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6.9. Замедленная люминесценция 2~ 

чальную фазу, отражающую временной ход градиента электрического 

потенциала 'Р и следующего за ним градиента протона ~ рН сквозь 

тилакоидную мембрану (см. рис. 6.41). В этом случае спектр флуорес­
ценции существенно отличается от спектров быстрой флуоресценции, 

что исключает простую замедленную флуоресценцию Р- или Е-типа 

(Schmidt W., Senger Н., Biochim. Biophys. Acta,l 987, v.890, р.15). По­
добно индуцированной кинетике быстрой импульсной флуоресценции 
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сторона 
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внутренняя .,..,.,. е + 
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Рис. 6.41. а - запускаемый светом транспорт электронов и протонов через 
тилакоидную мембрану фотосинтезирующих организмов опосре­

дован хлорофиллом (Хл). В результате этого возникают градиент 

электрического потенциала '1' и градиент протона ~ рН (ПХ = 
пластохинон); б- сложная временная зависимость индуцирован­

ной светом замедленной флуоресценции (ЗФ) фотосинтезирующих 
и адаптированных к темноте организмов объясняется наличием 

небольшого, но значимого реверсивного тока электронов через 

тилакоидную мембрану, сопровождающегося световой эмиссией. 

Измерения ЗФ адаптированных к темноте зеленых листьев расте­
ний проводились на лабораторном флуориметре с компьютерным 
управлением. Листья облучались в миллисекундном диапазоне 

прямоугольными импульсами красного света, а измерения лю­

минесценции производились чувствительным к красному свету 

торцевым фотоумножителем в промежутках между импульсами 

света 
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(флуориметр ИАМ, гл. 6.6.8) кинетические измерения позволяют оп­
ределять цепь транспорта электрона и )КИзнедеятельность отдельного 

растения. Аналогичным образом этот тип кинетики был успешно ис­
пользован в качестве аналитического средства, контролирующего увя­

дание леса (Schmidt W., Schneckenburger Н., Photochem. PhotoЬiol., 1995, 
v.62, р.745 - 750). 

6.9.2. Технические требования 

Причиной того, что метод замедленной люминесценции мало исполь­

зуется при исследованиях окру)Кающей среды, вероятно, является его 

сло)Кность, а так)Ке низкая интенсивность. Величина токов квантов 

света обычно составляет 10-16 Еjсм2 с (для сравнения: дневной свет из­
лучает -10-10 Е/см2 с). Из данного факта вытекают особые требования 
к аппаратуре измерения замедленной люминесценции. Обычные флуо­
риметры недостаточно чувствительны да)Ке для обнару)Кения 107 кван­
тов/см2 с (солнечный свет составляет 1016 квантовjсм2 с). Спектрофото­
метры, предназначенные для измерения замедленной люминесценции, 

разделяются на два типа. Они значительно отличаются по чувствитель­

ности, цене и комплектации. Био- и хемилюминесценция измеряется 
относительно просто и недорого на основе простых спектрафотометров 
постоянного тока. Различными производителями выпускаются специ­

альные модификации таких устройств, предел детектирования которых 

составляет 105 квантов в с. Да)Ке если такие устройства не обеспечивают 
счета единичных фотонов, они достаточно чувствительны вследствие 
отсутствия фонового излучения. Образцы в таких люминометрах по­
мещают в непосредственной близости от фотокатода фотоумно)Кителя 

и после соответствующего усиления измеряется фототоit:. Если необхо­

димо собрать свет, излучаемый в определенном спектральном диапазо­

не, то ме)Кду образцом и фотоумно)Кителем помещают соответствующие 

широкополосные фильтры с большим коэффициентом пропускания. 

Вследствие очень низких световых интенсивностей, применение скани­

рующих монохроматоров невозмо)КНО (за исключением спектрометров 
Фурье). 

При сверхслабых световых сигналах (сверхслабой люминесценции) 
применяется метод счета единичных фотонов. При измерении био­
логических/медицинских образцов очень часто измерения иска)Кает 
фоновая люминесценция, не имеющая отношения к самому образцу. 

Исключить ее позволяет проведение сравнительных измерений. Вра­

щающийся прерыватель последовательно перекрывает свет ме)Кду об­
разцом и фотодетектором, что позволяет отдельно измерять эмиссию 
образца и фоновое излучение. Вычитание полученных сигналов дает 
исправленную интенсивность флуоресценции образца (см. рис. 6.42). 
Импульсы с фотоумно)Кителя сначала усиливаются, нормализуются 

дискриминатором и окончательно усиливаются, после чего подсчиты­

ваются электроникой. Данный метод позволяет измерить очень слабый 
поток фотонов - до нескольких фотонов в секунду. 
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Рис. 6.42. Схема установки для измерения крайне малых потоков квантов 
света (метод счета единичных фотонов, сверхслабая люминесцен­
ция). Последовательность световых импульсов, исходящих от об­

разца, последовательно перскрывается специальным механически 

вращающимся прерывателем и обнаруживается торцевым фото­

умножителем. Это позволяет поочередно измерять неисправлен­
ную (общую) эмиссию образца и фоновое излучение. Далее, после 
усиления и дискриминации («единичного импульса»), отдельные 
сигналы обрабатываются и подсчитываются. Для получения ис­

правленного значения интенсивности производится вычитание 

фонового сигнала из общего сигнала 

6.9.3. Термалюминесценция 

Замедленная люминесценция, возникающая под воздействием тепла, на­

зывается термолюминесценцией (см. рис. 1.1). Так называемые кривые све­
чения представляют зависимость термолюминесценции фотосиитезиру­
ющих организмов от температуры (см. Prafullachandra, Rurherford, 1986). 
Они получаются следующим образом: (1) фотосинтетически активные 

организмы/образцы замораживают до температуры жидкого азота -196° С, 
при этом они облучаются белым светом; (2) при последующем нагревании 
в темноте до 60° С в определенном температурном диапазоне фиксируется 
термолюминесценция - специфическая световая эмиссия определенных 

длин волн. Анализ полученных кривых позволяет получить ценную ин­

формацию о фотосинтетической цепи переноса электрона. 

Термолюминесценция много лет успешно используется при определе­

нии возраста археологических образцов керамики и минералов. В резуль­

тате таких исследований было выявлено множество подделок. Временной 
диапазон этого метода очень большой. Например, керамика эры викингов, 
расцвет которой был 900-1 000 лет назад, датируется очень точно. Особый 
интерес вызывает применение термолюминесценции для определения воз­

раста более древних предметов (например, 50 000-летних), так как более 
обычный радиоуглеродный метод (14С) в этих случаях не дает удовлетвори­
тельных результатов. 
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Основа термалюминесцентного анализа очень проста. Все минералы 

имеют определенную кристаллическую структуру. В результате естествен­

ного радиоактивного облучения они становятся в определенной степени 
сами ионизованными, удерживая электроны в так называемых ловушках 

кристаллической решетки. В результате нагрева до нескольких сотен гра­

дусов Цельсия такие структуры расшатываются, приобретая колебатель­

ные степени свободы. Электроны становятся мобильными, как свободные 

электроны в решетке (более точно- в зоне проводимости), и снова попада­

ют в ловушки так называемых центров люминесценции с или без излучения 

света. Центры люминесценции образуются такими ионами металлов, как 

Ag2+ или Mn2+, что и определяет термолюминесценцию. Следует отметить, 

что метод требует определенного технического навыка. 

Наконец, следует упомянуть об успешном применении термалюми­

несценции при контроле качества продуктов питания. Во многих странах 
консервирование продуктов осуществляется радиоактивным облучением. 

Однако в некоторых странах, например, в Германии, это запрещено зако­

ном. И термалюминесцентный метод позволяет выявить продукты, кото­

рые подвергались радиоактивному облучению. 
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ФОТОАКУСТИЧЕСКАЯ 

СПЕКТРОСКОПИЯ 

Longum iter est per praecepta, breve efficax per exempla 

Можно страшиться учения, но примеры 
делают его гораздо более привлекательным 

Сенека 

7.1. Введение 

Абсорбционная и люминесцентная спектроскопия, как наиболее типичные 
методы спектрального анализа, стали неотъемлемой частью современного 

аналитического контроля в науке и промышленности. Однако несмотря на 
то, что посредством абсорбционного (см. главы 5.2.8 и 5.5) и флуоресцентного 
(см. главу 6.3.4) методов можно анализировать интенсивно поглощающиеjрас­
сеивающие вещества, эти измерения имеют определенные пределы. Поэтому 

возникает потребность в другой измерительной технологии, не ограниченной 

оптической консистенцией образца. Без сомнения, отвечает этой потребности 

фотоакустическая спектроскопия (ФАС) -метод, дополняющий абсорбци­
онную и флуоресцентную спектроскопию. Практически ФАС - единствен­
ная из всех методов- обеспечивает <<оптический анализ>> и измерения пара­

метров, недостижимых или редко достижимых другими методами, используя 

сочетание спектрефотометрического и калориметрического методов. 

Основы ФАС были заложены такими великими учеными конца 19-го 
века как Белл (1881 г.), Релей (1881 г.), Рентген (1881 г.), Прик (1881 г.) и Тин­
даль (1888 г.). Но только за последние 30 лет этот метод стал лидирующим 
благодаря работам Розенцвейга, Адамса и Киркбрайта, когда были оценены 
его преимущества в различных областях химии, физики поверхностей, ме­
дицине и биологии. Тем не менее, несмотря на доступность фотоакустичес­
ких спектрометров, изготавливаемых различными производителями, ФАС 
все еще остается экзотическим методом по сравнению с общепринятыми. 

7.2. Основной принцип фотоакустической спектроскопии 
(ФАС) 

Основная идея ФАС удивительно проста, что проиллюстрировано на 
рис. 7.1. Молекулы исследуемого вещества облучаются лучом света, кото­
рый модулируется с частотой f В течение короткого периода времени -
времени жизни возбужденного состояния молекулы - энергия возбужде-
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Александр 

Грехем Белл 
(1847-1922) 

ния сохраняется, а затем частично или полностью 

релаксируется, т.е. высвобождается в форме тепла 

(см. рис. 6.1). Так как возбуждающий свет модули­
рован по интенсивности, то выделение тепла будет 
также модулированно. Периодическое нагревание 

образца, в свою очередь, вызывает периодическое 

поступление тепла в окружающий образец газ. Это 

приводит к периодическим изменениям объема газа 
и его давления, т. е. к возникновению акустических 

волн. Они регистрируются чувствительным микро­

фоном, преобразующим их в электрический сигнал, 

который затем усиливается и измеряется, или, как 

это изображено на рис. 7.1, преобразуется в звуковой 
сигнал динамика. 

Работая над изобретением телефона и проводя 
многочисленные эксперименты, Белл, используя свой 

фотофон, осуществил свето-акустические опыты по превращению акустичес­

ких колебаний в электрический сигнал, передачи его на большое расстояние и, 
в конечном итоге, обратного преобразования в акустический сигнал. В своей 
первой попытке - без применения электричества - он направлял световой 
луч, модулируемый прерывателем с частотой 1 000 Гц, на тонкую твердую 
диафрагму из определенного материала. С помощью подсоединенного раструба 
и без какого-либо усиления этот сигнал можно было акустически распознать. 

лампа 

----

J образец 

прерыватель 

Рис. 7.1. Экспериментальная установка, демонстрирующая основной при­

нцип фотоакустической спектроскопии (ФАС). Образец облучается 

источником света. Луч света прерывается вращающимся прерыва­

телем. Образец поглощает часть падающего света, энергия которо­

го превращается в тепло. В зависимости от частоты модуляции f 
эмиссия тепла вызывает изменение давления и объемное расши­

рение газа, т. е. генерирует звук. Последний преобразуется мик­

рофоном в электрический сигнал, который после усиления можно 

услышать в динамике 
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Рис. 7.2. Фотоакустическая ячейка для образца с перестраиваемой резонанс­
ной частотой/ Требуемая резонансная частота достигается выбором 
площади поперечного сечения ячейки. На этой частоте отношение 
сигнал/шум значительно увеличивается (Rosencwaig, 1977) 

Метод отличается высокой чувствительностью - применяя его, можно 

измерить изменение температуры порядка 10-6 ос и изменение плотнос­
ти энергии менее чем 10-6 Дж см-з с-1 • На рис. 7.2 изображена «кювета 
ФАС», состоящая из массивного алюминиевого блока, в котором распо­
лагается собственно камера с исследуемым образцом. При температурных 

измерениях очень важна относительно большая масса блока, т.е. его масса 

в отношении к размеру камеры с образцом. Размеры камеры можно изме­

нять для получения определенной резонансной частоты. На этой частоте 
достигается наиболее чувствительное обнаружение благодаря наилучшему 

соотношение сигнал/шум. 

7.3. Теория фотоакустической спектроскопии 

7.3.1. Общие сведения 

Измеренный фотоакустический сигнал прямо пропорционален поглощен­

ной энергии. С одной стороны, он зависит от глубины проникновения 
поглощаемого света в исследуемый образец, а с другой - от эффективнос­
ти передачи тепла сквозь образец, с поверхности образца на пограничный 
слой и далее через окружающий образец газ до микрофона. 

Пограничный слой - это тонкий слой порядка 1 мм. Он играет очень 
важную роль в ФАС, так как в нем происходит преобразование тепла в акус­
тические волны. В англоязычной технической литературе место, на котором 

генерируются плоские звуковые волны, называется пистоном. 

Следовательно, величина измеряемого сигнала зависит от всех проме­
жуточных этапов и, в первую очередь, определяется суммарным коэффи­

циентом оптического поглощения ~(!) и константой тепловой диффузии S. 
Значения ~ и S определяются уравнениями: 
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dl = -~ Idx 

do = s~o dx 
(7.1) 

где dl- изменение интенсивности света I на толщине dx, а do - изменение 
диффузии, связанное с падением градиента тепла ~8 в dx. Обе константы ~ 
(~ = lnlO х Е х с = 2,3026 х Е х с, где Е - молярный коэффициент экстинк­
ции, а с - концентрация) и S имеют одинаковую размерность: см-1 (урав­
нение 7.1). Они определяют расстояние, на котором энергия падающего 
света (длина оптического поглощения (l~ = 1/~) или амплитуда тепловых 
волн снижается в 1/е раз от первоначального значения. 

