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Введение

Одним из подходов к изучению диффузии экситона в некоторой матрице
является измерение уменьшения длительности т или квантового вы-
хода ср флуоресценции при мощном лазерном возбуждении. Действи-
тельно, при высоких энергиях в пределах радиуса межмолекулярного
взаимодействия может возникнуть несколько синглетных (возможно, и
триплетных) экситонов, аннигилирующих в результате бимолекулярных
процессов [ l-4 ]:

уBа

Si+Si — So Зг+Зо+тепло,
V. П)

Si+T’i So-\-Tn So+ T’i+тепло.
Здесь So, Si, S n,

T\, Tn основной, первый и n-й возбужденные син-
глетные и триплетные уровни молекулы, уss и уB т константы скоро-
сти синглет-синглетной (Si+Si) и синглет-триплетной (Si~\-Ti) анни-
гиляций. Очевидно, процессы аннигиляции можно рассматривать как
дополнительную дезактивацию возбужденного состояния, в результате
чего происходит потеря кванта энергии и сокращаются т и ф.

Имеются соотношения, связывающие константу аннигиляции у с
диффузионными параметрами коэффициентом диффузии D, диффу-
зионной длиной L и вероятностью переноса возбуждения W. Так, для
трехмерной изотропной диффузии при наличии лишь Si-f-Si-аннигиля-
ции установлены следующие соотношения [ s ]:

yss=SnDß, L=yD%, W—DR-z. (2)
Следовательно, если есть возможность экспериментально определить
параметр ySs, то для некоторых приближений можно найти параметры
D, L и W и тем самым охарактеризовать диффузию возбуждения.

В случае «Sr-hSi-аннигиляции общее выражение для изменения плот-
ности синглетных экситонов имеет вид

dn(t) jdt—c{t)—sn(0 0,5yssn2 (t), (3)
где c(t) функция источника, (3 = 1/to константа скорости дезакти-
вации в отсутствие «SiH-Si-аннигиляции. Решение уравнения (3) для
трехмерной диффузии, когда плотность экситонов в ходе аннигиляции
убывает равномерно по объему, а сами аннигиляционные процессы на-
чинаются после установления равномерного распределения возбужде-
ния в объеме, т, е. yssn[t) <С 1/тпр , где тпр среднее время прыжка,
имеет вид
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Здесь л(0) = gNI число поглощенных фотонов, а сечение погло-
щения молекулы, N число молекул в объеме, / плотность энергии
лазерного излучения. Из уравнения (4) легко получить выражения для
относительного изменения квантового выхода ф/ф0 и длительности т
флуоресценции от энергии возбуждающего импульса (под длительно-
стью флуоресценции при неэкспоненциальном распаде будем подразу-
мевать время, в течение которого населенность 51-уровня падает в е
раз) [4 ]:

*-|4[.+J=Ä]/[,+ «|Ä]), (5)

Именно уравнения (5) позволяют экспериментально определить ySs-
Для этого необходимо сравнить теоретические и экспериментальные
зависимости т и ф/ф0 от энергии возбуждения для разных ySs [4б ]-

Совершенно очевидно, что изложенный выше подход к анализу не-
линейного тушения т и ф флуоресценции не исчерпывает все случаи
переноса электронного возбуждения и должен быть существенно углуб-
лен и дополнен. Но тем не менее уже нынешнее состояние теории
позволяет сделать определенные выводы о диффузии возбуждения в
пигментном аппарате фотосинтезирующих организмов.

Другим эффективным подходом к изучению процессов диффузии
возбуждения является изучение температурной зависимости т. Дейст-
вительно, если перенос энергии связан с преодолением энергетического
барьера, то с понижением температуры колебательные уровни si-coc-
тояния будут «вымораживаться», вероятность переноса энергии падать,
а т возрастать. Показано [7 ], что в таком случае температурная зави-
симость т описывается уравнением

т =(Л+sе“Л^т). (6)
Наконец, очень информативным является изменение т флуоресценции
различных пигмент-белковых комплексов (ПБК), образующих пигмент-
ный аппарат фотосинтезирующих организмов: комплекс светособираю-
щей антенны (ССА). лишенной реакционных центров (РЦ) фотосистем
I и II (ФС I и ФС II): субхлоропластные частицы, обогащенные РЦ I
или РЦ II (частицы ФС I и частицы ФС II); комплексы собственно
РЦ I и РЦ II с ближайшим пигментным окружением. Измерение т
флуоресценции таких препаратов позволяет определить константы меж-
комплексного переноса энергии.

