
200

ЁЁSТI NSV ТЁАОиЗТЕ AKADEEMIA TOIMETISED. 31. KÖIDE
FÜÜSIKA * MATEMAATIKA. 1982, NR. 2

ИЗВЕСТИЯ АКАДЕМИИ НАУК ЭСТОНСКОЙ ССР, ТОМ 31
ФИЗИКА * МАТЕМАТИКА. 1982, № 2

УДК 535.373.3
A. M. ФРЕИБЕРГ, К. Э. ТИМПМАНН,
Р. П. ТАМКИВИ, Р. А. АВАРМАА

ИЗУЧЕНИЕ ПИКОСЕКУНДНОЙ КИНЕТИКИ ИЗЛУЧЕНИЯ
ФРАГМЕНТОВ ХЛОРОПЛАСТОВ С ПОМОЩЬЮ

СИНХРОННО НАКАЧИВАЕМОГО ЛАЗЕРА
НА КРАСИТЕЛЕ И СПЕКТРОХРОНОГРАФА

Введение

Известно, что при достаточно низкой интенсивности возбуждения около
3% поглощенного фотосинтезирующими системами света переизлуча-
ется в виде флуоресценции за несколько наносекунд. Поэтому наблюде-
ние за кинетикой затухания флуоресценции in vivo комплексов хлоро-
филла после импульсного возбуждения оказалось весьма плодотвор-
ным для изучения разных аспектов процессов фотосинтеза. Начиная с
1969 г. в этих исследованиях широко используются пикосекундные ла-
зеры и соответствующая скоростная регистрирующая аппаратура. Хотя
благодаря им и достигнут существенный успех в понимании некоторых
особенностей первичных процессов передачи и преобразования энергии
при фотосинтезе, возможности пикосекундной флуорометрии еще да-
леко не исчерпаны. Совершенно новые перспективы открывает здесь со-
четание высокого спектрального и временного разрешения на базе
нового поколения лазеров и регистрирующей аппаратуры с использо-
ванием электронно-оптических преобразователей (ЭОП).

Анализ литературы и экспериментальный опыт показывают, что
время затухания свечения т хлоропластов и их фрагментов является
функцией многих параметров:

т=т(А, Б, В, Г, ...?),

где А объект исследования и его состояние (здесь особенно важны
следующие аспекты: метод приготовления, среда разбавления, темпе-
ратура, состояние фотохимического аппарата и т. д.);
Б условия возбуждения (интенсивность, длительность и спектраль-
ный состав возбуждения и т. д.);
В условия регистрации (спектральный состав излучения, наличие
паразитных свечений и т. д.);
Г метод регистрации (здесь подразумевается, что систематические
ошибки и неопределенность результатов/ присущие разным методам,
отличаются).

К сожалению, до сих пор серьезное внимание уделяли только неко-
торым из этих факторов, в частности в связи с пикосекундными иссле-
дованиями интенсивности возбуждения.

Целью данной работы было изучить затухание излучения фрагмен-
тов хлоропластов, учитывая по возможности весь комплекс факторов,
могущих повлиять на результаты измерений. Важной особенностью при
этом является использование пикосекундного спектрохронографа, одно-
временно разлагающего свечение по спектру и во времени.
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Объекты и экспериментальная установка

Хлоропласты выделяли из проростков гороха; субхлоропластные фраг-
менты (обогащенные фотосистемами ФС I или ФС II) получали по ме-
тодике [*]. Объекты полусухие тонкие пленки на стеклянной под-
ложке готовили так же, как в [2 ]. Измерения проводили при ком-
натной температуре и при Т = 77 К-

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.

Экспериментальную установку [3 > 4 ] (рис. 1) можно условно раз-
бить на три части:
1. Пикосекундные квазинепрерывные (с частотой следования импуль-
сов ~82 МГц ) лазеры возбуждения (фирма «Spectra Physics», США),
включающие Кг+-лазер с активной синхронизацией мод (длительность
импульса ~75 пс, пиковая мощность ~100 Вт) и синхронно накачи-
ваемый лазер на красителе оксазин 1 (пределы генерации 690—805 нм,
длительность импульса ~ 1 пс, пиковая мощность ~ 100 Вт).
2. Регистрирующая система на основе времяанализйрующего ЭОП с
видиконным считыванием информации с выходного экрана (система
OSA 500 фирмы «В&М Spectronik», ФРГ) и обработкой данных на ЭВМ
ЕС 1010.