Как уже упоминалось, звуковые волны в камере с образцом образуются 
на пограничном слое между образцом и окружающем образец газом. Только 

этот тонкий слой газа из всей толщины теплового диффузионного пути в 
пистоне fJG ритмично нагревается поверхностью образца. Если таким газом 

является воздух, то при частоте модуляции 20 Гц толщина пограничного 
слоя равна -0,6 мм. Конечно, шероховатая поверхность образца более эф­
фективно распространяет тепло, чем гладкая, полированная поверхность, 
и дает более мощный ФА сигнал. Длина тепловой диффузии 11 s внутри 
образца соответствует расстоянию, на которое распространяются тепловые 

волны за один период модуляции (см. рис. 7.3). Это можно записать в виде 
формулы (Cahen et al., 1980): 

dl = -~ Idx 

do = s~o dx 
(7.2) 

где х - теплопроводность (Дж см-1 с-1 град- 1 ), ~ - удельный вес (г см-3), 

с- удельная теплоемкость (Дж г- 1 с-1 ), m = 2nf- угло~ая частота, af- час­
тота модуляции (с-1 ). Например, для частот модуляции от 1 до 1 000 Гц 
величина fls равна от 170 до 4 мкм (см. рис. 7.4) при типичном значении 
х = 0,001 Дж см-1 с-1град- 1 • Зная длину тепловой диффузии fls и толщину об­
разца l (измеряемую в направлении оптической оси падающего луча света), 
можно идентифицировать шесть различных ситуаций (Rosenzwaig, Gersho, 
1975 а,Ь). В первую очередь, можно различить два типа образцов: оптичес­
ки прозрачные образцы с большой длиной оптического поглощения flв, где 
свет поглощается по всей толщине образца /, и оптически непрозрачные/ 
мутные образцы с маленьким значением flв, где свет поrлощается только в 

небольшом, по сравнению с общей толщиной образца, слое. В свою очередь, 

каждый из них, в зависимости от длины тепловой диффузии J1
8

, подразде­
ляется на образцы с малой, средней и высокой теплопроводностью. Здесь 
мы рассмотрим только наиболее важную на практике ситуацию, касаю­
щуюся оптически непрозрачных и обладающих малой теплопроводностью 

образцов, которая демонстрирует экстраординарные возможности ФАС в 

тех условиях, когда общедоступная оптическая спектроскопия не работает. 
Предположим, fls << l. В первом приближении (см. главу 5.1.1) интенсив­
ность света снижается экспоненциально с толщиной образца (см. рис. 5.1). 
На глубине, где fls = flв, проходит граница между рабочей областью (Jls < flв) 
и областью насыщения (Jls > flв, см. рис. 7.4). 
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Рис. 7.3. Увеличенное изображение камеры с образцом из рис. 7.2. Чтобы 
минимизировать фоновый сигнал, камера внутри полируется (пок­

рывается кварцем) и зачерняется, так как является световой ло­

вушкой. Параметрьr d и Ь - размеры камеры, 1- толщина образца. 
JlG, Jls и Jl~ обсуждены в тексте. Показаи сдвиг фазы между световой 
и тепловой волной 

Теоретические предпосылки ФАС базируются на теории Розен­
цвейга - Гершо, однако для практического применеимя этого мето­

да ее полное понимание не обязательно. Достаточно знать принцип 
возникновения фотоакустического сигнала. Возбуждающий свет явля­
ется синусоидально модулированным, что позволяет примелить соот­

ветствующий математический аппарат для решения практических за­

дач. Временное (t) и пространствеиное (только в одном направлении 
х) изменение температуры описывается так называемыми волновым 

или транспортным уравнением. Математически это дифференциаль­

ное уравнение в частных производных второго порядка для х и перво­

го порядка для t. Как и для всех дифференциальных уравнений, для 
решения необходимо определение граничных условий, определяющих 

предельные значения функции. Ниже будут приведены наиболее важ­
ные результаты решений этих дифференциальных уравнений. Наконец, 

подобное волновое уравнение будет решено для практической ситуации 

с вовлечением всех <<транспортирующих сред>>, например, для суспензии 

хлоропластов (органелл, опосредующих фотосинтез в высших растени­

ях) (см. рис. 7.13), включая ее саму, окружающую жидкую среду, погра­
ничный слой и окружающий образец газ вплоть до микрофона. Следует 
отметить, что преобразование тепловой волны в звуковую происходит 

не только в пограничном слое окружающего образец воздуха (даже если 

это- главный источник звука). Это происходит также в самом образ­

це. Ясно, что в практической работе только эксперимент имеет дейс­

твительное значение, а теоретические рассуждения представляют лишь 

академический интерес. 
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Рис. 7.4. Зависимость интенсивности возбуждающего света и амплитуды 
результирующего фотоакустического сигнала от толщины образ­
ца и угловой частоты m = 2тrf Определяющим фактором является 
соотношение между длиной оптического логлощения IJ~ и длиной 

тепловой диффузии fJ s· Фотоакустический спектр соответствует 
спектру логлощения образца, если !Js меньше /J~· В противном слу­
чае эффекты насыщения будут искажать спектр. Соответствующая 
граница между рабочей областью и областью насыщения определя­

ется равенством !Js = !J~, при этом 1 = 10 х e-f3x 

7.3.2. Фотоакустически определяемые спектры моглощения 

ФА сигнал возникает в очень тонком слое образца порядка f.J. s (измеряемом 
от места поrлощения). Для f.J.s << f.J.~ суммарная энергия логлощенных кван­
тов света пропорциональна [3. Следовательно, волновая зависимость ФА 
сигнала непосредственно отражает спектр логлощения образца (см. гла­

ву 5). Конечно, затем такой рудиментарный спектр следует исправить на 
волновую зависимость системы освещения. На рис. 7.5 приведено срав­
нение обычного спектра логлощения разбавленного раствора цитохрома 
с (А) с ФА спектром (В) цитохрома с в твердом состоянии. Этот резуль­
тат показывает, что ФАС позволяет получать спектры логлощения твердых 
биологических образцов, сравнимых с обычными спектрами логлощения 
веществ в растворе, что очень важно для исследования нерастворимых ма­

териалов. 

7.3.3. Свойства насыщения 

Когда J.J.. становится сравнимой с f.J.~ или немного превышает ее, ФА сиг­
нал не содержит больше информации о спектре логлощения образца. 
Это продемонстрировано на рис. 7.6 (ер. со спектром логлощения кро­
ви на рис. 5)2), отражающем тенденцию насыщения при уменьшении 
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Рис. 7.5. Сравнение спектров поглощения водного раствора окисленного 
и восстановленного цитохрома с (А) с ФА спектром твердого ци­
тохрома с (порошок) (В). Разница между спектрами, полученными 
разными методами, и выражающаяся в основном в расширении 

полос в ФА спектре, обусловлена различием агрегатных состояний 

молекулы, а не методологическими причинами (согласно Rosen­
zwaig, 1973) 

частоты модуляции f на примере исследования мазка крови человека. 
Наконец, при дальнейшем снижении частоты модуляции происходит 
полное насыщение ФА сигнала, т. е. в тонком поверхностном слое об­
разца <<ВИдНЫ>> все поглощенные кванты света. Сигнал становится не­
зависимым от длины волны и просто представляет волновую характе­

ристику измерительной системы (энергетический спектр, Rosenzwaig, 
1978). Как следует из уравнения 7.2, f.i, в принципе можно понизить 
подбором более высокой частоты модуляции, избежав таким образом 
насыщения. Однако эта возможность ограничена, так как ФА сигнал 
становится меньше с возрастанием частоты модуляции - уменьшается 

толщина измеряемого образца (рис. 7.4) и одновременно падает отно­
шение сигнал/шум. Теоретически, при насыщении фотоакустический 

сигнал пропорционален m-1, в остальных случаях он пропорционален 

m-312. Это свойство ФА сигнала используется для тестирования насы­
щения. 

7.3.4. Глубинные профили фотоакустических спектров 

Глубинное профилирование - это специфическая особенность ФАС, ко­
торая обычно может быть изучена только спектроскопией ослабленного 

внутреннего отражения (см. главу 8.4.1). В ФАС существуют две незави-
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Рис. 7.6. В соответствии с рис. 7.4 во избежание насыщения ФА сигнала 
длина тепловой диффузии fls должна быть значительно меньше 

длины волны оптической диффузии fl~· Требуемая граничная час­
тота определяется только экспериментально. Существенное насы­
щение ФА спектра мазка крови человека наблюдается при частоте 
50 Гц. Частота 200 Гц все еще находится в рабочей области (соглас­
но Munroe, Reichert, 1976) 

симые процедуры. Первая, основанная на теории Розенцвейга - Герша, 

устанавливающей зависимость fls от частоты модуляции f (уравнение 7.2), 
предопределяет рабочую область для ФАС с достаточно высокими часто-

тами модуляции f ... 
На рис. 7.7 представлен впечатляющий пример спектров поглощения 

кожуры красного яблока. При частоте f = 220 Гц наблюдается только 
типичное поглощение белка на длине волны 280 им, обусловленное бес­
цветным тонким слоем воскового налета. При частоте f = 33 Гц наблю­
дается дополнительное поглощение более глубоко расположенного слоя 

красного пигмента с максимумом в зеленой области спектра. Следует 
отметить, что три слоя различных пигментов посредством ФАС четко 
отличить уже нельзя (даже с применением фазового метода, описывае­
мого ниже). 

Фазовый метод разработан группой Киркбрайта (ер. с двуволновой 

спектрофотометрией, см. рис. 5.44 и 5.46). В принципе, ФА сигнал- это 

сигнал перемениого тока, в отличие от сигнала обычной флуоресценции 
или однолучевого спектрофотометра. Таким образом, для биохимических 

и биологических систем ФАС дает дополнительную информацию: поми­
мо амплитуды и частоты возможен и анализ сдвига фазы относительно 

возбуждающего света. В случае образца с малой теплопроводностью, т.е. 

когда fls << l (см. рис. 7.3), может быть определена относительная фаза 
8, между возбуждающим и измеренным светом. Если не учитывать раз­
личные, большей частью технологические, влияния наподобие фазового 
сдвига между проводящим газом и микрофоном или внутри электронных 
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Рис. 7.7. Фотоакустические спектры неповрежденной кожуры красного яб­

лока. В соответствии с уравнением 7.2, разные слои исследуются 
за счет изменения частоты модуляции f На частоте 1 = 220 Гц 
наблюдается только белковая полоса на длине волны 280 им (см. 
рис. 6.30). Однако на частоте 1 = 33 Гц наблюдается также полоса 
поrлощения красного пигментного слоя. В ФАС выбор частоты мо­
дуляции является решающим, главным фактором (согласно Rosen­
zwaig, 1978) 

компонентов, то в первом приближении получим следующее хорошее со­

отношение: 

tan 8, = ~ х lls + 1 = lls + 1 
ll~ 

(7.3) 

При ~lls << 1 сдвига фаз не будет во всем диапазоне длин волн пог­
лощения. Однако если ~lls ~ 0,1, то это уравнение позволяет определить 
~(/), т.е. спектр поглощения. При lls < 11~ (рабочая область на рис 7.4) 8, 
достигает своего максимального значения, равного n/4. При исследовании 
биологических образцов, качественная и количественная структура кото­

рых неизвестна, частотная зависимость ФА сигнала оказывается сложной. 
Несмотря на это, можно относительно надежно определить распределение 

хромофоров в тонком слое образца от 1 до 200 мкм, как при измерениях от 
поверхности образца. 

Величина ФА сигнала зависит от настройки фазы усилителя синхро­
низации (см. рис. 7.8). В соответствии с правилами векторного анализа, 
фаза сигнала определяется двумя ортогональными компонентами. Таким 
образом, необходимо выбрать две компоненты, фазовый сдвиг которых со-
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ставляет 90е, которые называются квадратурой. Предположим, что одна из 
компонент является фиксированной в отношении ФА сигнала, происходя­
щего из области, в которой Jls = Jl~ (см. рис. 7.4). Благодаря тому, что для 
распространения тепла до поверхности образца требуется какое-то время, 

ФА сигналы, зародившиеся внутри образца, появляются с пекоторой фазо­

вой задержкой, т.е. сдвигом фазы. 
На рис. 7.8 продемонстрирован спектральный анализ модельного об­

разца. Пластмассовая пленка толщиной 25 мкм покрыта сверху синим, 
а снизу красным пигментом с оптической плотностью А = 0,5 каждый. 
Спектры записаны при значении Jls > 20 мкм, что соответствует частоте 
модуляции f = 26 Гц. Из графиков видно, что ФА сигнал полностью оп­
ределяется только двумя параметрами: либо результирующей компонентой 

А и соответствующим суммарным фазовым углом em, либо математически 
эквивалентными двумя компонентами А sin em и А cos em. Последние вели­
чины и, таким образом, вся информация элегантно измеряются с помощью 

двухфазного синхронного усилителя (см. главу 5.5.2) и двухканального ана­
логово-цифрового преобразователя. Фазовая диаграмма на рис. 7.8 пока-

модельный 
образец 

красный 

400 500 600 

фазовая 
диаграмма 

х· 

700 

длина волны (нм) 

800 

Рис. 7.8. Спектральный анализ по глубине модельного образца на основе 
ФАС. Пластмассовая пленка толщиной 25 мкм покрыта сверху си­
ним, а снизу красным пигментным слоем с логлощением А= 0,5 
каждый. За счет изменения сдвига фазы между возбуждающим и 

измеренным светом возможно определение спектра логлощения на 

разной глубине. Суммарный ФА сигнал можно описать величи­
ной (длиной) вектора А и фазового угла 8m. На фазовой диаграмме 
во вставке показано построение суммарного сигнала из отдельных 

«синей>> и «красной>> компонент. Фазовая диаграмма и результиру­
ющий спектр логлощения координированы друг с другом 



7.3. Теория фотоакустической спектроскопии 2~ 

зывает, что измерение под фазовом углом 0€ дает чистый сигнал красной, 
а измерение под углом в направлении Х' - чистый сигнал синей компо­

ненты. Все остальные фазовые углы дают смешанные спектры. С помощью 
соответствующей программы встроенного компьютера ось Х' может непре­

рывно вращаться, а соответствующие спектры рассчитываться и представ­

ляться в визуальном отображении. В случае с неизвестными образцами 

возникает проблема <<правильного» выбора фазового угла, определяющего 
соответствующие спектры. 

7.3.5. Измерение фотофизических параметров с помощью 
ФАС 

Одним из преимуществ ФАС является возможность измерения фотофизи­
ческих параметров, таких как квантовый выход флуоресценции или изме­
рение энергии и времени жизни долгоживущих метастабильных квантовых 

состояний. В главе 6 рассматривались механизмы процессов релаксации 
возбужденных молекул (см. рис. 6.1). С одной стороны, первое возбужден­
ное синглетное состояние может рассеивать свою энергию через быстрые 

процессы, такие как эмиссия флуоресценции, фотохимические реакции 
или просто безызлучательный переход в основное синглетное состояние. 
С помощью ФАС можно исследовать только последний процесс. С другой 
стороны, первое возбужденное синглетное состояние S

1 
может претерпе­

вать изменение мультиплетности и релаксировать затем через внутреннюю 

конверсию с потерей небольшого количества энергии (см. главу 6.2.1) в 
первое возбужденное триплетное состояние Тг Это триплетное состояние, 
в свою очередь, либо запускает фотохимический процесс, либо теряет свою 

энергию в виде фосфоресцентного света (гл. 6.7) или безызлучательного 
перехода в основное синглетное состояние. Последний процесс также мо­

жет быть измерен напрямую ФАС. Вследствие относительно длительного 
времени жизни состояния Т1 модулированная тепловая эмиссия будет на­
блюдаться после определенной фазовой задержки относительно возбужда­

ющего света (см. рис. 6.27). Таким образом, зависимость фазового сдвига 
от частоты возбуждающего излучения/позволяет определять время жизни 
триплетиого состояния. Кроме того, такими измерениями можно опреде­

лить скорость заселения триплетиого состояния, т.е. интеркомбинацион­

ную конверсию (Moore, 1984). 
С помощью ФАС возможно измерение квантового выхода флуоресцен­

ции ФF (см. главу 6.5.3). Для этого измеряют нефлуоресцирующий сравни­
тельный образец с таким же поглощением на длине волны возбуждения, 
как и изучающего образца. Чтобы гарантировать постоянство значения ко­

эффициента коррекции R(Л (см. уравнение 7.5), образцы должны иметь 
одинаковую геометрию, одинаковый объем и находиться в одинаковом бу­

фере. На этом основании определяется квантовый выход у безызлучатель­
ной релаксации, а затем квантовый выход флуоресценции (см. главу 6.5.3): 

(7.4) 
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7.4. Экспериментальные методы 

На рис. 7.9 изображена блок-схема типичного фотоакустического спектро­
метра. Источник света 1 генерирует требуемый возбуждающий свет, кото­
рый направляется на дифракционный монохроматор, выделяющий моно­

хроматический световой луч переменной длины волны. Полученный луч 

света модулируется прерывателем с определенной частотой. Оптимизация 

отношения сигнал/шум (см. главу 5.2.5) очень важна в ФАС, так как ко­
нечный сигнал получается неоднократным преобразованием исходного 

сигнала: сначала свет (в ваттах) преобразуется в звук (в паскалях), а затем 
звук преобразуется в электрический сигнал (в вольтах на ампер). Свето­
вой источник дает флуктуации, проходящие сквозь звуковые волны в виде 
электрического сигнала. Кроме того, исследуемый образец тоже является 
источником шума - теплового шума и рассеянного светового излучения 

(см. главу 5.2.7). Эти шумы достигают микрофона и усиливаются далее. 
Конечно, микрофон и предварительный усилитель также являются источ­
пиками шумов. Все эти шумы называются асинхронными, так как не за­

висят от частоты модуляции f 
Другим источником интерференции является так называемый синх­

ронный шум. Он возникает главным образом благодаря ФА сигналу от 

пустой ячейки образца. Частой причиной является также механическая 

связь прерывателя и микрофона. В этом случае может помочь хорошее 

демпфирование ячейки и механическая автономизация, например, через 
оптоволокно и стабилизированную платформу спектрометра. 

