕНИЕ СПЕКТРОСКОПИИ ВЫЖИГАНИЯ ПРОВАЛОВ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ ПЕРВИЧНЫХ ПРОЦЕССОВ ФОТОСИНТЕЗА
	Рис. 1. Фрагменты спектров суспензий клеток Chlamydomonas reinhardii 516-За при 4,2 К после 8 мин облучения светом 698,4 нм (а) и после 20 мин облучения светом 689,9 нм (б); зависимости максимальной глубины провалов первого (б) и второго (г) типов от длины волны облучения. Полуширина (гауссова) аппаратной функции при выжигании и регистрации 0,2 нм. Оптическая плотность на длине волны 673 нм составляла 2,1 (а, б) и 1,0 (в, г).
	Рис. 2. Фрагменты спектров суспензий клеток Chlamydomonas reinhardii 420/7 при 4,2 К в присутствии 50 мМ феррицианнда после 40 мин облучения светом 679,8 нм (а) и 684,6 нм (б); зависимости максимальной глубины провалов обоих типов (в, г) от длины волны облучения. Полуширина аппаратной функции при выжигании и регистрации 0,036 нм. Оптическая плотность на длине волны 672 нм составляла 1,1.

	ФОТОНИКА ХЛОРОФИЛЛА И ЕГО АНАЛОГОВ В КОНЦЕНТРИРОВАННЫХ РАСТВОРАХ И АССОЦИАТАХ
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	Концентрационные зависимости относительных квантовых выходов флуоресценции (/), образования триплетных состояний (2) и времени жизни триплетного состояния (5) феофитина а в касторовом масле (а), хлорофилла а в касторовом масле (б), Аl—Cl-фталоцианина в диметилформамиде (б) и Na-флуоресцеина в глицерине (г). В, у t = —9O (а, б), —196 (в) и —BO°С (г); тГ -> / = —l96°С (а—г).

	ПЕРЕНОС ЭЛЕКТРОННОГО ВОЗБУЖДЕНИЯ В ХОДЕ КОЛЕБАТЕЛЬНОЙ РЕЛАКСАЦИИ
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	Рис. 2. о»гп (■%) в случае быстрой релаксации,рассчитанная по формуле (6) (ы2 = 0,5); Р{х) поляризация люминесценции как функция частоты возбуждения (см. [3j).
	Рис. 3. Деполяризация многофононного резонансного комбинационного рассеяния как функция от частоты рассеяния z, рассчитанная по формуле (8) для частот возбуждения Zo = 1 (/), 1/2 (2), 0 (3), -1/2 (4) и -1 (5).

	ПЕРЕНОС ЭНЕРГИИ ЭЛЕКТРОННОГО ВОЗБУЖДЕНИЯ С УЧАСТИЕМ МОЛЕКУЛ ХЛОРОФИЛЛА И ЕГО ПРОИЗВОДНЫХ
	Рис. 1. Падение степени поляризации PJPq (/), квантового выхода В/В0 (2) и времени жизни возбужденного состояния т/т0 (3) люминесценции хлорофилла а (А), хлорофилла b (Б), феофитина а (В) и 4-винил-протохлорофилла (Г) в касторовом масле с ростом концентрации, Т = 293 К-
	Рис. 2. Изменение относительного квантового выхода люминесценции протохлорофилла в смешанных ассоциатах при возрастании относительной концентрации различных акцепторов (/ хлорофилл а, 2 Pd-феофитин а, 3 Cu-феофитин а, 4 бактериохлорофилл). Исходная концентрация протохлорофилла С 10~SМ = const, Г = 293 К-
	Рис. 3. Зависимость относительного квантового выхода образования триплетных молекул (А) и относительного квантового выхода люминесценции (Б) растворов хлорофилла а в касторовом масле при Т = 183 К от интенсивности импульсного фотовозбуждения.