Предметом данной работы является исследование диффузии возбуж-
дения в пигментном аппарате хлоропластов методами импульсной
Флуорометрии с привлечением явления 51-!-s г яннигиляции, температур-
ных измерений и фрагментирования препаратов.

Импульсный флуорометр

Принципы импульсной флуорометрии и экспериментальная установка
подробно описаны в [ B ]. Источником возбуждения является одиночный
импульс света длительностью ~2 пс, генерируемый лазером на фос-
фатном стекле с неодимом. В случае необходимости одиночный импульс
можно усилить в трехпроходном усилителе до энергии ~50 мДж. Бла-
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годаря последовательному преобразованию диапазон длин волн воз-
буждения представлен линиями 530, 353 и 265 нм.

В качестве регистратора в установке используется электронно-опти-
ческая камера (ЭОК). Корректное проведение измерений требует конт-
роля параметров импульса возбуждения в каждом опыте. С этой
целью часть энергии одиночного возбуждающего импульса подается
непосредственно на фотокатод ЭОК с некоторым фиксированным опе-
режением относительно времени прихода флуоресценции. Этот относи-
тельно простой способ позволяет постоянно контролировать аппарат-
ную функцию прибора K{t) и обеспечивает возможность измерений от-
носительных изменений квантового выхода флуоресценции образца.

Регистрация свечения экрана ЭОК осуществляется телевизионной
камерой с видиконом типа кадмикон. В качестве промежуточного запо-
минающего элемента использован анализатор типа LP-4840, информа-
ция может быть воспроизведена монитором, выведена на двухкоорди-
натный графопостроитель или введена в ЭВМ для обработки.

Такая фотоэлектрическая обработка свечения экрана ЭОК имеет ряд
преимуществ перед фотографической. Наиболее важные из них
линейность и беспороговый характер регистрации сигнала, сравнимого
с шумами видикона, повышение чувствительности и отношения сигнал/
шум, существенное сокращение времени обработки. Немаловажно и то,
что телевизионную технику регистрации можно использовать в уста-
новке, работающей в частотном режиме, что позволяет значительно
повысить чувствительность и динамический диапазон регистрируемых
сигналов.

Экспериментальные результаты

Логика экспериментов по исследованию первичных процессов фотосин-
теза методом импульсной флуорометрии заключалась в следующем.
Сначала исследовалась диффузия электронного возбуждения в ССА,
лишенной РЦ ФС IиФС II [ 9 ]. Затем изучалось перераспределение
энергии, накопленной в ССА, между ФС I и ФС 11. С этой целью были
проведены измерения на чдстицах ФС II и на целых хлоропластах.
На следующем этапе измеряли процессы миграции энергии к фокуси-
рующей антенне (ФА) I и захвата возбуждения РЦ I. Методика при-
готовления ПБК для таких целей описана в [ lo ]. Наконец, представ-
ляется интересным исследовать роль длинноволновых форм хлорофилла
(Хл), составляющих ближайшее пигментное окружение РЦ I и РЦ 11.

При выполнении экспериментов на препаратах ССА установлено
(рис. 1), что при изменении плотности фотонов в возбуждающем им-
пульсе от 3-10 12 до 1016 фотон/см2 х сокращается от 2,5 до 0,15 нс. Как
и следует из выражения (5), при высоких уровнях энергии возбуждения
кривая затухания флуоресценции носит неэкспоненциальный характер.

При анализе данных рис. 1 прежде всего обращает на себя внимание
то, что х флуоресценции ССА при отсутствии аннигиляционных процес-
сов составляет 2,5 нс. т. е. мало отличается от х для разбавленных
растворов Хл [ и - 12 ]. Этот факт позволяет сделать вывод об отсутствии
значительных эффектов концентрационного тушения флуоресценции
Хл a in vivo, хотя в растворах с ростом концентрации эффект тушения
играет определяющую роль в сокращении т Г l3 ]. Очевидно, отсутствие
концентрационного тушения флуоресценции Хл a in vivo обусловлено
спецификой расположения молекул и их взаимодействием с белками на
мембране.

Сравнение аналитических и экспериментальных зависимостей т
и ср/фо (рис. 1 ,а,б) дает значение константы скорости Si-fsганнигиля-
ции уsб ~B-10~8 см3 -с- 1. Используя соотношения (2), можно определить
значения L, DиW :L ~ 900 Ä, D ~ 2-10~2 см 2 -сг W ~ 1012 г! . В рас-
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Рис. 1. Зависимость длительности (а) и квантового выхода
(б) флуоресценции светособирающей антенны от энергии оди-
ночного лазерного импульса, к = 535 нм. Кривые построены

по формулам (5).