Сама ячейка для образца должна быть сконструирована таким образом, 

чтобы оптимизировать соотношение сигнал/шум. Главную роль в этом 
случае играет толщина пограничного слоя между образцом и опосредую­

щим газом, которая реагирует на малейшее изменение температуры. Она 

должна быть порядка длины тепловой диффузии образца !la, которая для 

световой 
источник 2 
(актиничный 

свет) 

световой источник 1 
(измеряющий свет) 

спектр (ПК = 
программиру­

емый конт­
роллер) 

------------., 
~====~F=====~ 1 

1 

ячейка 
с образцом 

микрофон 

синхронный 
усилитель 

Рис. 7.9. Блок-схема фотоакустического спектрометра. Отличие данного 

спектрометра от общедоступного оптического однолучевого спек­

трометра с прерывателем (рис. 5.12, б) заключается в определении 
светового сигнала микрофоном, а не фотодетектором. Дальнейшая 

обработка сигнала идентична 
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воздуха и при частоте модуляции f = 50 Гц равна приблизительно 0,34 мм. 
Расстояние между окном ячейки и поверхностью образца выбирается рав­

ной этому значению (см. рис. 7.3). 
Для ФАС разработано много специфических микрофонов, наиболее 

обычным среди которых является конденсаторный или электретный мик­

рофон с диаметром от 0,5 до 1 дюйма (1 дюйм= 2,54 см). Их чувствитель­
ность составляет от 10 до 60 мВ/Па. Следует отметить, что для импульсной 
фотоакустической спектроскопии (см. главу 7.6.2) микрофоны нельзя ис­
пользовать, так как они работают только в акустическом диапазоне. В этом 

случае в качестве проводящих элементов применяются быстродействую­

щие пьезоэлектрические кристаллы. 

С целью оптимизации соотношения сигнал/шум ячейка с образцом 
должна быть тщательно изолирована от <<окружающего мира>>, а сигнал 
от пустой ячейки должен быть как можно меньше. Материал окна ячей­

ки, примесные соединения и даже стенки ячейки должны поглощать как 

можно меньше света, чтобы минимизировать фоновый сигнал. Для увели­

чения отношения сигнал/шум <<тепловая масса>> должна быть как можно 

больше (см. рис. 7.2), чтобы претерпевать как можно меньшее изменение 
температуры АТ при передаче тепла и таким образом генерировать незна­

чительный фоновый ФА сигнал. Изменение температуры вычисляется по 
формуле: АТ = АWт-1с; 1 , где AW- величина излученного тепла, т- мас­
са и еР - теплоемкость ячейки при постоянном давлении. 

Конечно, с помощью представленного на рис. 7.9 ФА спектрометра по­
лучаются спектры, нескорректированные относительно длинноволновой 

зависимости всей системы. Аналогичная проблема встречалась при ана­

лизе спектров возбуждения флуоресценции, коррекция которых произво­

дилась посредством счетчика квантов (глава 6.3.2). Коррекция ФА спектра 
осуществляется аналогичным способом, т. е. необходимо получить спектр 

сравнительного образца, который поглощает все кванты независимо от 

длины волны возбуждающего света. Далее логлощенная энергия должна 

полностью высвободиться в форме тепла и, наконец, в отсутствие каких­

либо химических процессов - целиком проявиться в виде ФА сигнала. 

В качестве сравнительного образца более всего подходит очень тонкий 

слой черного углерода. Коррекция ФА спектра осуществляется делением 

спектра образца на сравнительную кривую (углерода), т.е. так же, как и 

корректировка флуоресцентного спектра. Все аналитические процедуры, 

описанные ранее (см. главу 5.4.4), могут быть применимы к ФА спектрам. 

7.5. Фотохимически активные образцы 

7.5.1. Модификация ФА сигналов 

Фотобиологически активные образцы являются, как правило, и фотохи­
мически активными, т. е. не все фотоны, первоначально преобразованные 
в возбуждающую энергию, преобразуются затем в форму обнаруживаемого 

тепла. Во-первых, возможно образование фотохимически стабильного ко­
нечного продукта с большей энтальпией. Помимо этого имеется возмож-
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ность образования нескольких последовательно образующихся промежу­

точных продуктов, преимущественно в цепи переноса электрона, благодаря 
чему исходное состояние будет достигнуто вновь с некоторой задержкой 

в соответствии с его характеристическим временем жизни (см. рис. 7.10). 
Ниже приведена общая формула фотоакустического сигнала, полученная 

Кахеном в 1980 г. 

ФАС(!, v) = ~(v)R(/)[1- Li ФpiAEpi(f)- Ф vf] 
Nhv F v 

(7.5) 

где A~(v) описывает суммарную логлощенную энергию (J.ls < J.l~), R(f)- ко­
эффициент коррекции, который зависит от вида спектрометра и тепловых 

свойств исследуемого и сравнительного образцов, Фрi - квантовый выход 

t>:: 
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Рис. 7.10. а - энергетическая диаграмма фотохимической реакционной 

цепи. Основное состояние большинства органических молекул -
синглетное состояние. Сразу же после возбуждения они релак­

сируют в первое возбужденное синглетное состояние S1 за счет 
внутренней конверсии. Затем в результате интеркомбинацион­

ной конверсии происходит переход в первое возбужденное трил­

летное состояние (k0), которое, в свою очередь, запускает цепь 

фотохимических/фотофизических и/или фотобиологических ре­
акций (k1 - k). В результате достигается новое равновесие (4); 
б - в соответствии с энергиями, выделяемыми на каждом этапе 

преобразований, измеряется фотоакустический сигнал. Разница 

между этими энергиями и первоначальной энергией возбуждения 

представляет химически запасенную энергию, которая называет­

ся фотохимической потерей (согласно Cahen et al., 1980) 



Z 5. Фотохимически активные образцы 2~ 

образования промежуточных продуктов i фотохимической реакции, АЕр; 
описывает запасенную энергию отдельной стадии, Nhv- энергия в 1 Эйн­
штейн (1 моль квантов) на длине волны Л = cv-1, v- частота падающего 
света, f- частота модуляции, ФF- квантовый выход флуоресценции, а 
v1 - частота флуоресцентного света. В скобках уравнения 7.5 указана так 
называемая фотохимическая потеря ФА сигнала, снижающая максимально 
возможное значение измеряемого сигнала, включая какую-либо эмиссию 

люминесценции (Cahen et al., 1980). 

7.5.2. Частотный спектр ФА сигнала 

Применяя уравнение 7.5, необходимо принимать во внимание, что !1Ер; 
является функцией частоты модуляции f Промежуточные состояния на­
блюдаются лишь в том случае, если их время жизни больше, а скорость 

образования меньше длительности полного цикла частоты модуляции 

(w-1 = 1/27if). 
Поэтому, если ФА сигнал определяется для заданной длины волны 

возбуждающего света Л в виде функции частоты модуляции f, то коротко­
живущие промежуточные состояния будут обнаруживаться рядом с более 

высоко и длительноживущими при более низких частотах. Факт образова­
ния стабильного конечного продукта фотохимической реакции устанавли­

вается тем, что даже если частоту модуляции снизить до приближающихся 

к нулю значений, весь ожидаемый ФА сигнал не измеряется. В качестве 
примера на рис. 7.11 представлена зависимость ФА сигнала от частоты мо­
дуляции при исследовании бактериородопсина в мембране пурпурной бак­

терии Halobacterium haloblum с известным светаиндуцированным циклом 
(см. Haeder, Tevini, 1985). 

На графике рис. 7.11 можно различить три независимых экзотермичес­
ких процесса с временами жизни 't' = 0,5 мс (330 Гц), 0,85 мс (185 Гц) и 1,7 мс 
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Рис. 7.11. Зависимость ФА сигнала от частоты модуляции при исследовании 
бактериородопсина в мембране пурпурной бактерии Halobacteriит 

haloblит (возбуждение - в максимуме полосы логлощения при 

565 им). На графике можно различить три экзотермических про­
цесса с временами жизни 't = 0,5, 0,85 и 1,7 мс и эндотермический 
процесс с временем жизни 5,3 мс (согласно Garty et al., 1978) 
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Рис. 7.12. Энергетическая схема фотоцикла бактериородопсина, полученная 
из частотной зависимости на рис. 7.11 (согласно Garty et al., 1978) 

(92 Гц), а также эндотермический процесс с временем жизни > 5,3 мс на 

частоте f > 20 Гц. Если три самых медленных процесса легко соотнести с 
промежуточными состояниями N

530 , М412 и 0
660 , известными из импуль­

сной световой спектроскопии (см. главу 6.5.2), то плечо на частоте 290 Гц 
не соответствует ни одному из известных промежуточных соединений. 

ФА измерения позволили получить дополнительные калориметрические 

данные, характеризующие способность к сохранению энергии пурпурной 

мембраны. Во-первых, суммарная энергия первоначально по~ющенных фо­

тонов 212 кДж/Эйнштейн (650 нм) снижается на 38 кДж/Эйнштейн за счет 
тривиальной колебательной релаксации, оставляя на фотоцикл 184 кДж/ 
Эйнштейн. Из оставшихся 100 кДж сохраняется в быстром процессе и око­
ло 70 и 20 кДж - в двух следующих процессах, соответственно. Наконец, 

ФА сигнал на частоте модуляции f""' 50 Гц превышает ожидаемое макси­
мальное значение и соответствует уменьшению энтальпии на -60 кДж. 
Этого не наблюдается при низком рН (3,8) или при высокой ионной силе, 
что может указывать на конформационное изменение липопротеидного 

комплекса. Такие изменения могут приводить к возрастанию энтропии и, 

таким образом, снижению свободной энтальпии (!!.G = !!.Н- T!!.S). Это яв­
ляется предпосылкой спонтанной реакции. На рис. 7.12 представлена энер­
гетическая схема, выведенная на основании этого эксперимента. 

7.5.3. Хлоропласты 

Будучи неинвазивным методом, ФАС позволяет исследовать ткани и орга­
неллы различного происхождения: из растений, микроорганизмов и орга­

низма человека, например листья, твердые костные ткани, мягкие ткани 

мышц или кожи. Метод ФАС является идеальным дополнением, а иногда 
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Рис. 7.13. ФА спектр листьев редиски в присутствии и отсутствие ДХММ 
[3-(3,4 дихлорфенил)-1,1-диметилмочевины]. ДХММ блокирует 
фотосинтетический транспорт электрона и, таким образом, пре­
образование световой энергии в биохимический эквивалент. Сле­

довательно, при наличии ДХММ больше энергии преобразуется 

в тепло, что демонстрирует расширение и нарушение ФА спектра 

и единственной альтернативой общедоступной абсобрбционной спектрос­

копии для изучения суспензии любого типа. 

Следующее может служить типичным примером. Транспорт электро­

на при фотосинтезе в хлоропластах зеленых растений строго ингибиру­
ется гербицидом ДХММ [3-(3,4 дихлорфенил)-1,1-диметилмочевиной], 
что выражается в снижении фотохимической активности. Следовательно, 

можно ожидать возрастания ФА сигнала в присутствии ДХММ. Это про­

демонстрировано в эксперименте с изолированными хлоропластами листа 

редиски (см. рис. 7.13). Интересно отметить, что изменилась не только вы­
сота, но и форма фотоакустического спектра, что позволяет сделать вывод 
о деталях ингибирования транспортной цепи электрона. 

7.6. Некоторые методы ФАС 

7.6.1. Фотоакустическая микроскопия 

ФАС применяется при микроскопических исследованиях, известных как 

фотоакустическая микроскопия (ФАМ). Луч света диаметром в несколь­

ко микрометров фокусируется в определенной точке образца. Аналогич­

но лазерной сканирующей микроскопии формируется <<фотоакустическая 

картинка>>. 

В то время как при обычном микроскопировании светом облучается одно­

временно большая площадь, в лазерной сканирующей микроскопии происходит 
последовательное поточечное облучение образца с помощью двух зеркальных 

гальванометров по координатам х и у, как в телевизионной развертке. Сигнал 
от каждой точки фиксируется в электронной памяти установки. 
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В настоящее время ФАМ используется уже рутинно, в частности, в 
металлургии и микроэлектронике. Как и в макроскопической ФАС, ФАМ 
осуществляет мониторинг образца по глубине на основе переменной час­
тоты модуляции f Многообещающие результаты показали уже первые из­
мерения посредством ФАМ биологических образцов (отдельных хромосом) 

(Wong et al., 1978). 

7.6.2. Индуцированная лазером ФАС 

В дополнение к обычным скоростным спектрафотометрическим изме­

рениям в качестве скоростной спектроскопии может быть использована 

и ФАС, известная как лазерно-индуцированная оптоакустическая спек­
троскопия (ЛИОАС). ЛИОАС успешно применяется при изучении меха­
низмов скоростных фотохимических и фотофизических процессов. Как 
и в стационарной ФАС, электронные состояния исследуемых молекул 
должны быть возбуждены светом. Для этого производят облучение мо­

лекул посредством очень коротких, например, в наносекундном диапа­

зоне, лазерных импульсов определенной длины волны, а интенсивность 

индуцированного ФА сигнала измеряют через относительно большой 
временной промежуток - порядка 20 мкс. Сигнал представляет собой 
затухающее колебание, интенсивность которого достигает нуля через 
несколько миллисекунд. Амплитуда так называемой первой акустичес­

кой волны Н определяет сигнал ЛИОАС и вычисляется по формуле (Tam, 
Patel, 1980): 

Н= ~ЕоА ~ v.'t = кЕоА 
1tCP't~ 2nf 

(7.6) 

где ~ - коэффициент теплового расширения, еР - удельная теплоемкость 
при постоянном давлении, А - поглощение света образцом в направлении 

светового пути, Е0 - энергия лазерного импульса, 'tP = 2 't - длительность 

лазерного импульса, va- скорость звука. В предположении, что поглощен­
ная энергия в течение времени измерений полностью переходит в тепло, 

пропорциональность между Н и Е0 наблюдается в диапазоне нескольких 
порядков величины. 

Как отмечалось ранее, обычные микрофоны не подходят для детекти­
рования кратковременных акустических сигналов в микросекундном диа­

пазоне. Обычно в этом случае в качестве передающих элементов исполь­

зуются пьезоэлектрические кристаллы, преобразующие звуковые волны в 

электрические сигналы за короткие временные периоды. После соответс­
твующего усиления сигнал обрабатывается и сохраняется таким же обра­
зом, как и при других скоростных процессах типа импульсного фотолиза 
(см. главу 6.5.2). 

Например, с помощью ЛИОАС можно обнаружить обратную реакцию 

фотопревращения Р r ~ Р rr первого интермедиата ( промежуточного продук­
та) фитохрома 1700 , что не обнаруживается никаким другим спектральным 

методом (Jaben et al., 1984). 



7.6. Некоторые методы ФАС 2~ 

Фитахром - важный фотахрамный пигмент растений, который под воз­
действием света с длиной волны 660 либо 730 нм превращается в форму Р, 
либо Р1,, что проявляется в изменении окраски и максимума поглощения (r -
красный, fr - далекий красный). Физиологически активной является только 
Р1, форма, ответственная за многообразие световых реакций в царстве расте­
ний. Следовательно, анализ индивидуальных этапов фотопревращения Р, ~ Р1, 
является весьма интересным в научном плане, будучи ключевым процессом в 
развитии растения. 