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	ИССЛЕДОВАНИЕ ГОМОПЕРЕНОСА ЭНЕРГИИ с помощью спектрально СЕЛЕКТИВНОЙ КИНЕТИКИ НИЗКОТЕМПЕРАТУРНОЙ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ ХЛОРОФИЛЛОВ
	Рис. 1. Неоднородное распределение (HP) низкотемпературных однородных спектров молекул. Показаны бесфононные линии (БФЛ) и фононные крылья (ФК) спектров флуоресценции (Ф) и поглощения (П). Стрелкой указано направление ПЭ.
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	ПИКОСЕКУНДНАЯ ФЛУОРОМЕТРИЯ ПРОЦЕССА ДИФФУЗИИ ЭКСИТОНА В ПИГМЕНТНОМ АППАРАТЕ ХЛОРОПЛАСТОВ ВЫСШИХ РАСТЕНИЙ
	Рис. 1. Зависимость длительности (а) и квантового выхода (б) флуоресценции светособирающей антенны от энергии одиночного лазерного импульса, к = 535 нм. Кривые построены по формулам (5).
	Рис. 2. Температурные зависимости т флуоресценции зацентровых форм Хл а: Tegs (-0. Т720 (2), т7з2 (5). Сплошные кривые построены по формулам (8).
	Рис. 3. Функциональная схема первичных процессов фотосинтеза в хлоропластах высших растений.

	ИЗУЧЕНИЕ ПИКОСЕКУНДНОЙ КИНЕТИКИ ИЗЛУЧЕНИЯ ФРАГМЕНТОВ ХЛОРОПЛАСТОВ С ПОМОЩЬЮ СИНХРОННО НАКАЧИВАЕМОГО ЛАЗЕРА НА КРАСИТЕЛЕ И СПЕКТРОХРОНОГРАФА
	Рис. 1. Схема экспериментальной установки: БУ блок управления ЭОП, С•— двойной спектрометр с вычитанием дисперсии (собран на базе двух МДР-2), Л линза, Д диафрагма, Ф фильтр, К криостат, 0 объектив, СК, система контроля качества работы лазеров. На вставке кривая затухания флуоресценции ФС И. Возбуждение 647 нм. 1 измеренная кривая, 2 она же с поправкой на чувствительность аппаратуры.
	Рис. 2. Зависимость времени затухания флуоресценции ФС I и ФС II от длины волны регистрации при температурах окружающей среды (кривые U, 12, 3) и 77 К {2ь 22, 4,5). Длина волны возбуждения во всех случаях 647 нм, за исключением кривой 4, которая получена возбуждением на 703 нм. Интенсивность возбуждения 1,9-1017 фотон/смР-с для ФС I и 5,0-1018 фотон/см?-с для ФС 11. Приведены также низкотемпературные спектры флуоресценции частиц ФС I и ФС 11, указана погрешность определения т и спектральная ширина щелей спектрометра.
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	КИНЕТИКА И МЕХАНИЗМЫ МИГРАЦИИ ЭНЕРГИИ ПРИ ФОТОСИНТЕЗЕ
	Рис. 1. Л Спектр поглощения суспензии хроматофоров, выделенных из пурпурной фотобактерии Rh. rubrum. Полосы при 880 и 800 нм принадлежат переходу So~*Si соответственно для антенного хлорофилла и небольшой фракции хлорофилла реакционного центра РBOO. АА Разностный спектр «свет минус темнота», полученный для того же препарата на дифференциальном спектрофотометре, где две идентичные кюветы с суспензией хроматофоров помещались в оба оптических канала прибора и затем один из них освещался постоянным, насыщающим фотосинтез светом.