четах эффективный радиус взаимодействия экситонов полагали рав-
ным 20Ä. Отметим высокие значения параметров L, D и W. Величина,
обратная вероятности переноса т = \JW ~ 12 с, означает время
жизни возбуждения на отдельной молекуле. Из спектральных харак-
теристик Хл а для двухуровневой системы можно оценить энергию
взаимодействия, приводящую к сокращению т от 5 • 10-9 {in vitro)
до ~ 10~ 12 с. Расчеты показывают, что энергия межмолекулярного взаи-
модействия Хл a in vivo слг 1. Исходя из значений энергии
межмолекулярного взаимодействия [ l4 ] и параметров диффузии воз-
буждения [s ] можно сделать вывод, что перенос энергии возбуждения
между молекулами Хл а ССД осуществляется локализованными экси-
тонами.

Рассмотрим дальнейшие пути эволюции электронного возбуждения,
возникшего в ССА. Поскольку ССА хлоропластов высших растений
обеспечивает энергией ФС I и ФС 11, представляется интересным опре-
делить константы скорости переноса энергии от ССА на ФА I и ФА И.

Были выполнены измерения х на частицах ФС II и целых хлоро-
пластах. С энергетической точки зрения частицы ФС II можно рассмат-
ривать как ССА, к которой присоединены ФА II с РЦ II (ПБК II).
Следовательно, изменение т флуоресценции ССА в отсутствие аннигиля-
ции будет отражать влияние ПБК 11, играющего роль ловушки. Целые
хлоропласты можно рассматривать как ССА, к которой присоединены
ПБК II и ПБК I, и изменение т отражает влияние уже двух типов
ловушек.

Установлено, что в области значений интенсивности возбуждающего
света 7^5-10 14 фотон/см2 в пределах точности измерений (~10%)
т ССА частиц ФС II и целых хлоропластов постоянно и составляет 450
и 350 пс соответственно. Логично предположить, что сокращение х ССА
от ~2,5 нс до 450 пс и даже до 350 пс является следствием примесного
тушения т ССА ПБК II и ПБК I.

Константы миграции энергии от ССА на ПБК II 6м 11 и ПБК I &м т
нетрудно определить из тривиальных соотношений

= 1/т(ФСП)-1/т(ССА); *у=IМХлп)—IМФСП). (7)
Здесь т(ССА) длительность флуоресценции пигментов ССА, свобод-
ной от РЦ I и РЦ 11, т(ФС II) то же, но в присутствии ФС 11,
т(Хлп) то же, но в присутствии ФС I и ФС 11. Оценки показывают,
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что &мп = 1,82• 109 с~\ &м т = 0,64 • 109 г-1 , т. е. &мп 3£мт - Это до-
вольно интересный факт, требующий специального исследования.

Ближайшее пигментное окружение РЦ ФС I и ФС II составляют
ФА и длинноволновые формы пигментов (т. н. зацентровые формы),
максимум поглощения которых сдвинут в красную область спектра отно-
сительно максимумов поглощения РЦ I и РЦ 11, расположенных при
700 и 680 нм соответственно. Напомним, что фотоактивные пигменты
РЦ I и РЦ II обозначаются Р7OO и Р6BO.

По данным [ 15 ’ Iб ], в целых хлоропластах ССА флуоресцирует при
680 нм, флуоресценция при 685 и 695 нм испускается Хл, входящим в
состав ПБК И и образующим ФА и зацентровую форму РЦ 11.

Спектральные свойства ближайших к РЦ I пигментных форм Хл а
хорошо проявляются в препаратах, свободных от ССА и обогащенных
Р7OO. В соответствии с данными [ ls_lß] можно заключить, что ФА I пред-
ставлена двумя формами Хл, поглощающими при 682 и-690 нм (Хлезг
и Хл 69о) • Флуоресценция ФА I сосредоточена в основном в области
694 нм. Спектр зацентрованных форм РЦ I представлен формами Хл,
флуоресцирующими при 720, 732 и, возможно, при 750 нм (Хл 720

, Хл 732

и Хл 750 ),

Таким образом, исследование флуоресценции ФА II и зацентровой
формы РЦ II выполнялось на целых хлоропластах, свечение регистри-
ровалось при 685 и 695 нм. Такое же изучение ближайших пигментных
форм РЦ I проводили на ПБК I с отношением Р7OO : Хл~l2o. Флуорес-
ценцию регистрировали при 695 нм (ФА I) и 720, 735 и 750 нм (зацент-
ровые формы). Полосы флуоресценции выделяли интерференционными
светофильтрами, полуширина которых составляла ~ 10 нм.