Особенностью работы примененного нами ЭОП (УМИ-93Ш или
УМИ-93М) по сравнению с обычно используемыми является высокочас-
тотный, т. н. синхронный режим развертки [s ], позволяющий регистри-
ровать изучаемое явление во время каждого возбуждающего им-
пульса, т. е. с частотой 82 МГц. Интегрирующее действие люминесцент-
ных экранов ЭОП позволяет в этом режиме изучать сверхслабые (ин-
тенсивностью порядка 10 фотон/с) сигналы с высоким (свыше 3 поряд-
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Ков) линейным Динамическим диапазоном и высоким отношением
сигнал/шум [4 ]. Это снимает необходимость использования в пико-
секундных исследованиях сверхмощного возбуждения, что значительно
расширяет его возможности при изучении объектов, нуждающихся в
деликатном обращении, например, живых клеток, фотосистем и т, д.

Канал связи оптического анализатора OSA 500 с ЭВМ ЕС 1010
обеспечивает оперативный двухсторонний переброс данных (500 кана-
лов за 8 с) и необходимую обработку с . визуализацией на дисплее во
время эксперимента. Обработка включает поправку на чувствительность
регистрирующей системы, линеаризацию временной оси, деконволюцию
измеренных временных профилей с учетом аппаратной функции уста-
новки, аппроксимацию кривых затухания суммой экспонент, анализ
особенностей измеренных спектров (их число, положение, ширина и
т. д.). Как измеренные, так и обработанные кривые выводятся на двух-
координатный самописец.
3. Спектральный прибор (двойной решеточный монохроматор с вычи-
танием дисперсии). Исследователям, работающим в пикосекундной об-
ласти, хорошо известен факт, что импульс, прошедший через спектро-
метр достаточного спектрального разрешения, уширяется во времени.
Это уширение, значительно превышающее ожидаемое из соотношения
неопределенностей [ 4> 6 ], ограничивает возможности одновременного
хорошего временного и спектрального разрешения изучаемого процесса.
Выход из этого положения указан в [6 ]. Там доказано, что расположе-
ние в двойном монохроматоре одинаковых диспергирующих элементов
по схеме вычитания дисперсии устраняет дополнительное уширение.
Остается только фундаментальное уширение, связанное с соотношением
неопределенностей.

Комплекс приборов, описанных в 2-м и 3-м пунктах, обеспечивает
спектрально селективную регистрацию сверхслабого сигнала с пикосе-
кундным временным разрешением. Для краткости он назван спектро-
х'ронографом. Его временная аппаратная функция (длительность на
полувысоте интенсивности) с УМИ-93Ш
импульсами лазера на красителе и Кг+-лазера.

Результаты и обсуждение

Результаты измерения времен затухания флуоресценции фрагментов
хлоропластов в зависимости от интенсивности возбуждения / и длины
волны излучения Xv при разной длине волны возбуждения Лв и темпе-
ратуры Т приведены на рис, 2 и в таблицах. Кривые затухания аппрок-
симировались суммой двух экспонент с учетом аппаратных искажений.

Время затухания флуоресценции частиц ФС I при возбуждении
в зависимости от Я, р , / и Т, пс

Таблица 1
на К = 647 нм

/. I, т, нм
фотон/см2'С фотон/слР-имп К 720 730 738 750

1,9-1017 2,3-109 300 210 250 300 280
77 1940 2740 3200 3850

5,8-Ю 17 7,Ы0 9 77 1830 3140 3640 4010
3,9-Ю 18 4,8-10 10 77 1870 2850 3280 3580

Примечание. Погрешность ±10%
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Для ФС I доля второй экспоненты оказалась ничтожной и в этом слу-
чае использовалось одноэкспоненциальное приближение.

Несмотря на некоторый разброс, экспериментальные результаты
обнаруживают по крайней мере три четкие зависимости:
1) от длины волны регистрации, в особенности при 77 К,
2) от температуры,
3) от интенсивности возбуждения.