	Рис. 2. Кинетика пикосекундных изменений абсорбции суспензии хроматофоров Rh. rubrum под действием пикосекундного возбуждающего импульса с длиной волны 900 нм. Оптическая плотность образца при 900 нм составляла 0,4 ед. Длительность импульса 30 пс, энергия порядка 3-103 фотон-см~2 на засвечиваемой площади кюветы, равной примерно 2 мм2. Накопление по 120 импульсов в каждой точке. Кривая 1 кинетика исчезновения электронных возбужденных состояний антенного хлорофилла ВBBO, снятая по поглощению этих молекул Si->S„ при 800 нм, 'где электрохромные изменения абсорбции пигмента РЦ РBOO отсутствуют; кривая 2 суммарная кинетика исчезновения электронных возбужденных состояний антенного хлорофилла и электрохромных изменений абсорбции пигмента РBOO в РЦ, зарегистрированная при 810 нм\ кривая 3 получена вычитанием кривой 1 из кривой 2 и построена в линейном и логарифмическом (на вставке) масштабах.
	Рис. 3. Спектры пикосекундных изменений абсорбции под действием возбуждающих импульсов (все данные, как на рис. 2). А Спектр снят при низкой интенсивности возбуждающих импульсов (менее 1015 фотон-см~2), совпадающих по времени с зондирующими импульсами. Б Спектр снят также при нулевой задержке зондирующих импульсов относительно возбуждающих, но при высокой интенсивности последних (более 1017 фотон-см~2).
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	ТЕОРЕТИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ АБСОРБЦИОННЫХ ИЗМЕНЕНИЙ В РЕАКЦИОННЫХ ЦЕНТРАХ ФОТОСИНТЕЗИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ
	Рис. 1. Схема энергетических уровней РЦ: 1 основное состояние системы; 2 и 4 возбужденные уровни РBOO и Р870; 3 их совместное возбуждение; 5—7, 10 основной и возбужденные уровни состояния PF; 8и 9 основное и возбужденное состояния P+Q~. We, WQ и Wm скорости продольной релаксации.
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	ВЛИЯНИЕ МАГНИТНОГО ПОЛЯ НА КИНЕТИКУ ПЕРЕНОСА ЭЛЕКТРОНА МЕЖДУ ДИМЕРОМ ХЛОРОФИЛЛА И ФЕОФИТИНОМ В ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ РЕАКЦИОННЫХ ЦЕНТРАХ
	Рис. 1. Энергетическая схема первичных реакций бактериального фотосинтеза. Р димер бактериохлорофилла, / бактериофеофитин. Основное синглетное, синглетное и триплетное состояния мономеров хлорофилла обозначены индексами sq, s и г. возле Р соответственно. Синглетное и триплетное состояния радикальной пары Р+l~ также обозначены индексами s и т соответственно. kc, kf, ks, kT константы скоростей соответствующих реакций. L (m) величина эффективного резонансного взаимодействия.
	Рис. 2. Зависимость R{H), построенная по формуле (6), для Р(оо) = 0,6 ( ), 0,8 ( ) и Н\/2 = 0,05 (-0, 0,1 (2), 0,2 (5) и 0,3 кГс (4).
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	Сенсибилизация Pd-тетрафенилпорфином 52-+?0-флуоресценции Cd-тетрабензопорфина. Cd-ТБП (С = 5-К)-6 М) и Pd-ТФП (С = 3,6-10-SМ) в пиридине при Т = 273 К: 1 спектр поглощения Cd-ТБП; 2 спектр поглощения Pd-ТФП; 3 спектр замедленной КВФ Cd-ТБП, сенсибилизованной Pd-ТФП (АВO3б 514,5 нм; /ВОзб = = 2,5-10'9 квант/(см2-с); ААрег = 0,2 нм); 4 КВФ в отсутствие Pd-ТФП (при тех же АВO3б, /возб и ДАрег)-
	Рис. 1. Спектры поглощения Fe(II)-(пиридин)2 тетрафенилпорфина в пиридине в основном синглетном гsо-состоянии (кривые /); в возбужденном триплетном (кривая 2 на рис. а), нулевая задержка по отношению к возбуждению, хт < Ю-11 с; после отщепления пиридина (кривая 2на рис. б), задержка 20 пс. Время жизни '—ЛбО пс. Абсолютная погрешность измерения короткоживущих спектров составляет 0,04—0,05 ед. оптической плотности.