Установлено, что т ФА I с активными РЦ равняется ~30 пс и не
зависит от температуры. При окисленииРЦ раствором КзРе(СМ) 6 т ФА I
возрастает до 60 пс. Сокращение т Хл а, входящего в ФА I, более чем
в 100 раз по сравнению с т ССА можно объяснить миграцией энергии
на Р7OO с константой скорости &^ AI~l/t~3,3- 1010 с~ 1

Измерения температурной зависимости т Хл а, локализованного в
ФА II (Iрег = 685 нм), показали, что т полосы 685 нм (т 6Bя) практиче-
ски не меняется при понижении температуры от 293 до 77 К и остается
равным 350 пс.

Значение т ФА II позволяет определить константу скорости
1/^685—3• 109 с-1

, а значения т ФА I и ФА И, кроме того,
и константы скорости деления зарядов в РЦ I и РЦ II kJ- и ke11

[ l9 ], если считать квантовый выход деления зарядов qy~0,9 [2o ]. Ока-
зывается, что £

Р
Т ~1,5-1011 с~\ £РП~1,7- 10ю с-1

, ф флуоресценции Р7OO
и Р6BO составляют 3-10~3 и 3-10-4 соответственно. Иными словами,
время жизни возбужденного состояния Р*7oo т?оо—5—7 пс, тево—6o пс.

Температурные зависимости т флуоресценции зацентровых форм
Хл авРЦ I и PLT II показаны на рис. 2. Видно, что tßqs при понижении
температуры от 293 до 77 К увеличивается от 350 до 1200 пс. Туго от
30 до 1700 пс. т7з2 —от3o до 2200 пс. При температурах ниже 180 К
обнаруживается разгорание флуоресценции полос 720, 732 и 750 нм,
причем для всех полос тра зг— 3o пс, что отражает перенос энергии воз-
буждения от ФА Iна Хл 720

, Хл 732 и Хл 750 с константой kci ~3,3-10 10 с~1
.м

Было установлено, что в пределах ошибок эксперимента температурные
зависимости т?з2 и т?зо совпадают, поэтому анализ мы будем проводить
для полос флуоресценции 695, 720 и 732 нм.

Анализ данных по изменению Tegs, Т720 и т?з2 от температуры (рис. 2)
показывает, что подбором параметров А, Ви АЕ в формуле (6) можно
получить аналитические формулы, хорошо опцсывающие эксперимен-
тальные результаты:
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Рис. 2. Температурные зависимости т
флуоресценции зацентровых форм Хл а:
Tegs (-0. Т720 (2 ), т7 з2 (5). Сплошные кри-

вые построены по формулам (8).

Рис. 3. Функциональная схема первич-
ных процессов фотосинтеза в хлороплас-

тах высших растений.

е_o 'ol4^г )“1
,

- 0»1)"1
, (8)

т732 (0,45+830 е-о.ошт) -i

На рис. 2 ход аналитических кривых в температурной области
4—300 К изображен сплошными линиями, а данные эксперимента
точками. Видно их хорошее совпадение.

Обсуждение результатов целесообразно провести раздельно для по-
лосы 695 нм и полос 720, 732 нм, так как первая отражает флуоресцен-
цию пигментных комплексов ФС 11, а две другие ФС I.

Известно, что максимум поглощения Хл а, локализованного в РЦ 11,
находится при 680 нм. Величина активационного барьера АА~0,014 эВ
позволяет установить положение абсорбционного максимума Хл 695

, ко-
торый равен 685 нм, т. е. эта донорная форма Хл может быть обозна-
чена как Хл 393

.. Возможно, сокращение Tegs от 2500 до 350 пс (рис. 2)
обусловлено миграцией энергии на РЦ II с константой /г“п~3- 109 с-1 .

Следовательно, на РЦ II энергия электронного возбуждения может пос-
тупать как от Хл 685, так иот Хл 893

, причем 109c_1
.

Аналогично, значения энергий активационного переноса 0,05 и 0,07 эВ
для Хл 720 и Хл 732 позволяют определить положение максимумов погло-
щения этих форм 7lO и 720 нм (С-710 и С-720). Константа скорости
переноса энергии от Хл 720 и Хл 732 на Р7OO 3,3-10 1 с-1

.