Из первой зависимости, которая для фотосистем с закрытыми реак-
ционными центрами в явном виде обнаружена в [2 - 7 ], с очевидностью
следует, что широко обсуждаемый в литературе по спектрально несе-
лективной регистрации вопрос о том, является ли затухание хлоро-
пластов одноэкспоненциальным или многоэкспоненциальным (см., напр.,
[B ]), имеет тривиальный ответ из-за наложения разных кривых зату-
хания. Удлинение времени затухания с увеличением длины волны на-

Рис. 2. Зависимость времени затухания флуоресценции ФС I
и ФС II от длины волны регистрации при температурах ок-
ружающей среды (кривые U, 12 , 3) и 77 К {2ь 22,

4,5).
Длина волны возбуждения во всех случаях 647 нм, за ис-
ключением 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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блюдения согласуется с представлением о существовании разных форм
хлорофилла в пигментной системе хлоропластов, между которыми имеет
место эффективный направленный перенос энергии возбуждения от
коротковолновых к длинноволновым формам [2 > 9 ]. При нормальной
температуре зависимость слабеет из-за перекрывания полос, соответст-
вующих разным фор.мам.

При количественном сравнении данных следует учитывать также
спектральное положение возбуждения, как видно в случае ФС I при
77 К. Оно указывает на относительную независимость отдельных кана-
лов релаксации поглощенной энергии и медленность процессов перено-
са между молекулярными комплексами, принадлежащими разным ка-
налам (см. также [lO - п ]).

Спектрально селективное изучение затухания флуоресценции час-
тиц ФС I при разных температурах подтвердило ранее известную зако-
номерность при понижении температуры т увеличивается. Однако
затухание частиц ФС II обнаруживает неожиданную зависимость. При
понижении температуры п* в коротковолновой части спектра уменьша-
ется, а в длинноволновой, наоборот, несколько увеличивается. Такой
эффект наблюден впервые, что, по-видимому, опять можно связать со
спектральной неселективностью ранее проведенных измерений. Ведь в
среднем по всему спектру т при комнатной и азотной температурах
почти не отличаются. На относительно слабую температурную зависи-
мость кинетики и выхода флуоресценции частиц ФС II по сравнению с
ФС I все же указывалось в [ ,2 ~l4 ].

Возможно, что наблюдаемые явления связаны с т. н. обратной реак-
цией 19 1 между оксидированным хлорофиллом реакционным центром
ФС II Р+ и восстановленным акцептором электрона А~, По данным
[9 ], соответствующая константа реакции значительно увеличивается при
понижении температуры. Не совсем ясной, однако, остается причина
такой спектральной зависимости. Это предмет дальнейших исследо-
ваний. На данном этапе работы нельзя, к сожалению, исключить и
тривиальных причин возможной неоднородности объектов и связан-
ных с температурой изменений в спектральном положении полос.

Зависимость т хлоропластов от интенсивности возбуждения стала
весьма актуальной после обнаружения эффектов аннигиляции эксито-
нов при высоких плотностях возбуждения (см. обзор [l3 ]). Сейчас об-
щепризнан вывод, что время затухания не зависит от интенсивности
возбуждения вплоть до 1013—10 14 фотон/см2 в единичном пикосекунд-
ном импульсе. В случае цуга пикосекундных импульсов и достаточно
длинных (до микросекунд) импульсов порядок приводимых в литера-
туре цифр еще несколько выше.

Интенсивность использованных нами импульсов существенно ниже
названных выше предельных (см. таблицы). Для сравнения приведем
интенсивность светового импульса высокочастотной искры, обычно ис-
пользуемой в тауметрии: (1 —5) • 108 фотон!см2 ■ имп. Из таблиц видно,что при т действительно не зависит от интенсивности. Однако при
нормальной температуре наблюдается четкое уменьшение г ФС II с
увеличением интенсивности возбуждения. Причины такого поведения
не ясны и требуют дальнейшего исследования. Отметим только, что в
последнее время появились и другие работы f ls, где нелинейность
оптических свойств in, vivo хлорофилла проявлялась уже при интенсив-
ностях пикосекундных и наносекундных импульсов порядка109 фотон/см2.