7.6.3. Фототермическая радиометрия 

Периодические температурные изменения, причиной которых является 

поглощение модулированного света, можно определить не только с по­

мощью фотоакустического сигнала. В соответствии с законом излучения 
Стефана- Больцмана (см. главу 3.4.1): 

(7.7) 

небольшое изменение температуры генерирует модулированное тепловое 
излучение черного тела (см. главу 3.4.1), которое в данном контексте назы­
вается фототермическим сигналом. В уравнении 7. 7 cr - постоянная Сте­
фана - Больцмана, а Е - эмиссия соответствующего образца (не путай­
те с коэффициентом экстинкции Е закона Бугера - Ламберта - Бера). 
Фототермическую радиометрию можно применять дистанционно - на 
расстоянии до 1 км. Детальное теоретическое исследование показало про­
порциональность поглощения А~ и W (Tam, 1986). Современные детекторы 
инфракрасного (ИК) излучения позволяют измерять энергию излучения 

W гораздо ниже I0-7 Вт с хорошим отношением сигнал/шум. Важным пре­
имуществом данного метода является отсутствие необходимости подготов­

ки образца, и при этом методе не нужна специальная камера для образца: 
подобно флуоресцентному свету, ИК излучение образца фокусируется на 
детектор соответствующими ИК линзами. В то время как ФА сигнал в 
основном генерируется пограничным слоем между образцом и воздухом, 

фототермические сигналы формируются внутри исследуемого образца, при 

условии, что образец пропускает ИК излучение. В соответствии со време­
нем тепловой релаксации, происходящей за 10-11 - 10-10 с (см. рис. 6.4), 
фототермической радиометрией обнаруживаются реакции, протекающие 
в этом временном диапазоне. Таким образом, этот метод может вполне 
успешно конкурировать с другими методами импульсного светового воз­

буждения. Помимо этого, достуnные в настоящее время скоростные ИК 
детекторы позволяют контролировать быструю кинетику в пикосекуидиом 

диапазоне. 

Диффузное ИК излучение, подобно изотропному флуоресцентному, трудно 
фокусировать. Поэтому наилучшим выбором здесь будет конструкция, в на­
ибольшей степени приближающая образец к детектору. 
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7.6.4. Фотоакустическая спектроскопия на основе ИК преоб­
разования Фурье (ИКПФ-ФАС) 

По сравнению с другими методами оптической спектроскопии, ФАС обла­
дает наиболее низким отношением сигнал/шум, особенно в ИК области, 
где сигналы значительно меньше, чем в видимом спектральном диапазоне. 

Поэтому в настоящее время в оптической спектроскопии все более попу­

лярным становится метод быстрого преобразования Фурье. Использование 
этого метода в ФАС аналогично применяемому при интерферометрическом 

получении спектров (см. рис. 5.8). Большинство производителей ИКПФ 
спектрометров в качестве дополнительных приспособлений предлагают 
специальные ячейки ФАС, позволяющие проводить ИКПФ-ФАС. Впервые 
этим методом были получены ИК спектры биологических образцов, слабо 
пропускающих в ИК области: гемоглобина, протопорфирина и перокси­
дазы; причем для анализа потребовался всего лишь миллиграмм образца 

(Rockley et al., 1980). 

7.7. Выводы и перспективы 

Посредством ФАС можно получать новые данные относительно тепловых 
свойств образцов и изучать специфические (био)химические реакции мета­
болизма. Данный метод позволяет получать спектры поглощения совершен­

но мутных образцов in vivo и in situ (другую альтернативу общедоступной 
абсорбционной спектроскопии предоставляет диффузное отражение (глава 

8.5) или полное внутреннее отражение (глава 8.6)). Кроме того, ФАС позво­
ляет получать спектры поглощения целых образцов на различной глубине, 

в большой степени независимо от их оптических свойств. В отличие от 

классической абсорбционной спектроскопии в ФАС автоматически не из­
меряются эластично рассеянные и прошедшие фотоны. св- абсорбционной 

спектроскопии сравнительный луч !
0 
(см. рис. 5.12 (в - д)) должен быть 

точно определен фотодетектором и последующей электроникой линейным 

и освобожденным от шумов образом как <<балласт>>). 
ФАС является дополнительным методом к обычной флуоресцентной 

спектроскопии, поэтому люминесцентные и фотохимические процессы из­

меряются косвенно. Неоптическая природа ФА сигнала, исключающая оп­
тические элементы между образцом и детектором, является его основным 

преимуществом. 

Ограничения в применении ФАС связаны с относительно большими 
интенсивностями света, требуемыми по сравнению с абсорбционной и 

флуоресцентной спектроскопией (порядка 100 Вт/м2). Это может вызвать 
нежелательный фотолиз, например, неспецифическое фотоокисление и 

разрушение органических молекул. По-видимому, интерферометрия в со­

четании с преобразованием Фурье обеспечит дальнейшее совершенствова­
ние этого метода в будущем (см. рис. 5.8). Чтобы исключить, насколько это 
возможно, влияние окна ячейки с образцом (источник интерферирующего 

сигнала) (см. рис. 7.2 и 7.3), оно должно плохо пропускать применяемые 
оптические источники излучения. Для многих спектральных диапазонов 
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это составляет огромную проблему. Поэтому в будущем фототермичес­

кая спектроскопия, для которой в принципе ячейка для образца, а сле­

довательно, и окно не требуются, может стать основным методом ФАС. 
Несмотря на все ограничения, можно утверждать, что метод ФАС, как 
аналитический метод, будет приобретать все больший вес и в некоторых 

областях дополнять оптическую спектроскопию. Конечно, для расширения 

известных применений ·и открытия новых возможностей проблемой пока 

остается поиск производителей, выпускающих разнообразные и доступные 

ФА спектрометры. · 
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ГЛАВА В 

8.1. Введение 

РАССЕЯНИЕ, ПРЕЛОМЛЕНИЕ 

И ОТРАЖЕНИЕ 

Natura expelles furca, tamen usque recurret 

Даже если изгнать природу, она всегда вернется 

Гораций 

При анализе процессов поглощения света образцом (А = log 1 - log I) уста-
о 

новлено, что часть падающего на него света и не поглощается, и не доходит 

до детектора, но теряется в виде рассеяния (см. рис. 5.18). Наиболее извес­
тный пример этого явления - эффект Тиндаля (1869 г.), наблюдается от 
распределения частиц коллоидного размера: если луч белого света падает 

на кювету с водой, в которой размешана одна капля молока, то при пер­

пендикулярном к лучу света наблюдении будет заметно голубоватое све­

чение воды, тогда как прошедший через кювету свет будет казаться крас­

новатым. Аналогично закону Ламберта- Бера (см. главу 5.1.1), суммарная 
интенсивность рассеянного света описывается уравнением: 

(8.1) 

где 1
0

- интенсивность падающего луча света, 1(х)- интенсивность света 

на глубине х вследствие потери в результате рассеяния, а S'- коэффици­

ент рассеяния, известный также как мутность, коэффициент ослабления 

или кажущийся коэффициент экстинкции. Для разбавленных растворов 

поперечное сечение рассеяния as получается непосредственным измерени­
ем поглощения мутного образца по формуле: 

S'=Nxas (8.2) 

где N- плотность частицы. В соответствии с названием, cr является эф-
s 

фективной площадью поперечного сечения рассеивающих частиц, откло-

няющих падающий на них квант света. Термин <<рассеяние)> подразумева­
ет различные физические явления: отражение, дифракцию, преломление 

и другие, которые влияют на геометрию траектории луча света, а также 

изменяют его длину волны. Рассеяние этого типа называется неэластичным 

(неупругим) в отличие от эластичного (упругого), при котором не происхо­

дит изменения длины волны. Наиболее важным примерам неэластичного 



~2 Глава 8. Рассеяние, преломление и отражение 

рассеяния служит рамаиовекое рассеяние1 , происходящее в результате воз­
действия квантов света на колебательные уровни энергии рассеивающей 

молекулы, что приводит к смещению частоты порядка 1011 -1013 Гц (види­

мому излучению соответствует частота 1014 Гц). 
Звуковые волны также могут подвергаться рассеянию. Первым это 

продемонстрировал французский физик Бриллюэн в 1915 г. Эффект был 

вызван взаимодействием обычных тепловых колебаний молекул и высо­
кочастотного (108-1010 Гц) света, в отличие от ФАС, где возбуждающий 
свет низкочастотно модулирован. Результатом этого является допплеров­

ское смещение- небольшие смещения частоты на 10-106 Гц, наблю­

даемые при взаимодействии света с поступательным или вращательным 

движениями молекул или частиц. Это называется квазиэластичным рас­
сеянием. Посредством измерения усредненной временной интенсивности 
эластичного рассеяния получают временные изменения интенсивности 

квазиэластичного рассеяния, называемого в таком случае динамическим 
светорассеянием. 

В оптической спектроскопии нельзя игнорировать эффект рассея­
ния как в положительном, так и в негативном аспекте. С одной сторо­
ны, оно является причиной множестванекорректных фотометрических 

измерений, а с другой стороны - открывает новое поле исследований 

и дает возможность произвести измерения, неосуществимые другими 

методами. Теория рассеяния достаточно универсальна, хотя и слож­

на. В данной главе будут рассмотрены основные аспекты этой теории, 

а также, как и ранее, будут приведены адаптированные существенные 

результаты без пространных выводов. Сначала будет рассмотрено элас­

тичное рассеяние, затем квазиэластичное, а потом неэластичное рассе­

яние (рамановское). 
Эксперименты по рассеянию света не ограничиваются видимым диапазо­

ном спектра, на чем будет сосредоточено внимание в данной главе. С помо­
щью видимого света можно определить молекулярную массу даже самой ма­
ленькой молекулы (см. рис. 8.11). Однако структуру и размеры меньше 200 А 
в этом диапазоне нельзя определить, так как разрешение обратно пропор­

ционально /../.Кроме того, все молекулы, в частности, составляющие воздух, 
обладают сильным поглощением при этих длинах волн и становятся прозрач­
ными снова только в рентгеновском диапазоне, например, при 1, 54 А часто 
используемой Ка -линии Си. Однако в этой области доминирует рассеяние 
в прямом направлении с отклонением всего несколько градусов от направ­
ления падающего луча света. На основе так называемого малоуглового рас­

сеяния рентгеновских лучей можно определить размеры различных молекул, 
таких, например, как рибонуклеазы (10 А), катализирующей расщепление 
рибонуклеиновой кислоты, или родопсина (поглощающего свет зрительного 
пигмента, см. рис. 6.23). Однако в данной главе рентгеновский диапазон не 
будет рассматриваться. 

Рассеяние света зависит, прежде всего, от отношения длины волны 

падающего света Л к размеру частицы d, тип и форма рассеивающей час-

1 Прим. редактора: в русскоязычной литературе для данного вида рассеяния 

более принято название <<комбинационного>> 
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тицы имеют вторичное значение. Например, телескопы, сконструирован­

ные для астрономических наблюдений ночного неба, иногда используются 

для наблюдения солнечных затмений в ИК области. Для предохранения 
от солнечного света их закрывают светонепроницаемой полимерной 

пленкой, интенсивно рассеивающей в видимом диапазоне. Однако это 

не мешает проходить лучам ИК диапазона и получать прекрасное изоб­

ражение. При обсуждении процессов рассеяния мы будем полагать кон­

центрацию и/или толщину образца настолько малой, что будет происхо­
дить лишь однократное рассеяние. При этом средняя длина рассеяния, 

т.е. среднее расстояние между двумя процессами рассеяния, должна быть 

значительно больше толщины слоя исследуемого образца. В этом слу­

чае произведение коэффициента рассеяния S' и толщины слоя х меньше 
1, что имеет место при отсутствии многократного рассеяния, для ко­
торого на сегодня не существует стандартизированной теории (см. гла­

ву 8.5.1). В зависимости от размера частицы d относительно длины волны 
Л, например, 633 нм He-Ne лазера, можно теоретически и практически 
выделить определенные типы рассеяния: релеевекое рассеяние - между 

d = 1 нм и 0,1 Л"" 60 нм; рассеяние Релея- Ганса- Дебая- между 60 
и 200 нм; рассеяние Ми - между 200 нм и 5 мм и рассеяние Фраунгофе­
ра - от 5 мм до 1 см. 

Многие образцы, особенно в биологических и медицинских иссле­
дованиях, непрозрачны, и поэтому являются причиной многократного 

рассеяния. Например, это происходит при измерении спектров поглоще­
ния тканей типа цветка, суспензии водоросли или мазка крови. Особый 

интерес представляет изучение живых тканей iп vivo. Таким образом, 
неинвазивным путем можно изучить влияние гербицидов на развитие 

листа, компонентов питательной среды на рост микроорганизмов или 

изменение содержания кислорода в крови человека при дыхании. В ре­

зультате многократного рассеяния спектры поглощения и (диффузного) 

отражения становятся практически неразличимыми, что очень важно 

при измерении оптически непрозрачных, интенсивно рассеивающих 

образцов. Соответствующее количественное описание этих явлений 
дает теория Кубелки - Муна, более детально представленная в конце 

главы. 

8.2. Упругое рассеяние 

8.2.1. Вывод уравнения Релея 

В классической теории рассеяния вектор электрического поля Е (в z-на­

правлении) линейно поляризованной электромагнитной световой волны 

(см. рис. 2.1) вызывает усиленное синусоидальное колебание «электронно­
го облака)> рассеивателя. Легкость или степень, с которой это происходит, 
зависит от поляризуемости а, описанной ранее. В результате перемещений 

электронов возникает электрический дипольный момент Jl. В различных 
направлениях а имеет разные значения (математически а является тензо­
ром): мы называем это анизотропией (см. главу 6.4). Предположим, что дли-
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Джон Вильям Струтт, 
лорд Релей 

(1842-1919) 

ГенрихРудольфГерц 
(1857-1894) 

на волны возбуждающего света спектральна находится далеко от полосы 

поглощения, и нет интерференции с поглощением (рассеяние с сопутству­

ющим поrлощением будет обсуждено позже), тогда, в соответствии с зако­

нами электродинамики, диполь проявляет свойства излучающей антенны. 

Электрическая составляющая Е входящей световой волны будет описы­
ваться следующим уравнением: 

х 
Е= Е0 cos2n v(t- -) 

с 

z 
(8.3) 

Рис. 8.1. Если возбуждающий свет монохроматический и вертикально по­
ляризованный, то распределение релеевекого рассеяния не зависит 

от азимутального угла е. Указаны электрическая (Е) и магнитная 

(Н) составляющие электромагнитного поля 
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а ортогональная ей магнитная составляющая Н входящей волны будет опи­

сываться уравнением: 

х 
Н = Н0 cos 2n v(t- -) 

с 
(8.4) 

Для последующих рассуждений важно только изменение электрическо­
го поля Е в рассеивающем центре, где х = 0: 

Е= Е0 cos2n vt (8.5) 

Электрическое рассеянное поле индуцирует, соответственно, осцилли­
рующий диполь: 

fl = а Е = аЕ0 cos 2n vt (8.6) 

В изотропных молекулах эти колебания осуществляются в ортогональ­

ном направлении z-оси. Прежде всего далее будет рассмотрен вариант мало 

рассеивающих частиц с размерами, существенно меньшими падающей дли­

ны волны (например, Л/20 = 25 им). В соответствии с теорией Максвелла, 
напряженность электрического поля Er излучаемого (рассеянного) света на 
расстоянии r (см. рис. 8.1: точка r' на оси r) и под углом Ф к электрическо­
му диполю f.1 будет равна: 

= cos 1t v t--Е (aE04n2 sinФ) 2 ( r) 
r rЛ2 с 

(8.7) 

В уравнении 8.7 в скобках первая пара описывает амплитуду рассеян­
ного света. А в соответствии с законами физики, интенсивность излуче­

ния пропорциональна квадрату амплитуды. По аналогии с определением 

пропускания света (см. уравнение 5.6) интенсивность рассеяния зависит от 
интенсивности падающего света 1

0
, и мы получаем знаменитое уравнение 

Релея: 

(8.8) 

Из этого уравнения можно сделать важные выводы: 
интенсивность рассеяния уменьшается с квадратом расстояния; 

интенсивность рассеяния зависит только от sin 2 Ф, а не от азимуталь­
ного угла 8. Визуально это можно представить вращающимся телом 
с соответствующим поперечным сечением вокруг оси z (см. рис. 8.1: 
поверхность с постоянной интенсивностью рассеяния); 

интенсивность рассеяния падает пропорционально четвертой сте­

пени длины волны. Этот вывод особенно важен для ультрафиоле­

товой спектроскопии. Например, рассеяние света с длиной волны 
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250 нм в 100 раз сильнее, чем рассеяние света с длиной волны 
800 нм. 