Результаты этой работы позволяют составить функциональную
схему фотосинтеза высших растений# (рис. 3). По этой схеме свет, по-
глощенный ССА, генерирует возбужденные состояния, которые мигри-
руют по механизму локализованных экситонов в пределах ССА. Спустя
350 пс возбуждения захватываются ФА I и ФА II с константами
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&мт 0,6-109 c~ l и км 11 2-10 9 с~К Затем энергия от ФА IиФА II пе-
реносится на РЦ I и РЦ II с константами &®А1 ~3,3- 1010с-1 и
Ä® AII ~3. КРс-1

. Разделение зарядов в РЦ I и РЦ II осуществля-
ется за 3—5 и 60 пс соответственно. Альтернативой переносу энергии
на РЦ I и РЦ II явля.ется перенос на зацентровые формы хлорофилла
С-710, С-720 и С-685 соответственно. Эти формы также могут участво-
вать в обеспечении энергией РЦ, однако другим их назначением, и, по
нашему мнению, более отвечающим действительной роли этих форм,
является некая защитная функция, предотвращающая пигменты фото-
синтетического аппарата от деструктивного окисления. Разумно пред-
положить, что в условиях активного фотосинтеза дипольные моменты
Хл а ФА и РЦ имеют одинаковые направления, а момент Хл а зацент-
ровых форм ориентирован перпендикулярно. Тогда вся энергия возбуж-
дения будет попадать на РЦ, а т молекул-переносчиков будет малым и
вероятность реакции с синглетным кислородом также мала. При окис-
лении РЦ на мембране возникает электрическое поле ~ 105 В/см. Воз-
можно, в результате взаимодействия этого поля с дипольными момен-
тами Хл а ФА и зацентровых форм происходит поворот моментов и воз-
никает межмолекулярное диполь-дипольное взаимодействие, в резуль-
тате которого энергия от ФА эффективно передается Хл а зацентровых
форм.

Зацентровые формы Хл а (Хл® 99
, Хл™, Хл™) наиболее длинно-

волновые и, по данным спектроскопии комбинационного рассеяния [2l ],

являются агрегатами нескольких молекул. В таких агрегатах велика
роль концентрационного тушения [ l3 ], приводящего к сокращению т от
наносекунд (мономеры) до десятков пикосекунд. Таким образом, когда
РЦ окислены, энергия возбуждения эффективно передается зацентро-
вым формам Хл а, где она быстро разменивается в тепло. Такой меха-
низм функционирования пигментного аппарата может предотвращать
фотодеструкцию молекул.
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L. B. RUBIN, I/. Z, PASTSENКО

KÕRGEMATE TAIMEDE KLORO PLASTIDE PIGMENDIAPARAADIS TOIMUVA
EKSITONI DIFUSIOONIPROTSESSI PIKOSEKUNDFLUOROMEETRIA

Uurimus käsitleb ergastuse difusiooniprotsessi kloroplastide pigmendi-valgukomplek-
sides. Singlett-singlett-cfnnihilatsiooni kasutades on määratud ergastuse difusiooni
karakteristikud valgust koguvas antennis.

On kindlaks tehtud fotosüsteemide I ja II valgust koguvalt antennilt fookusta-
vatele antennidele suunatud energiaülekande kiiruskonstandid, mõõdetud fookustavate
antennide fluorestsentsi kestust ning hinnatud laengute eraldamise kiirust reaktsiooni-
tsentrites I ja 11. Mõõtmistulemuste alusel on koostatud kõrgemate taimede fotosünteesi
funktsionaalne skeem.

L. В. RUBIN, V. Z. PASCHENKU

PICOSECOND FLUOROMETRY OF THE EXCITON DIFFUSION PROCESS
IN CHLOROPLAST PIGMENT APPARATUS OF HIGHER PLANTS

Results of the investigation of the excitation diffusion process in pigment-protein
complexes of chloroplasts are reported. By the singlet-singlet annihilation fenomenon
parameters characterizing excitation diffusion in light-harvesting antenna have been
obtained; diffusion length L~9OO Ä, diffusion coefficient D~2-10~ 2 cm 2s_1 , electron
transfer probability IF~I0 12 s-1 . The rates of energy transfer between the light-harvest-
ing and focussing antennae of photosystems I and II have been determined to be
ä;0.6-10 9 s-1 and 2-10 9 s -1 , respectively. The fluorescence duration of the focussing
antennae of photosystems I and II has been found to be ~30 and 350 ps, respectively.
Charge separation rates in reaction centres I and II are ~ 1.5-1011 s-1 and 1.7-1010 s-1 .

The temperature dependence of fluorescence duration for' the bands at 695, 720, 732,
and 750 nm was measured. On the basis of measurements a functional scheme of
higher plants photosynthesis has been drafted.
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	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.
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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).
	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).
	Untitled
	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.
	Untitled
	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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