Представляется необходимым остановиться и на природе второй
компоненты кривых затухания частиц ФС 11. Несмотря на низкую пико-

* Данные для тз имеют большой разброс из-за некоторой неоднозначности учетафона.
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вую интенсивность средняя интенсивность использованного нами воз-
буждения достаточно высока** (см. таблицы). Известно, что при не-
прерывном возбуждении такой интенсивности флуоресценция хлоро-
пластов очень быстро (в течение нескольких секунд или еще быстрее)
насыщается из-за закрытия реакционных центров ФС 11. Это насыще-
ние проявляется, кроме всего прочего, в существенном увеличении т.

Сопоставление результатов настоящей работы с полученными на
предварительно облученных объектах (т. е. с заведомо закрытыми реак-
ционными центрами) [ 27 ] показывает, что по крайней мере часть
центров все же открыта и характеризуется коротким временем т. Длин-
ная компонента, по-видимому, отражает влияние закрытых центров на
эту величину (см. также [8 - п ’ 17 ]).

Заключение

При изучении очень сложных систем, в число которых, несомненно,
входят и фотосинтезирующие системы, методические вопросы приобре-
тают первостепенную важность. И вопрос нередко заключается не в
том, что исследовать, а в том, как это сделать. На основе результатов
данной работы можно утверждать, что наблюдение за спектрально
разрешенной пикосекундной кинетикой флуоресценции фотосинтезирую-
щих систем при контролируемой длине волны, интенсивности и частоте
следования импульсов возбуждения является весьма перспективным ме-
тодом, особенно в сочетании с методами пикосекундной абсорбционной
спектроскопии. Такой комплексный подход представляется сейчас наи-
более обоснованным в данной области.

Авторы благодарны К. К. Ребане за интерес к работе и поддержку,
С. М. Кочубей за предоставление объектов, А. В. Райдару, Т. Ю. Халь-
дре и М. М. Лепик за помощь при обработке результатов на ЭВМ.
** Например, интенсивность излучения Солнца при ясном небе порядка
1017 фотон/см?’С.
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A. M. FREIBERG, К. E. TIMPMANN,
R. P. TAMKIVI. R. A. AVARMAA

KLOROPLASTI FRAGMENTIDE KIIRGUSE PIKOSEKUNDILISE KINEETIKA
UURIMINE SÜNKROONSELT PUMBATAVA VÄRVLASERI

JA SPEKTROKRONOGRAAFI ABIL

Artikkel käsitleb herne kloroplasti fotosüsteemide (FS) I ja II kiirguse pikosekundilist
kineetikat toatemperatuuri! ja vede'a lämmastiku keemistcmperatuuril. Kasutatud on
uudset eksperimendiseadet, mis võimaldab saavutada üheaegset kõrget spektraal- ja
aeglahutust. On leitud kustumisaegade küllalt suur sõltuvus registreeritavast laine-
pikkusest ja temperatuurist, kusjuures FS II nuhul on sõltuvus mittetriviaalne. Ergas-
tuse nõrgale intensiivsusele vaatamata (~10 10 footon/cm2 - imp) on iälgitav toatem-
peratuurile vastava FS II kiirguse eluea lõhenemine ergastuse intensiivsuse kasvades.

A. M. FREIBERG, К. E. TIMPMANN,
R. P. TAMKIVI. R. A. AVARMAA

INVESTIGATION OF PICOSECOND FLUORESCENCE KINETICS
OF CHLOROPLAST FRAGMENTS BY SYNCHRONOUSLY-PUMPED DYE-LASER

AND SPECTROCHRONOGRAPH

Picosecond fluorescence kinetics of pea chloroplast photosystems PS I and PS II was
studied at room and LN temperatures. A novel experimental equipment was used
which allows to obtain simultaneous high snectral and temporal resolutions. As a
result, a remarkably strong decay-time dependence on measuring wavelength and
temperature is found, whereas for PS II the dependence is non-trivial. Despite the
low exciting intensity (~10 10 ph./cm 2-pulse) a slight decrease of PS II lifetime with
the increase of the exciting intensity is observed at room temperature.
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	Рис. 2. Температурные зависимости т флуоресценции зацентровых форм Хл а: Tegs (-0. Т720 (2), т7з2 (5). Сплошные кривые построены по формулам (8).
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	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).
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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).

	Tables
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	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).
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Untitled