Наиболее часто приводимый пример релеевекого рассеяния - голубой цвет 

неба, особенно яркий при высоком положении Солнца. Согласно релеевекой те­
ории рассеяния коэффициент рассеяния S' газом определяется по формуле: 

где N - количество молекул в см3, а п - показатель преломления. С умень­
шением длины волны увеличивается коэффициент рассеяния. Яркие ут­

ренние и вечерние зори обьясняются тем, что солнечный свет пересекает 
очень толстый слой газа, через который проходит в основном красный свет. 
Однако наименьшей длине волны видимого диапазона соответствует фи­
олетовый цвет, а не голубой. Но мы видим голубое небо, а не фиолетовое. 
Это обьясняется спектральной восприимчивостью глаза человека и физи­

ческой стимуляцией (см. главу 3.4; математически выражаясь, это - свер­
тка (см. главу 5.4.4)). 

При проведении экспериментов с рассеянием обычно используется не­

поляризованный падающий свет. Такой свет можно также назвать поля­
ризованным во всех направлениях, поэтому мы должны вращать враща­

ющееся тело (см. рис. 8.1) вокруг оси х, преобразуя зависимость от угла Ф 

z 

Рис. 8.2. Если возбуждающий свет монохроматический и неполяризован­
ный, то распределение релеевекого рассеяния зависит от азиму­

тального угла 8 и угла Ф. При этом электрическая (Е) и магнитная 
(Н) составляющая электромагнитного поля случайно распределе­

ны вдоль оси х 
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в зависимость от угла е. Точный расчет, опущенный здесь, приводит после 

преобразований уравнения 8.8 к замене sin2 Ф на (1 + cos2 8)/2: 

(8.9) 

Соответствующая поверхность рассеяния представлена на рис. 8.2. Она 
зеркально симметрична относительно плоскости у - z. 

8.2.2. Определение молекулярной массы 

Сначала будут рассмотрено рассеяние света множеством идентичных ма­

леньких (по отношению к длине волны- точечных) не взаимодейству­
ющих друг с другом частиц, например, макромолекул в растворителе из 

гораздо более мелких молекул. Волны рассеяния, исходящие из опре­
деленных центров рассеяния (обычно атомов), обычно всегда совпадают 

по фазе, конструктивно интерферируя между собой, т.е. усиливают друг 

друга. В соответствии с законом Клауса - Мозотти, поляризуемость а не­
зависимых частиц в идеальном растворе зависит от показателя прело м­

ления п: 

(п2 
- 1) == 4n Na (8.10) 

где N - плотность частиц. 
В соответствии с уравнением 8. 7, амплитуда рассеяния Er пропорциональ­

на поляризуемости а. Если облучить тонкий и чистый образец (например, 
воду) с толщиной слоя !sx монохроматическим светом 

х 
Е== Е0 cos2n пу(t- -), 

с 

то большая часть света пройдет через него. Только небольшая часть бу­
дет рассеяна в направлении пропускания: 

4n2 Аа . х 
Es == Е0 --sш2n пу(t--) 

л с 

После математических преобразований сложение прошедших сквозь обра­
зец и рассеянных световых волн дает синусоидальное колебание Er, которое, 
однако, обладает небольшой фазовой задержкой т относительно волны пада­
ющего света: 

х 
Е= Е0 cos2n пу(t +т--) 

с 

Это приводит к снижению скорости распространения света: сюо = с;п 
в воде, откуда можно определить показатель преломления п. 
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Для растворенных рассеивающих макромолекул с поляризуемостью 

а по отношению к растворителю 

(8.11) 

или: 

(8.12) 

Решение этого уравнения относительно а, при дополнении его концен­

трацией С (в гjсмЗ) образца в растворе, дает: 

(п + flo) (п- п0 ) С 
а= 4n С N (8.13) 

Величина (п- п0)/С характеризует специфическое возрастание показате­
ля преломления п растворенного вещества, и его можно записать как dпjdC. 
Если N- общее количество растворенных молекул, М- молекулярная мас­
са, а А- число Авогадро, то C/N= М/А. В хорошем приближении для сильно 
разбавленных растворов можно записать: п + п0 =2п0 • В результате получаем: 

(8.14) 

Подставив уравнение 8.14 в уравнение 8.8, получаем рассеяние от одной 
частицы: 

(8.15) 

Для N частиц интенсивность рассеяния увеличится в N = СА/ М раз: 

2п2~ (:~У (1 + cos
2 
8) 

Л.4r2А СМ (8.16) 

Введем понятие так называемого отношения Релея R
6

, включающего 

все измеряемые параметры: 

I ,z 
Re = f = 1 + cos2 е 

о 

Применив еще одно обозначение 

(8.17) 

(8.18) 
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мы собираем вместе все оптические константы и окончательно получаем 

для идеального раствора, в котором рассеивающие молекулы не взаимо­

действуют друг с другом: 

( )

2 
2 2 2 dn 

n = n по (fC = кем 
.. 'е АЛ 4 (8.19) 

Уравнение 8.19 можно использовать для определения молекулярной 
массы М: 

кс 1 
Re м 

(8.20) 

На практике, однако, имеют дело с неидеальными растворами, поэтому 

формула 8.20 в общем случае имеет вид: 

(8.21) 

В уравнении 8.21 присутствует так называемый второй (и даже более 
высокого порядка) вириальный коэффициент В, который учитывает вза­
имодействие частиц (с учетом того, что несколько частиц не могут нахо­
диться в пространстве в одном и том же месте в одно и то же время). Что­

бы определить молекулярную массу М, необходимо построить зависимость 
рассеяния от концентрации и экстраполировать ее до С ---7 О (см. рис. 8.3). 
Наклон этой функции прямо определяет коэффициент В. На рис. 8.4 пред­
ставлена схема типичного устройства для измерения молекулярной массы, 

к с 

Re 

1 
м 

с 

Рис. 8.3. Измерение значений KC/Re в зависимости от концентрации С поз­
воляет из наклона полученной кривой при концентрации С ---7 О 

определить вириальный коэффициент В и молекулярную массу М 
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Рис. 8.4. Схема гониометра. Вращение защищенного от света фотодетектора 
позволяет определить зависимость интенсивности сигнала рассея­

ния от азимутального угла в 

так называемого гониометра. Раньше для получения коллимираванного 

света применяли источники белого света с соответствующим~ фильтрами 
и точечными апертурами от 0,1 до 2 мм. Однако в настоящее время вместо 
них все чаще используется лазер, который является идеальным источником 

монохроматического и коллимираванного света. В качестве фотодетекто­

ра применяется, как правило, помещаемый в светонепроницаемый корпус 

фотоумножитель, который может вращаться вокруг образца по специаль­

ной направляющей с точно отъюстированным в направлении падающего 

света азимутальным углом е. 

Для определения молекулярной массы М в соответствии с уравнением 
8.21 необходимо определить отношение Рэлея R

0 
для нескольких концен­

траций С, например, при е = 90°, и экстраполировать выражение KC/Ro 
до С ~ О. Кроме того, необходимо определить dnjdC, которое полагается 
постоянным. Так как разница между показателями преломления раствори­

теля в присутствии и в отсутствие рассеивающих молекул незначительна 

(порядка 10-5, см. уравнение 8.14), то для этой цели используется наиболее 
чувствительный так называемый дифференциальный рефрактометр. 

8.2.3. Рассеяние на больших частицах 

В предыдущей главе были описаны рассеивающие свойства маленьких час­

тиц, размеры которых намного меньше длины волны света. В этом случае 
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интенсивности рассеянного отдельными частицами света ls можно просто 
сложить (см. уравнение 8.16). Если размеры рассеивающих частиц срав­
нимы с длиной волны падающего света Л, то в дополнение к показателям 

преломления частиц и среды (пт- пм) необходимо учитывать размеры час­

тиц и суммировать амплитуды, а не интенсивности рассеянных световых 

волн. Кроме того, возникает интерференция между центрами рассеяния. 

В отличие от релеевекого рассеяния так называемое приближение Релея -
Ганса - Дебая более сложно и трудно для интерпретации, но более инфор­

мативно - кроме молекулярной массы М можно получить информацию 

о размерах и форме частиц. В анализе рассеяния больших частиц исполь­
зуются следующие параметры: длина волны Л, размер частицы d и рассто­
яние r от частицы до детектора. В типичных экспериментах по рассеянию 
используется так называемое приближение дальнего поля (r > d2 /Л). Ниже 
приводятся наиболее важные адаптированные результаты теории без под­

робностей их выводов. 

В начале 20-го века немецкий ученый Ми получил абсолютное решение диф­

ференциальных уравнений Максвелла для сферических частиц, используя общее 
приближение дальнего поля для сферических частиц (принимая во внимание гра­
ничные условия, уравнения Максвелла описывают пространственное и временное 

взаимодействие напряженности электрического (Е) и магнитного (Н) полей). 
Согласно ему, интенсивность рассеяния является комплексной функцией угла 

рассеяния 8, отношения Л/d, направления поляризации и показателей преломле­
ния пт и пм частицы и среды. Расчеты на основе теории Ми весьма трудоемки, 
но достижимы с использованием компьютерной техники. Они показали, что, 

к сожалению, в <<диапазоне Ми>> (см. рис. 8.11) поперечное сечение рассеяния 
проявляет сильные вариации (<<осцилляции>>), делая анализ затруднительным. 

падающий свет 1 о ... 
макромолекула 

Рис. 8.5. Рассеяние коллимированного, монохроматического и когерентного 
света частицей, размеры которой сопоставимы с длиной волны света 
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Предположим, что коллимираванный монохроматический луч све­

та (лазера) попадает на рассеивающую частицу с молекулярной массой М 

(см. рис. 8.5). Этим светом возбуждаются с определенным фазовым сдви­
гом два центра рассеяния А и В (два отдельных атома молекулы), впоследс­

твии излучающие свет с тем же фазовым сдвигом. 

Для упрощения визуализации на рис. 8. 5 изображены отдельные волны све­
та, на самом деле, вследствие двойственной природы света, это- грубое 
приближение (см. главу 2.1): световое поле гомогенно. Если представлять свет 
как частицы, то типичный лазерный луч мощностью 0,1 мВт, длиной волны 
600 нм и поперечным сечением 1 мм2 представляет приблизительно 1()11 кван­
тов/с = волне малой амплитуды на рассеивающей частице размером 1 мм2• 

Если точка наблюдения ниже угла рассеяния 8, то оба центра рассе­
яния оказываются на различных расстояниях 8. В зависимости от рас­
сеивающих частиц, показателей преломления и направления наблюдения 
возникает интерференция волн, которая может быть положительной или 
отрицательной. Если ввести так называемый коэффициент формы Р(8), 
учитывающий существенные эффекты интерференции, то свободное от 
интерференции релеевекое рассеяние малых (в сравнении с длиной пада­

ющей волны) частиц с одинаковой молекулярной массой М можно скор­
ректировать в виде зависимости от 8 для получения текущей интенсив­
ности рассеяния: 

R
0 
(реальная частица) = Р(8) х R

8 
(чистое релеевекое рассеяние) (8.22) 

Согласно теории, коэффициент формы в его общем виде можно запи­

сать как: 

1 ~N N sin hRy 
Р(8) = N2 ~i=l Lj=l hRy (8.23) 

где N- количество центров рассеяния в молекуле (на рис. 8.5 только два 
центра рассеяния: А и В), Ru - расстояние между центрами рассеяния, h 
определяется как: 

h = 
4

7t sin~ 
л 2 

(8.24) 

где Л - длина волны света в исследуемой среде, связанная с длиной волны 

света в вакууме Л0 и показателем преломления п соотношением Л = Лjп. 

Уравнение 8.23 преобразуем, применяя ряды Тейлора: 

sin hR; (hR; )2 (hR; )4 

__ _;_У = 1- __ У_+ __ У_+ ... 
hRy 6 120 

(8.25) 

и, если рассматривать только два первых члена ряда, получаем для боль­
шинства рассеивающих молекул удовлетворительное приближение для ко­
эффициента формы: 
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2 

Рис. 8.6. С увеличением размеров частиц существенно увеличивается ин­
тенсивность рассеяния ~ с одновременным изменением распреде­
ления рассеянного света в направлении прямого рассеяния 

Р(8) = 1- _!j!_ ~N ~N n.2 
6N2 L..li=l L..lj=l .. 'if (8.26) 

Для h ~ О, Rij ~ О и Р(8) = 1, т.е. для очень малых частиц (в сравнении 
с Л) и углов рассеяния получаем рассеяние Релея (см. рис. 8.7). По опреде­
лению, коэффициент формы всегда :::; 1. С увеличением размеров частицы 
интенсивность рассеяния ls существенно возрастает и в то же время из­
меняется распределение рассеянного света: умножение уравнения 8.9 на 
соответствующий коэффициент формы Р(8) < 1 приводит к прямому рас­
сеянию, как показано на рис. 8.6. На рис. 8.7 это явление проиллюстриро­
вано для различных размеров частиц и падающего на них лазерного света 

с ло = 633 нм. 
Как и следовало ожидать, для молекулярных частиц различной фор­

мы, но с одинаковыми размерами, коэффициент формы будет принимать 

различные значения, так как условия для интерференции будут разными. 

Для оценки молекулярного размера был введен так называемый радиус ги­

рации (вращения) R
0

, который определяется распределением массы, т.е. 