	Рис. 2. Спектры поглощения Сг(Ш)- (фенол) октаэтилпорфина в толуоле в основном 45о-состоянии (кривая 1)\ в возбужденном 2’4’67Vcoctohнии (кривая 2), нулевая задержка по отношению к возбуждению, хт < <10-11 с; в rd-состоянии (кривая 3), задержка 15 пс, хd = 30 пс. Абсолютная погрешность измерения возбужденных состояний составляет 0,03—■ 0,05 ед. оптической плотности. Часть поглощения в области полос Q (0,0) и Q (0,1) вызвана поглощением в основном состоянии из-за неполной конверсии в возбужденные состояния.
	Рис. 1. Спектры флуоресценции феофитина b в эфире при возбуждении лазером на красителе на длинах волн Хе 601 (слева) и 612 нм (справа), Т = 5 К-
	Рис. 2. Спектр возбуждения протофеофитнна в эфире при монохроматической регистрации Л/ = 638 нм. Выходная мощность лазера поддерживалась постоянной по спектру.
	Рис. 3. Кривая спада интенсивности флуоресценции протохлорофилла в эфире при Т 77 К- Возбуждение прямоугольными импульсами мощностью 200 мВт/cm2 на длине волны 441,6 нм, регистрация 625 нм. Показаны относительные заселенности триплетного пт и основного синглетного п0 состояний.
	Рис. 1. Спектры флуоресценции хлорофилла а (а) и феофитина (б) в эфире при Т 4,2 К: при широкополосном возбуждении в УФ-области, —t— при лазерном возбуждении.
	Рис. 2. Спектры флуоресценции нейтральной формы копропорфирина-Ш в смеси эфира с хлороформом (а) и его ионной формы в Н2O -г 10%-ная НСI (б) при Т = 4,2 К: при широкополосном возбуждении в УФ-области; —при лазерном возбуждении.
	Рис. 3. Фрагменты тонкоструктурных спектров ионной формы копропорфирина-Ш в Н2O + 10%-ная НСI (нижние кривые) и с 10%-ной добавкой этанола (верхние кривые), Ялаз = 5880 Ä, Т = 4,2 К-
	Рис. 1. Тонкоструктурный электронно-колебательный спектр флуоресценции Mg-порфина в пленке поливинилбутнраля при селективном лазерном возбуждении (сплошная линия) Я,В0зб = = 5724 Ä и бесструктурный спектр флуоресценции (штриховая линия) при возбуждении излучением ксеноновой лампы в область полосы Соре.
	Рис. 2. Участок спектра флуоресценции Mg-порфина при двух ориентациях анализатора (Z- и Х-компоненты без учета поправки на поляризующее действие установки), К поправочный коэффициент.
	Рис. 1. Блок-схема ФДМР-спектрометра (сокращения при ведены в тексте).
	Рис. 2. (0,0)-Мультиплет Шпольского (слева) в спектре флуоресценции и спектры ФДМР (справа) для протопорфирина-IX в н-октане.
	Рис. 1. Установки для измерения провалов в спектрах флуоресценции (вверху) и возбуждения (внизу): Ль Л2 лазеры, Mi, М2 модуляторы фосфороскопа, ЗТ затвор, СФ система счета фотонов, МКА многоканальный анализатор, ГИ генератор импульсов, ЛН лампа накаливания, С селектор длины волны, Э эталон.
	Рис. 2. Резонансный провал и его фононное крыло в спектре флуоресценции протохлорофилла в смеси эфир—бутанол при Т 5 К,- Спектры измерены по схеме бокскара без задержки {]) и с задержкой 15 мс (2) после выжигания, разность спектров 2 и 1 в увеличенном масштабе (5).
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	Рис. 1. Спектры возбуждения хлорофилла а в эфир—бутаноле до (/) и после выжигания линией 676,4 нм в течение 0,5 (2), 5 (5) и 30 мин (4). Интенсивность выжигания 200 мВт/сц2, Т = 4,2 К, С = 10~5 моль-л~К
	Рис. 2. Изменение интенсивности флуоресценции хлорофилла а в эфир-бутаноле из-за темнового восстановления при возбуждении на длине волны 678 нм.