момента инерции рассеивающей частицы: для частиц, состоящих из i эле­
ментов с массой т; и расстоянием r; от центра тяжести, можно записать: 

2 L. щr2 1 ~ N ~ N 2 

R/; = ~т = 2N2 L..li=IL..ij=!Ry 
L.J; l 

(8.27) 

Например, для сферы с радиусом r следует, что Ra = J3 15 r =О, 775r, 
а для стержня длиной L R

0 
= (12)-2 L = 0,289 L. 
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d=0.02мкм 0.15 мкм 0.7 мкм 5. мкм 

Рис. 8.7. Рассеяние лазерного света с ')...0 = 633 нм частицами различных раз­
меров (согласно Wiese, GIТ Fachz. Lab., 1992) 

Для небольтих углов е коэффициент формы Р(е) будет определяться по 
формуле, даже если он недостаточно подходит для молекулярного объема 

среды: 

-h'lfд 

Р(е) = е-3- (8.28) 

Согласно этой формуле, например, расчетный радиус гирации вируса 

табачной мозаики (стержнеподобной формы длиной 300 нм и диаметром 
18 нм) будет равен 92,4 нм, а молекулярная масса М= 39 х 106; а для ми­
озина, необходимого для построения толстых волокон мышечной ткани, 

RG = 46,8 нм и м= 49 х 104
• 

В более общем случае, представляемым уравнением 8.21~ следует вклю­
чить коэффициент коррекции Р(е): 

к с= _1_(_!_ + 2вс) 
Re Р(е) М 

(8.29) 

Подставив уравнение 8.26 в уравнение 8.29, получаем: 

кс = (1 + 16nz RJ sinz ~)(__!_ + 2вс) 
Re 3Л? 2 м 

(8.30) 

Чтобы получить 1/М, а затем и М, необходимо экстраполировать кон­

центрацию С к О и угол рассеяния е к О. Следуя элегантному методу Зим­
ма, для этого строится обобщенная диаграмма. Каждое измерение R

8 
дает 

определенные значения С и е, которые откладываются на рис. 8.8 при 
условии, что либо С, либо е остается неизменным. Диаграмма получа­

ется в виде сетки, по ней определяются значения RG, В и М Специаль­
но выбранная С = 2000 просто позволяет изобразить соответствующую 
диаграмму. В соответствии с уравнением 8.30, можно получить требуемые 
зависимости при С = О и е = О простым перемещением С и е к О, соот­

ветственно. 
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к с 

Re 

sin
2 

( Е>/2) + const. С 
Рис. 8.8. На основе так называемой диаграммы Зимма можно одновременно 

определить параметры R
8

, Ra и М 

8.2.4. Рассеяние Фраунгофера 

Рассеяние Фраунгофера следует из теории рассеяния Ми для больших 
сферических частиц и неполяризованного света, а также из приближения 

дальнего поля классической теории Френеля- Кирхгоффа по рассея-

линза Фурье 

поток образца 

ДИОДНОе 

кольцо 

ооо о о . . ' . . 
"',о о ,. . 

"' . 'О • 

О О О оОО 

Рис. 8.9. Рассеяние Фраунгофера на больших частицах дает последова­
тельность рефракционных колец, интенсивность которых быстро 

уменьшается с увеличением азимутального угла е. В устройстве 

для измерения рассеяния Фраунгофера используются до 30 детек­
тирующих колец (или дуг от этих колец). С помощью так называ­

емой линзы Фурье рассеянный свет фокусируется на одно и то же 
кольцо (согласно Wiese, GIТ Fachz. Lab., 1992) 
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нию света (дифракция на узкой щели, см. главу 3.6.3). Согласно теории, 
сферические частицы дают картину рассеяния в виде ряда дифракцион­

ных колец, интенсивность которых быстро уменьшается с увеличением 

азимутального угла е (см. рис. 8.9). Интенсивность рассеяния J. описыва­
ется так называемой функцией Эйри, где 1

1 
- функция Бесселя первого 

порядка (цилиндрическая). Она является решением дифференциального 

уравнения Бесселя с параметром n, определяющим «порядоК>> и являю­
щимся здесь целым числом; ниже указан только аргумент [Kd sin (е)/2] 
функции: 

I d4 к2 [2J1 (Kdxsine/2)]
2 

s = const. х х vd . / 2 1\.j х sше 
(8.31) 

К описывается так называемый вектор волны. В зависимости от по­
казателей преломления частицы и среды, можно определить частицы 

с размерами d ~ 5Л. Согласно уравнению 8.31, чем меньше частица, тем на 
больший угол будет рассеиваться падающий на нее свет (см. рис. 8.10). На­
пример, для света Л0 = 633 нм и частицы с диаметром d = 4 мм мы получим 
первый максимум рассеяния на поверхности конуса с углом сбора е = 9°. 
Специфической особенностью измеряющего рассеяние приспособления на 
рис. 8.9 является линза Фурье, фокусирующая рассеянный частицей опре­
деленного размера свет на одном из 30 детектирующих диодных колец не­
зависимо от их расположения и скорости. Эффект интеграции значительно 

увеличивает отношение сигнал/шум. Все это выполняется при условии от­
сутствия поглощения и множественного рассеяния, т.е. для сильно разбав­

ленных рассеивателей (например, при концентрации 1 мг л-1 ). Этот метод 

1.0 

N 

г---; 0.8 
1 ~ 

1 
N 

~ N 

с ~ 0.6 
rn с 

rn 
"О 
~ "О 0.4 

'---' ~ 
-) 
N 
L..........J 0.2 

о 

\ 

/ ") \/ !'"--.... 
-5 о 5 

Kd · sin®/2 

Рис. 8.10. Зависимость интенсивности J. рассеяния Фраунгофера от азиму­
тального угла е, описываемая так называемой функцией Эйри. 

При этом 11 - функция Бесселя первого порядка (цилиндрическая 

функция), скобки числителя которой указывают на то, что это­
функция, и она не может быть разделена на знаменатель, являю­

щийся реальным числом (согласно Wiese, GIТ Fachz. Lab., 1992) 
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анализа достаточно быстрый (1 мин/анализ) и относительно простой. Как 
и в случае динамического светорассеяния, требуется лишь незначительная 

информация об образце. 

8.2.5. Интенсивность рассеяния 1
5 
и размер частицы 

На рис. 8.11 представлена нормализованная зависимость интенсивности 
рассеяния !, и поперечного сечения рассеяния cr, от размеров частицы d 
в диапазоне от 10-з до 200 мкм, [в значительной степени] перекрывающем 
видимый сnектральный диапазон. В то время как интенсивность рассе­

яния во всем измеряемом диапазоне возрастает на 20 порядков, диаметр 
частицы увеличивается всего на 5 nорядков. В этом примере сферичес­
кие частицы с nоказателем преломления пт = 1,59 суспендировали в среде 
с показателем преломления пм = 1,33 и облучали светом с длиной волны 
Л0 = 633 нм (He-Ne лазер). Рассеяние наблюдали под азимутальными угла­
ми 8 = У и 90°, соответственно, и, для большей наглядности, зависимость 
представили в логарифмическом масштабе по обеим осям. В соответствии 
с теориями Релея, Релея - Ганса - Дебая (РГД), Ми и Фраунгофера, мож­
но провести разграничение между различными видами рассеяния в зави­

симости от размеров рассеивающих частиц. 

5 
lg s 

о 

-5 

-10 

-15 

-3 -2 -1 о 2 

lg ( d/мкм ) 
Рис. 8.11. Нормализованная зависимость интенсивности рассеяния J. и по­

перечного сечения рассеяния cr, от размеров частицы d в диапа­
зоне от lо-з до 200 мкм. Интенсивность рассеяния возрастает на 
20 (!) порядков, тогда как размер частицы увеличивается всего 
на 5 порядков. В соответствии с теориями Релея, Релея- Ган­
са- Дебая (РГД), Ми и Фраунгофера, можно выделить различ­
ные области размеров частиц, ответственных за эти виды рассея­

ния. Видимая область указана серым прямоугольником (согласно 

Wiese, GIТ Fachz. Lab., 1992) 
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<<Сглаженная» зависимость в области рассеяния Релея и РГД удиви­

тельна, она не зависит от угла рассеяния 8, а интенсивность рассеяния 
в этой области пропорциональна диаметру частиц в 6-ой степени: если 
диаметр частиц мал по сравнению с падающей длиной волны, все цен­

тры рассеяния Р рассеивающих частиц находятся в фазе (см. рис. 8.5). 
При когерентном рассеянии поле рассеиваемого света Es пропорциональ­
но количеству центров рассеяния Р, и интенсивность рассеянного света 

Is будет равна: 

I = Е2 = (Р х Е)2 = Р2 х Е2 

s g s (8.32) 

Ясно, что количество центров рассеяния на частицу Р пропорциональ­
но объему частицы, т.е. пропорционально d3, следовательно, J. "" d6• Со­
ответственно, даже самое небольшое загрязнение типа отпечатка паль­
ца или небольшой прилипшей соринки способно привести к получению 

ошибочных результатов. Поэтому перед измерением рассеяния образцы 
тщательно очищают. 

Чрезвычайная зависимость поперечного сечения рассеяния от размера 

частицы позволяет проводить высокочувствительные измерения. Напри­
мер, при анаэробном фотовосстановлении 3-метилфлавин (см. рис. 6.7) 
спонтанно агрегирует в присутствии ЭДТА (этилендиаминететраацета­

та), хелатирующего агента (см. главу 6.6.4), образуя слабо связанный ком­
плекс. Удивительно изменяющееся поперечное сечение рассеяния можно 

наблюдать с помощью обычного флуориметра (см. главу 6.3.1) при от­
носительно низкой длине волны возбуждения 350 нм (рассеяние -Л -4). 
Сканирование длины волны эмиссии от 335 до 365 нм (см. рис. 8.12) поз­
воляет наблюдать пик релеевекого рассеяния под угло~ 90° (см. рис. 6.11). 
Если последовательно открывать кювету для того, чтобы образец кон­
тактировал с кислородом, молекулы флавина спонтанно и обратимо 

окисляются, что проявляется по возникновению флуоресценции, кото­
рой обладает только окисленная форма флавина. Комплекс распадается 

длина волны (нм) 

Рис. 8.12. Зависимость релеевекого рассеяния от фотовосстановления 3-ме­
тилфлавина в присутствии ЭДТА (этилендиаминететраацетата), 

хелатирующего агента. Реакция чрезвычайно обратимая 
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о 0.5 
(флавинвоссjфлавинокисл) 

Рис. 8.13. Зависимость релеевекого рассеяния от образования агрегатов 3-
метилфлавина в присутствии ЭДТА (этилендиаминететраацетата). 
При определенном соотношении концентраций восстановленной 

и окисленной формы флавина, соответствующем критической 
концентрации мицеллобразования (ККМ), происходит образова­

ние агрегатов 

на отдельные составляющие. Зависимость, представленная на рис. 8.13, 
отображает состояние фотовосстановления в виде зависимости от рассе­

яния. Очевидно, что агрегация не является простым или тривиальным 

линейным эффектом, но проявляется более существенной коопераци­

ей (явление, происходящее при связывании кислорода кровью), выра­

жающейся в образовании мицелл. Измерения рассеяния в зависимости 

от температуры дают значение свободной энергии образования агрега­

тов 11G = 48 кДж/моль, предполагая наличие 5-10 водородных связей 
на агрегат. Простые измерения рассеяния, особенно в (био)химическом 
анализе, весьма информативны для определения очень маленьких изме­

нений размеров d иjили поляризуемости а молекулярного комплекса или 
рассеивающей частицы: можно контролировать фазовые переходы в м ем­

брапах без использования флуоресцентных зондов, могущих вызывать 

интерференцию (см. главу 6.6.3). 
Если размер частицы d становится соизмеримым с длиной волны 

падающего света Л, ситуация становится более сложной, особенно при 

больших азимутальных углах е (см. рис. 8.11). Вследствие интерференции 
доминирующим становится прямое рассеяние. В области Ми начинают 
происходить существенные и быстрые изменения поперечного сечения 

рассеяния при изменении размера частицы, что весьма затрудняет ана­

лиз. Интересно, что кривая на рис. 8.11 обнаруживает значительный из­
гиб в видимом спектральном диапазоне, после чего рассеяние начинает 

зависеть приблизительно только от квадрата диаметра частицы (диамет­

ра ее поперечного сечения). Следует отметить, что измерения рассея-
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ния более чувствительны и точны, если размер частицы d меньше длины 
волны л. 

8.2.6. Динамическое рассеяние 

Когда ранее мы изучали статический, усредненный во времени рассе­

янный свет, нас не интересовало динамическое или квазиупругое рас­

сеяние. Измеряя временные флуктуации рассеяния интенсивности или 

(малые!) смещения длины волны, мы получаем информацию о динамике 

системы и о распределении размеров частиц. По-прежнему, мы полагаем 

рассеяние некогерентным, т.е. взаимную независимость частиц. Лазер­

ный свет с полушириной М = 0,01 А, соответствующей Llv =50 Гц, рас­
ширяется до Llv = 20 кГц за счет доплеревекого уширения (см. рис. 8.14). 
Интенсивность рассеяния можно описать спектральным распределением 

Лоренца: 

DK2 

I (v) = 2n 
• [DK2]2 

(v-v )2 + --
0 2n 

(8.33) 

где v0 - частота лазерного света, D - коэффициент диффузии, К- модуль 
вектора волны рассеянного света: 

\к\ 4n . е 
=-SШ-

Л 2 

лазерный луч 

v0 - 20 кГц 

лоренцавекое распределе­

ние рассеянного света 

2 
Av = Qlli_L 

2п 

полуширина 

Va + 20 кГц 

(8.34) 

Рис. 8.14. Вследствие доплеравекого уширения лазерный свет полушириной 

!JJ.. = 0,01 А, что соответствует Llv =50 Гц, расширяется рассеяни­
ем движущихся частиц до Llv = 20 кГц. Интенсивность рассеяния 
описывается спектральным распределением Лоренца 
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Явления рассеяния описываются векторной символикой, так: как: «луч 
света» имеет направление. Вектор падающего света описывается как: 
k0 = 2тt/Л е0, где е0 - единичный вектор, а 2тt/Л. -его амплитуда. Соответс­
твенно, вектор рассеянного света ks в направлении 8 имеет ту же амплитуду 
и единичный вектор е5 Вектор волны определяется как: разность векторов 
К= k0 - ks, модуль этого вектора определяется уравнением 8.34 на основе 
геометрического аргумента. 

В соответствии с классической кинетической теорией газа, расстояние 
/, проходимое частицей вследствие диффузии за время t, пропорциональ­
но корню квадратному интервала времени. Постоянная пропорциональ­
ности D и среднее расстояние /, проходимое частицей в единицу времени, 
связаны соотношением: D = f2/т. Диффузия в микромасштабе, в отличие 
от наших макроскопических представлений, - очень быстрый процесс. 

В соответствии с законами термодинамики, средняя скорость частиц газа 

с массой т равна: 

(8.35) 

где Т- абсолютная температура, х - постоянная Больцмана. Так, в слу­
чае теплового равновесия (при комнатной температуре) частицы диаметром 
0,5 мкм и плотностью 1 гjсм3 перемещаются со скоростью 5 000 мкмjс (что 
в 10 000 раз больше диаметра частицы). При упругом рассеянии теория 
дает величину доплеревекого уширения (перераспределение энергии --? 

квазиупругое рассеяние) !J.v = DI0/2тt, что позволяет экспериментально оп­
ределить D. Однако, как упоминалось выше, ожидаемое изменение частоты 
невелико. 

Даже в сотом порядке рассеяния разрешающая способность дифрак­
ционной решетки шириной 10 см с 1 200 штрихами на мм составляет 
<<только>> R = 106 (см. уравнение 3.34), что все еще далеко от требуемой 
R = v;v = 1014/50. Следовательно, необходимо использовать другие методы 
измерения. Первый из них упомянем лишь вкратце: специальным опто­

электронным способом (самопульсирующей спектроскопией) исключается 
сдвиг v 0 рассеянного света, что позволяет легко измерить спектральное 

распределение рассеянного света, представленнее на рис. 8.14. Для типич­
ных макромолекул наподобие белков в водных растворах значения D были 
определены в интервале от IQ-6 до 10-s см2 с-1 • 

Второй метод основан на статистическом измерении флуктуаций сиг­

нала рассеяния, аналогично определению электронного шума (см. гла­
ву 5.2.5). Этот зависящий от времени сигнал рассеяния прямо связан 
с тепловым (Броуновским) движением образца и от влияющих на это ус­
ловий. Маленькие частицы движутся быстрее больших, что отражается 

шириной полосы <<Шумового сигнала>> (см. рис. 8.15). Средняя скорость ре­
лаксации переноса составляет 102-105 Гц. Как упоминалось в главе 5.4.4.1, 
метод автокорреляции является универсальным инструментом анализа 

сигналов. Так, автокорреляция прямоугольных импульсов дает треуголь­

ный импульс (см. рис. 5.43). Соответственно, автокорреляция шумового 
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сигнал а 

1 s рассеяния 

б 

автокорреляция 

т 

Рис. 8.15. а - изменение сигнала рассеяния I, во времени; б - автокорре­
ляция I, * I, сигнала рассеяния дает экспоненциальную функцию 
с временем корреляции t (согласно Wiese, GП Fachz. Lab., 1992) 

сигнала дает экспоненту с временем корреляции -r: 

g(t) = 1 + ~ Х е-2DК'т (8.36) 

где О < ~ < 1 представляет постоянную, зависящую от типа используе­
мой аппаратуры. Коэффициент 2DK2 в показателе степени уравнения 8.36 
является средней скоростью релаксации, из которой определяется точно 

коэффициент диффузии D. А из него, в соответствии с ур$нением Сто­
ка - Эйнштейна: 

(8.37) 

где х - постоянная Больцмана и 11 - вязкость дисперсионной среды, мож­
но определить диаметр частиц d. Динамическое рассеяние света дает воз­
можность определения коэффициентов диффузии в диапазоне от 10-9 до 
10-6 см-2с-1 , что соответствует размеру частиц от 5 нм до 5 мкм. 

8.3. Раманавекое рассеяние и инфракрасная 
спектроскопия 

В отличие от упругого рассеяния рамаиовекое рассеяние (Раман, 1928 г.) 
молекул изменяет длину волны падающего света. Экспериментальная 

установка аналогична представленной на рис. 8.4 с фиксированным 

углом наблюдения, как правило, 90°. Изменение длины волны рассе­
янного света происходит при взаимодействии падающего света с коле­

бательными квантами рассеивающей молекулы. При упругом рассея-
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нии мы имеем дело с усиленными колебаниями 

рассеивающей частицы, при облучении которой 

светом возникает дипольный момент, пропорци­

ональный поляризуемости а, которая предпола­

гается постоянной для данной молекулы. Однако 

в реальных условиях с изменением частоты коле­

баний молекулы v0 ее поляризуемость а будет тоже 
изменяться. 

Это можно продемонстрировать на приме­
ре линейной молекулы СО2 • Наподобие того, как 
это было сделано в главе 2.3.3.3, рассмотрим соот­
ветствующие формы колебаний, изображенные на 

рис. 8.16. В принципе, колебания могут быть сим­
метричными и асимметричными (см. рис. 10.2). 
При симметричных колебаниях с изменением час­

Сэр Чандрасекхара 

Венката Раман 

(1888-1970) 

тоты возбуждающей волны v 0 изменяется размер <<электронного облака>> 

и его «пластичность>>, т.е. его поляризуемость а: 

(8.38) 

где ам - амплитуда изменения поляризуемости. После подстановки в урав­
нение 8.6 получаем: 

(8.39) 

Первый член уравнения 8.39 соответствует обычному диполю Герца, 
т.е. релеевекому рассеянию с частотой v 

0
• Второй член этого уравнения 

соответствует диполю, который колеблется с частотой, изменяющейся на 

J..L,CX 

симметричное 

валентное колебание 

/ 

О=С=О 

G 

/ 
/ 

/ 
--- сх / 

О=С=О 

рамаиовекое активное 

асимметричное 

валентное колебание 

О=С=О О=С=О 

ЕЭ 
ИК активное 

Рис. 8.16. Представление форм активных рамаиовекого и ИК колебаний 

молекулы С02 • При активном рамаиовеком колебании изменяется 
поляризуемость а, а при активном ИК колебании - дипольный 

момент 11 
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± v м· Продолжая аналогию с ранее упомянутыми антеннами, можно ут­
верждать, что модуляция частоты v0 падающей световой волны, помимо 

релеевекого пика, приводит к получению так называемых боковых полос 

(нижней и верхней) (см. рис. 8.17). Образно говоря, верхняя боковая поло­
са соответствует рассеянной волне, которая взяла квант от рассеивающей 

молекулы, а нижняя боковая полоса соответствует волне, которая отдала 

квант. Полосы, смещенные в низкочастотную область (v0 -vм), называются 

стоксовыми, а в высокочастотную (v0 + vм)- антистоксовыми раманоп­
екими линиями. Конечно, колебательный квант, если он действительно 

существует, может быть отдан, только если рассеивающая молекула уже на­

ходится в возбужденном колебательном состоянии. Однако, в соответствии 
с распределением Больцмана, при комнатной температуре вероятность это­

го р очень мала: 

hvм 

р = ехт (8.40) 

При комнатной температуре для типичной колебательной полосы эта 

вероятность приблизительно равна 0,001. Следовательно, антистоксово ра­
мановское рассеяние чрезвычайно мало, и в практической работе использу­

ется исключительно стокеоно рамаиовекое рассеяние. Кроме того, вероят­

ность возбуждения очень мала: Is = l0-6 / 0• Это требует очень интенсивных 
и в то же время монохроматичных источников света, что в настоящее вре­