	Рис. 1. Фрагменты спектров суспензий клеток Chlamydomonas reinhardii 516-За при 4,2 К после 8 мин облучения светом 698,4 нм (а) и после 20 мин облучения светом 689,9 нм (б); зависимости максимальной глубины провалов первого (б) и второго (г) типов от длины волны облучения. Полуширина (гауссова) аппаратной функции при выжигании и регистрации 0,2 нм. Оптическая плотность на длине волны 673 нм составляла 2,1 (а, б) и 1,0 (в, г).
	Рис. 2. Фрагменты спектров суспензий клеток Chlamydomonas reinhardii 420/7 при 4,2 К в присутствии 50 мМ феррицианнда после 40 мин облучения светом 679,8 нм (а) и 684,6 нм (б); зависимости максимальной глубины провалов обоих типов (в, г) от длины волны облучения. Полуширина аппаратной функции при выжигании и регистрации 0,036 нм. Оптическая плотность на длине волны 672 нм составляла 1,1.
	Untitled
	Untitled
	Рис. 2. о»гп (■%) в случае быстрой релаксации,рассчитанная по формуле (6) (ы2 = 0,5); Р{х) поляризация люминесценции как функция частоты возбуждения (см. [3j).
	Рис. 3. Деполяризация многофононного резонансного комбинационного рассеяния как функция от частоты рассеяния z, рассчитанная по формуле (8) для частот возбуждения Zo = 1 (/), 1/2 (2), 0 (3), -1/2 (4) и -1 (5).
	Рис. 1. Падение степени поляризации PJPq (/), квантового выхода В/В0 (2) и времени жизни возбужденного состояния т/т0 (3) люминесценции хлорофилла а (А), хлорофилла b (Б), феофитина а (В) и 4-винил-протохлорофилла (Г) в касторовом масле с ростом концентрации, Т = 293 К-
	Рис. 2. Изменение относительного квантового выхода люминесценции протохлорофилла в смешанных ассоциатах при возрастании относительной концентрации различных акцепторов (/ хлорофилл а, 2 Pd-феофитин а, 3 Cu-феофитин а, 4 бактериохлорофилл). Исходная концентрация протохлорофилла С 10~SМ = const, Г = 293 К-
	Рис. 3. Зависимость относительного квантового выхода образования триплетных молекул (А) и относительного квантового выхода люминесценции (Б) растворов хлорофилла а в касторовом масле при Т = 183 К от интенсивности импульсного фотовозбуждения.
	Рис. 1. Неоднородное распределение (HP) низкотемпературных однородных спектров молекул. Показаны бесфононные линии (БФЛ) и фононные крылья (ФК) спектров флуоресценции (Ф) и поглощения (П). Стрелкой указано направление ПЭ.
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	Рис. 1. Зависимость длительности (а) и квантового выхода (б) флуоресценции светособирающей антенны от энергии одиночного лазерного импульса, к = 535 нм. Кривые построены по формулам (5).
	Рис. 2. Температурные зависимости т флуоресценции зацентровых форм Хл а: Tegs (-0. Т720 (2), т7з2 (5). Сплошные кривые построены по формулам (8).
	Рис. 3. Функциональная схема первичных процессов фотосинтеза в хлоропластах высших растений.
	Рис. 1. Схема экспериментальной установки: БУ блок управления ЭОП, С•— двойной спектрометр с вычитанием дисперсии (собран на базе двух МДР-2), Л линза, Д диафрагма, Ф фильтр, К криостат, 0 объектив, СК, система контроля качества работы лазеров. На вставке кривая затухания флуоресценции ФС И. Возбуждение 647 нм. 1 измеренная кривая, 2 она же с поправкой на чувствительность аппаратуры.
	Рис. 2. Зависимость времени затухания флуоресценции ФС I и ФС II от длины волны регистрации при температурах окружающей среды (кривые U, 12, 3) и 77 К {2ь 22, 4,5). Длина волны возбуждения во всех случаях 647 нм, за исключением кривой 4, которая получена возбуждением на 703 нм. Интенсивность возбуждения 1,9-1017 фотон/смР-с для ФС I и 5,0-1018 фотон/см?-с для ФС 11. Приведены также низкотемпературные спектры флуоресценции частиц ФС I и ФС 11, указана погрешность определения т и спектральная ширина щелей спектрометра.
	Рис. 1. Л Спектр поглощения суспензии хроматофоров, выделенных из пурпурной фотобактерии Rh. rubrum. Полосы при 880 и 800 нм принадлежат переходу So~*Si соответственно для антенного хлорофилла и небольшой фракции хлорофилла реакционного центра РBOO. АА Разностный спектр «свет минус темнота», полученный для того же препарата на дифференциальном спектрофотометре, где две идентичные кюветы с суспензией хроматофоров помещались в оба оптических канала прибора и затем один из них освещался постоянным, насыщающим фотосинтез светом.
	Рис. 2. Кинетика пикосекундных изменений абсорбции суспензии хроматофоров Rh. rubrum под действием пикосекундного возбуждающего импульса с длиной волны 900 нм. Оптическая плотность образца при 900 нм составляла 0,4 ед. Длительность импульса 30 пс, энергия порядка 3-103 фотон-см~2 на засвечиваемой площади кюветы, равной примерно 2 мм2. Накопление по 120 импульсов в каждой точке. Кривая 1 кинетика исчезновения электронных возбужденных состояний антенного хлорофилла ВBBO, снятая по поглощению этих молекул Si->S„ при 800 нм, 'где электрохромные изменения абсорбции пигмента РЦ РBOO отсутствуют; кривая 2 суммарная кинетика исчезновения электронных возбужденных состояний антенного хлорофилла и электрохромных изменений абсорбции пигмента РBOO в РЦ, зарегистрированная при 810 нм\ кривая 3 получена вычитанием кривой 1 из кривой 2 и построена в линейном и логарифмическом (на вставке) масштабах.
	Рис. 3. Спектры пикосекундных изменений абсорбции под действием возбуждающих импульсов (все данные, как на рис. 2). А Спектр снят при низкой интенсивности возбуждающих импульсов (менее 1015 фотон-см~2), совпадающих по времени с зондирующими импульсами. Б Спектр снят также при нулевой задержке зондирующих импульсов относительно возбуждающих, но при высокой интенсивности последних (более 1017 фотон-см~2).
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	Рис. 1. Схема энергетических уровней РЦ: 1 основное состояние системы; 2 и 4 возбужденные уровни РBOO и Р870; 3 их совместное возбуждение; 5—7, 10 основной и возбужденные уровни состояния PF; 8и 9 основное и возбужденное состояния P+Q~. We, WQ и Wm скорости продольной релаксации.
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	Рис. 1. Энергетическая схема первичных реакций бактериального фотосинтеза. Р димер бактериохлорофилла, / бактериофеофитин. Основное синглетное, синглетное и триплетное состояния мономеров хлорофилла обозначены индексами sq, s и г. возле Р соответственно. Синглетное и триплетное состояния радикальной пары Р+l~ также обозначены индексами s и т соответственно. kc, kf, ks, kT константы скоростей соответствующих реакций. L (m) величина эффективного резонансного взаимодействия.
	Рис. 2. Зависимость R{H), построенная по формуле (6), для Р(оо) = 0,6 ( ), 0,8 ( ) и Н\/2 = 0,05 (-0, 0,1 (2), 0,2 (5) и 0,3 кГс (4).
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	Концентрационные зависимости относительных квантовых выходов флуоресценции (/), образования триплетных состояний (2) и времени жизни триплетного состояния (5) феофитина а в касторовом масле (а), хлорофилла а в касторовом масле (б), Аl—Cl-фталоцианина в диметилформамиде (б) и Na-флуоресцеина в глицерине (г). В, у t = —9O (а, б), —196 (в) и —BO°С (г); тГ -> / = —l96°С (а—г).
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