мя вполне возможно благодаря современным лазерам. Возникающее в этом 

s, 
2 колебательные s состояния 

--г---

~~~З~~ЕЕ~~~~~З~~~~~ 2 колебательные ныйS состояния 
So + 

релеевекое резонансное рамаиовекое 

рамаиовекое 1 рамановскоL (антистоксово) (стоксово.) 1 

10-3 

\ 
--"----'--....t:....--'>o---<-~1 ' 

Vo + Vм vo- vм Vo- vм 

Рис. 8.17. Пик релеевекого рассеяния на частоте v 0 и две боковые полосы 

рамаиовекого [комбинационного] рассеяния с соответствующими 

энергетическими переходами. Приведеиные относительные ин­

тенсивности рассеяния условны и не соответствуют точно изоб­
раженной диаграмме. Более низкочастотная полоса соответствует 
стоксову, а более высокочастотная полоса - антистоксову рассе­

янию. Резонансные рамаиовекие линии наблюдаются, если рас­
сеянный свет индуцируется только электронным переходом (лог­

лощением) 
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случае сильное релеевекое рассеяние можно подавить использованием эф­

фективных узкополосных фильтров (см. главу 3.6). 
В случае асимметричных колебаний (см. рис. 8.16, справа) все про­

исходит с точностью до наоборот: в отличие от дипольного момента 

Jl молекулы изменения поляризуемости а практически не происходит. 
Изменение электрического дипольного момента уже обсуждалось в гла­
ве 2.3.3.4, как необходимейшее условие любого поглощения, это сохра­
няется и при колебательных переходах. Таким образом, можно сделать 

выводы: 

асимметричные колебания вызывают изменения электрического ди­

польного момента Jl молекулы, что проявляется в активных ИК коле­
баниях и не имеет места в рамановских спектрах; 
симметричные колебания приводят к изменению поляризуемости а 

и, следовательно, активны в рамановских спектрах. Они не проявля­

ются в инфракрасных спектрах. 

В обоих случаях измеряется колебание молекул, однако оно основано 
на разных физических явлениях, в большой степени идеальным обра­
зом дополняющих друг друга. Иногда пики проявляются в обоих типах 

спектров, но с весьма различающимися интенсивностями: как это часто 

бывает в квантовой механике, разделение на симметричные и асиммет­
ричные колебания довольно условно, и мы имеем дело с колебаниями 
обоих типов. 

На рис. 8.18 приведены ИК и рамаиовекий спектр транс-дихлорэтана. 
Наиболее интенсивные пики соответствуют отдельным формам колеба­
ний. Инфракрасный спектр обычно представляют в перевернутом виде 
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Рис. 8.18. Сравнение инфракрасного и рамаиовекого спектра транс­
дихлорэтана. Наиболее интенсивные пики отнесены к отдельным 
формам колебаний. Инфракрасный спектр принято изображать 
в «Перевернутом виде» [в шкале пропускания], а рамаиовекий­

в <<восходящем» [в шкале интенсивности рассеяния] (согласно 
Hesse et al., Thieme Verlag) 
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(часто в логарифмическом масштабе), а рамаиовекие спектры- в обыч­
ном виде (и в линейном масштабе). В то время как длина волны инф­
ракрасного спектра дается в абсолютных значениях, рамаиовекий спектр 

всегда изображается в относительных частотах по отношению к длине 
волны возбуждения. 

Так как интенсивность рассеяния зависит от поляризуемости а, то 
в сравнении с возбуждающим светом рассеянный свет будет всегда в неко­
торой степени деполяризован. Если падающий свет, например, вертикаль­

но поляризован, то деполяризация рассеянного света составит: 

(8.41) 

которая, подобно измерениям поляризации флуоресценции, измеряется 
перпендикулярно к направлению возбуждающего света соответствующей 

поляризации. Если же падающий свет поляризован горизонтально, то ин­

тенсивность рассеянного света будет стремиться к О (см. рис. 8.1). Теперь 
можно показать, что для изотропной поляризуемости а степень деполя­

ризацииризменяется от О до s. При анизотропной поляризуемости а, т.е. 
для асимметричных колебаний молекул, получаем р = s = const. Опреде­
ление степени деполяризации позволяет соотнести отдельные рамановс­

кие пики с определенными элементами (поляризационная рамановекая 
спектроскопия). 

При описании рамаиовекого рассеяния предусматривалось, что лог­
лощение отсутствует. Рассеяние является результатом перемещения за­

ряда внутри «электронного облака»: интенсивность рассеяния пропор­

цианальна а2 • Однако если частота возбуждающего света индуцирует 
дополнительный электронный переход (поглощение, см. рис. 8.17), пере­
мещение заряда драматически возрастает, и рамановс~ий сигнал часто 

становится сравнимым с релеевским рассеянием (резонансное усиле­

ние) или с рассеянием в УФ спектроскопии поглощения. В частности, 
для хромапротеидов при возбуждении в полосе логлощения хромафора 

часто наблюдается гораздо менее сложный рамаиовекий спектр вследс­
твие того, что его обусловливает только хромофорная часть, а белковая 

остается «невидимой>>. Следует ожидать, что резонансная рамановекая 
спектроскопия превратится вскоре в могущественное средство не только 

в исследовательских целях, но также и в аналитических и клинических 

применениях. 

8.4. Радуга 

Первый задокументированный спектр можно найти в Библии: в строфе 13 
главы 9 Книги Бытия Бог говорит Ною: 

<<Я поставлю свою дугу на облака, и она будет заветом между Мной 

и Землей». 

Радуга является видимым спектром солнечного света, который по­

лучается в результате рассеяния света маленькими капельками воды. 

Однако почему радуги так редки, хотя оба фактора ее образования бы-
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• Солнце 
-оо 

Рис. 8.19. Изображение радуги со вторичной верхней радугой, включающее 
приблизительные углы между направлением солнечных лучей 

и положением наблюдателя. Вторичная радуга значительно слабее 
первичной. Центр окружности, которую описывает радуга, всегда 

лежит на прямой, проходящей через Солнце и глаз наблюдателя 

вают представлены очень часто? Интересно, что иногда выше первич­
ной радуги возникает более бледная и более широкая вторичная радуга 

с перевернутым порядком цветов: красная полоса внизу, а голубая вверху 
(см. рис. 8.19). Чаще всего радуга наблюдается в прямых лучах солнца 
после дождя или при искусственном разбрызгивании воды. При каких 
условиях возникает радуга? Ответ получили в результате проведения ла­
бораторных экспериментов с лучом лазера и большими, хорошо выра­
женными, каплями воды. 

Если луч света падает на сферические каплю воды диаметром от 
0,3 до 20 мм, часть света преломляется в капле, а остальной свет отра­
жается. Только так называемые картезианские лучи (согласно француз­
скому математику Рене Декарту), падая на каплю воды на расстоянии 
7/8 (первичная радуга) или 19/20 (вторичная радуга) от радиуса сред­
ней линии, будут вызывать спектральные явления. Первичная радуга 
получается при одном внутреннем отражении, а вторичная радуга по­

лучается при двух внутренних отражениях (см. рис. 8.20). Все прочие 
лучи отклоняются так далеко, что не способны давать какую-либо уси­
ленную интерференцию. Так как воде присуща относительно незначи­

тельная дисперсия (коэффициент преломления воды равен 1,333, см. 
рис. 3.15), углы цветных полос радуги весьма ограничены и зависят от 
диаметра капелек воды и количества внутренних отражений (см. таб­

лицу 8.1). 
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картезианский луч 
вторичной радуги 

картезианский луч 
первичной радуги 

_j__--т-
42/ 
/~ 

Рис. 8.20. Траектория луча света внутри капель воды, приводящая к образо­
ванию радуги. Только так называемые картезианские лучи, падая 

на каплю воды на расстоянии -7/8 (первичная радуга, внизу) или 
19/20 (вторичная радуга, вверху) от радиуса средней линии, спо­
собны вызвать спектральные явления 

Табл. 8.1. Диспергирующие углы в радуге 

Диаметр [водяной капли] 1 мм 20 мм 

Первичная радуга 40,5 ± 2 41,5 ± 1 

Александровекое темное пространство 46 ± 3 46 ± 3 

Вторичная радуга 53 ± 4 52 ± 2 

С уменьшением размера капель радуга бледнеет. Когда диаметр капли 
становится меньше -0,3 мм, получается наложение отдельных спектраль­
ных цветов (неудовлетворительное спектральное разрешение), дополняю­
щих друг друга, что приводит к осветлению радуги и, в конце концов, ее 

полному исчезновению. В соответствии с формулой Френеля, цветной свет 
в радуге высоко поляризован (тангенциально к радуге, Е-вектор). Свет, 

поляризованный ортогонально плоскости рассеяния, отражается предпоч­

тительно внутрь капли (см. рис. 3.16), тогда как прочий покидает каплю 
и становится видимым. 
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8.5. Спектроскопия отражения 

8.5.1. Теоретические основы 

Спектроскопия отражения изучает закономерности отражения электро­
магнитного излучения от различных, в том числе твердых, сред. Сущес­

твуют три типа отражений: зеркальное отражение, внутреннее отражение 

и диффузное отражение от шероховатых поверхностей. В реальности име­

ют место одновременно все три типа отражения, но в разных соотношени­

ях. Часть падающего света, независимо от диаметра частиц, отражается от 

их поверхности (микрозеркал), часть входит внутрь образца, откуда, после 
определенного числа преломлений, дифракций, отражений и поглощений, 
вновь излучается с поверхности. 

Хот~ точной. теории множественных рассеяний не существует, доста­
точно широко применяется теория диффузионного отражения и пропус­

кания оптически непрозрачных образцов - так называемая двухкомпо­

нентная теория, разработанная в тридцатых- сороковых годах 19-го века 
Кубелкой и Мунком в Германии. В данной области эта теория имеет такое 
же значение, как закон Бугера - Ламберта - Бера в абсорбционной спек­
троскопии прозрачных образцов (см. главу 5.1). Для практической работы 
она незаменима. В этой теории предполагается, что отраженное излучение 
является изотропным, т.е. не зависящим от направления (закон косинусов 

Ламберта, см. рис. 3.3), а облучающий свет- монохроматическим. 
Сначала Кубелка и Мунк работали над получением бумаги для газет, ко­

торая должна быть тонкой (т.е. газета должна быть легкой), но, тем не 
менее, как в можно большей степени, непрозрачной. Это классическая задача 

оптической спектроскопии. 

Чтобы описать излучение, которое и рассеивается, и поглощается, поток 
света делится на два противоположных потока (см. рис. 8.21). Входящий 

х 

отражающая нижняя поверхность 

Рис. 8.21. К выводу уравнения Кубелки - Мунка. Если образец толщиной 
d, не ограниченной в горизонтальном направлении, облучается 
сверху диффузным светом интенсивности I, то можно измерить 
обратный вертикальный поток вверх J. Если образец имеет ог­
раниченную толщину, часть света будет отражаться от нижней 

поверхности образца 
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в верхнюю часть образца поток I (который может достичь отражающей ниж­
ней поверхности Rg) имеет направление + х, а рассеянная часть светового 
потока J имеет направление - х. Образец при этом не имеет границ в гори­
зонтальном направлении (это важное граничное условие для решения диф­
ференциальных уравнений 8.43, см. ниже). При многократном рассеянии 
в сочетании с диффузным излучением усредненная длина волны dx внутри 
образца аналогична длине волны параллельного излучения, падающего под 

углом 60°, или, иначе говоря, точно равна удвоенному значению длины вол­
ны, получаемой при коллимираванном вертикальном облучении: 

(8.42) 

В соответствии с теорией Кубелки - Мунка, коэффициент логлощения 
К и коэффициент рассеяния S (см. уравнение 8.2) влияют на потки I и J, 
которые взаимосвязаны двумя дифференциальными уравнениями: 

-dl = -Kldx- SJdx + SJdx 
dJ = -Kldx- SJdx + Sldx 

С учетом граничных условий: 

х = О : ( f J х~о = Rg - отражение от нижней поверхности образца; 

(!_J - R - отражение от образца; 
J x~d-

(8.43) 

- отражение от образца леограниченной толщины 

(Rg =О) 

систему уравнений 8.43 можно решить. В результате решения диффузион­
ное отражение R= образца зависит только от отношения K/S, а не отдельно 
от коэффициента рассеяния или коэффициента поглощения: 

(8.44) 

F(RJ называется функцией Кубелки - Мунка, значения которой приво­

дятся в таблицах (Kortйm, 1969). Так же как в абсорбционной и, особенно, 
эмиссионной спектроскопии, должна быть исключена зависимость ответа 
аппаратуры от длины волны. Это получают (1) путем измерения отраже­
ния самого образца и (2) измерением бесконечно отражающей поверхности 
[R,.jЛ)], например, поверхности, покрытой тонким слоем сульфатом бария, 

карбонатом или оксидом магния: RjЛ) - R,.jЛ) (в логарифмической фор­

ме: log[RJЛ)/R,.jЛ)]). 
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С этими стандартными или с более современными материалами, ис­
пользуемыми для приготовления сферы Ульбрихта, можно получить значе­

ние R= лучше 99%. С другой стороны, гораздо сложнее получить абсолютно 
черную поверхность, не отражающую свет, что является прямым резуль­

татом теории Кубелки - Мунка. Эта проблема обсуждалась ранее при 

описании корректировки фотоакустических спектров с помощью черного 

образца сравнения, покрытого сажей, наилучшим из известных абсорбен­
тов (см. главу 7.4). 

Предположив, что коэффициент рассеяния S не зависит от длины вол­
ны Л в диапазоне измерения, можно определить теоретически концент­
рацию вещества посредством измерения отражения, заменив в уравнении 

8.44 К на 2,3026 х Е х С, где С - молярная концентрация, а Е - моляр­
ный коэффициент экстинкции (см. уравнение 5.5). Для пороткаабразных 
веществ с размерами гранул, близкими к 1 мкм, и толщиной образца по 
крайней мере 1 мм, уравнение 8.44 дает строго линейную зависимость. 
Корректировка измерений и получение графических зависимостей в со­

ответствии с теорией Кубелки - Мунка легко осуществляется с помощью 
встроенных компьютеров. При неотражающем фоне Rg = О и R = R

0
, на 

основании чего для образца толщиной d можно вычислить коэффициент 
рассеяния S: 

(8.45) 

и коэффициент поглощения К: 

(8.46) 

8.5.2. Некоторые практические результаты 

Сигнал поглощения непрозрачного и твердого образца, такого как молодой 

и очень тонкий прорастающий лист, значительно усиливается, если его 

покрыть сильно рассеивающей (но не поглощающей!) суспензией СаС03 
(см. главу 5.2.8) толщиной примерно в 1 мм. Благодаря этому обычно кол­
лимираванный измеряющий луч света сначала диффузно отражается (см. 

уравнение 8.42), а затем часть отраженного света снова попадает на фотоде­
тектор. Таким образом легко достигается трехкратное увеличение сигнала. 
Для измерения отраженного света очень подходит сфера Ульбрихта (см. 
главу 3.5.6), так как она одинаково хорошо диффузно отражает и входя­
щий, и отраженный свет. 

Усиление оптического сигнала в абсорбционной спектроскопии силь­
но разбавленных и жидких образцов очень важно в биохимии. Например, 
концентрация описанного ранее универсального пигмента фитохрома 

в экстрактах растений очень мала. Обычной абсорбционной спектроскопи­
ей она не определяется (сигнал поглощения очень мал) без предварительно-
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го концентрирования. Однако, если в экстракт фитохрома без какого-либо 
обогащения добавить инертную суспензию СаС03 , то сигнал увеличится 
в f3 = 100-150 раз. Согласно теории Кубелки - Мунка, коэффициент уси­

ления f3 будет равен: 

[ 
-4R 

3 
1 + R 

2
] 

f3 = (1-К2)2 sd + 1- k (8.47) 

Для большинства белых и рассеивающих веществ так называемая 
интенсивность рассеяния (S х d) настолько велика, что первым членом 
уравнения 8.47 можно пренебречь и значительно упростить формулу. 
Однако, если размеры гранул рассеивающего материала меньше длины 
волны Л, то f3 будет небольшим, так как коэффициент рассеяния умень­
шается (см. рис. 8.11). 

Конечно, при измерении целого ряда, например, 100 образцов, необ­
ходимо поддерживать постоянным отношение в смеси жидкости и СаС03 
(обычно 1 мл на 1 г), так как нас интересуют относительные значения 
(например, в колоночной хроматографии). Так как f3 не зависит от длины 
волны Л, можно производить измерения неискаженных спектров отраже­

ния непрозрачных и сильно рассеивающих образцов. Рассеяние измеряется 

раздельно, например, путем сравнения с рассеянием белой нефлуоресциру­

ющей бумаги с такой же интенсивностью рассеяния (S х d). 
В качестве примера на рис. 8.22 представлены спектр логлощения (1) 

дидимиевого фильтра (BG 36, Schott, Mainnz, Германия, А580 > 2) в сравне-

длина волны (нм) 

Рис. 8.22. Сравнение спектра логлощения (1) дидимиевого фильтра с раз­
личными логарифмическими зависимостями соответствующих 

значений отражения. Спектр 5: спектр отражения белой нефлу­
оресцирующей бумаги (нулевая линия) при освещении ее кол­
лимираванным излучением. Спектр 4: спектр отражения диди­
миевого фильтра, лежащего на поверхности белой бумаги (R

8 
"' 

100%). Спектр 3- скорректированный на нулевую линию спектр 

отражения 1og(Rr.jRdidimiиm). Спектр 2: пересчитанный по функции 
Кубелки - Мунка F(RJ спектр 3 
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Рис. 8.23. Сравнение спектра поглощения, исправленного спектра отраже­
ния и спектра отражения с учетом функции Кубелки - Мунка 

зеленого листа молочая 

нии с полученными различными способами спектрами отражения. Гра­

фик 5 показывает спектр отражения белой нефлуоресцирующей бумаги 
(log(Rг.}' нулевая линия) при освещении ее коллимираванным излучени­
ем. График 4 представляет спектр отражения дидимиевого фильтра, лежа­
щего на поверхности белой бумаги (Rg"" 100%). График 3 - скорректиро­
ванный и нормализованный спектр отражения log(R jRd·d· . ). Отличия 

re l tmiUm 

этого графика от спектра поглощения 1 достаточно заметны. Однако если 
представить этот спектр в соответствии с функцией Кубелки - Мунка 
(уравнение 8.44), разница значительно уменьшится (см. рис. 8.22.2), но 
полного совпадения не получится. Это объясняется невыполнением всех 

условий теории Кубелки- Мунка: (1) мелкодисперсность образца, (2) 
диффузное облучение и (3) независимость коэффициента рассеяния S от 
длины волны л. 

Другой пример приведен на рис. 8.23, где сравниваются спектр поrло­
щения, исправленнный спектр отражения и спектр отражения с учетом 

функции Кубелки - Мунка зеленого листа молочая. И в этом случае пос­

ледний спектр отражения более точно отображает спектр поглощения, чем 
простой откорректированный спектр отражения. Ясно, что в специфичес­

ких обстоятельствах спектроскопия отражения способна заменить абсорб­

ционную спектроскопию. 

На рис. 8.24 приведен исправленный <<спектр поглощения>> споран­
гиофоров (носителей спор) гриба Phycomyces Ь. Он является удвоенным 
разностным спектром и был получен путем вычитания неисправленного 

спектра отражения спорангиофора (2) из спектра отражения (1) белого 
эталонного образца (ZnS). Расстояние измеряющего конца раздвоенного 
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длина волны (нм) 

Рис. 8.24. Первый <<Спектр поглощения» тончайшей структуры споранги­
офора гриба Phycoтyces Ь., полученного методом бесконтактной 
спектроскопии отражения iп sitи (на месте). Прямое измерение 
спектра логлощения невозможно. Около 1 000 отдельных спект­
ров <<нитей» приблизительно 500 спорангиофоров было получе­
но в течение 20 с на высокочувствительном быстросканирующем 
спектрометре RSS (см. рис. 5.51). Этот результат соответствует 
5·105-кратному усилению сигнала, который можно бы было по­
лучить на обычном абсорбционном спектрометре от единичного 

спорангиофора, изображенного на вставке 

обманутая пчела 

имитатор 

(красный цветок) 

Рис. 8.25. Пчелы Chelostoтa fи!igiпosит предпочитают голубые колоколо­

образные цветы Сатрапи/а persicifo/ia, в которых много нектара, 
и в то же время летают на красные орхидеи Cephalanthera rиbra, 
в которых совсем нет нектара. Пчела и эти два типа цветов явля­
ются примером треугольной зависимости (согласно Barret, Spec­
trum der Wissenschaft, Nov. 1987, 102) 
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световода от спорангиофоров составляло примерно 5 см, что обеспечило 
неинвазивное и бесконтактное получение информации от весьма тон­

кой структуры спорангиофоров, недостижимое обычной абсорбционной 

спектроскопией. 

В конце 1980-х годов посредством спектроскопии отражения было сде­

лано впечатляющее разоблачение знаменитой мозаичной посмертной мас­

ки из захоронения Тикаля в Центральной Америке: было доказано, что 

из нефрита сделана не вся маска, а лишь ее уши (Ward, 1987, измерение 
с расстояния 30 см). 

Сегодня дистанционные измерения отражения применяются для оцен­

ки больших лесных массивов с самолетов или со спутников. Особенно 
информативны спектры отражения в интервале от 690 до 730 нм (стрелка 
на рис. 8.23), позволяющие провести различие между здоровыми и усыха­
ющими деревьями, что широко используется в картографии лесных пов­

реждений. 

В биологии широко известен феномен мимикрии. Имитационные 
преимущества одних видов позволяют выживать другим видам. Напри­

мер, длительное время было загадкой, почему отдельные пчелы ( Chelos­
toma fuliginosum), предпочитающие голубые колоколообразные цветы 
Сатрапи/а persicifolia, в которых много нектара, летают в то же время 
на красные орхидеи Cephalanthera rubra, в которых совсем нет нектара 
(см. рис. 8.25). Ответ был получен с помощью отражательной спектрос­
копии. Оказалось, что спектральные свойства этих двух цветков в уль­

трафиолетовом и голубом диапазоне, единственно видимом для насе­
комых, практически идентичны. В видимом для человеческого глаза 

диапазоне спектральные свойства этих двух цветов совершенно разные 

(см. рис. 8.26). 
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Рис. 8.26. Сравнение спектров отражения голубого колокольчика и красной 
орхидеи, изображенных на рис. 8.25 (согласно Barret, Spectrum der 
Wissenschaft, Nov. 1987, 102) 
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8.6. Спектроскопия ослабленного полного отражения 
(СОПО) 

Хотя принцип полного отражения света, наблюдаемый при переходе 

из оптически плотной среды (с более высоким показателем преломле­

ния) в оптически менее плотную (с меньшим показателем преломле­
ния), включая теорию электромагнетизма, известен с работ Ньютона, 
спектроскопия внутреннего отражения не развивалась до 1947 г., когда 
Гус и Хеихеи впервые установили, что полное отражение в тонком пог­

раничном слое всегда сопровождается небольшим смещением луча, со­

поставимым с длиной волны (см. рис. 8.27, а). Это объясняется теорией 

Максвелла и связано с ослаблением поверхностной волны в тонком слое 
между точками входа К и выхода L: свет слегка излучается в оптически 
менее плотную среду - среди многих причин и в зависимости от угла 

входа и таким образом переносит энергию через границу фаз. Внутри 
менее плотной среды возникает стационарное поле Е, величина которо­

го экспоненциально затухает с увеличением расстояния от поверхности 

раздела: 

-х 

(8.1) 

Глубина проникновения dP определяется как расстояние, на котором Е 
уменьшается до Jje уровня, и вычисляется (Harric N.J., Ann. N.Y. Acad. Sci., 
1963, v.lOl, 928) по формуле: 

а 

б 

Рис. 8.27. а - Полное отражение в пограничном слое между средами 
с различными показателями преломления всегда сопровожда­

ется небольшим смещением луча, сравнимым с длиной волны. 

Это объясняется теорией Максвелла, в соответствии с которой 

ослабление поверхностных волн в тонком слое от точки входа (К) 
до точки выхода (L) обусловлено логлощением потенциального 
абсорбера [исследуемого вещества] (ослабленное полное отраже­

ние). б - С помощью специальной призмы логлощение сущест­

венно возрастает при многократном отражении (до 25 раз) 
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d 
л, 

р = -----;==:d==== 

sin' а-(~)', 
(8.49) 

2n 

Глубина проникновения пропорциональна длине волны Л1 в оптически 
более плотной среде. Изменяя угол входа а, можно контролировать глуби­
ну профиля поглощения в тонком слое (например, в биологических мем­
бранах), что аналоГично методу модуляции частоты f в фотоакустической 
спектроскопии (<;:м. главу 7.3.4). 

При проникиовении световой волны в оптически менее плотную и пог­

лощающую среду происходит ее ослабление. На этом законе основывается 

спектроскопия ослабленного полного отражения (СОПО)1 • В случае свобод­
ного пропускания и слабопоглощающего вещества применяется следующая 

формула (тп < 0,1; согласно теории дисперсии тп- это модуль экстинкции 
среды с показателем преломления п, определяемый произведением ас, см. 

уравнение 5.3): 

(8.50) 

где de - эффективная толщина слоя. Формула позволяет получить одну 
и ту же экстинкцию как при измерении обычных спектров пропускания, 

так и при измерении спектров полного отражения. 

Отражательная способность при низкой поглощательной способности 

определяется как: 

(8.51) 

При много(N)-кратном отражении (см. рис. 8.27, б) получаем: 

(8.52) 

где de - комплексная функция различных параметров, однако при низких 

концентрациях она не зависит от тп. 

Явление полного отражения нашло много различных применений: при 

прецизионном измерении углов, определении показателей преломления, 

в расщепителях пучка света, оптических фильтрах, модуляторах света, ла­
зерах, зеркалах, измерении рельефа и абсорбционной спектроскопии. Этот 
метод применим там, где применение других методов невозможно или за­

труднено вследствие чрезвычайно высокого поглощения образца в тонких 
слоях. Материал образца приводят в контакт с оптически более плотным, 
но прозрачным материалом, и измеряют зависимость от длины волны пол­

ного отражения, начиная с более плотной среды. Полученный спектр яв-

1 Прим. редактора: часто ее называют также спектроскопией нарушенного полно­
го внутреннего отражения (НПВО) или многократно нарушенного полного внутренне­

го отражения (МНПВО) - при многократном отражении от границы раздела 
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ляется результатом взаимодействия стационарного поля с образцом и пред­
ставляет его спектр пропускания. В отличие от обычной спектроскопии 
пропускания в этом методе при определенном угле падения можно достичь 

многократного усиления [в результате многократного прохождения] поrло­

щения образца. 

Благодаря возможности исследования тончайших слоев в настоящее 
время СОПО используется в основном в инфракрасном диапазоне для 
определения, например, жиров. В зависимости от области применения 
на рынок поставляется много типов спектрометров ОПО. Наряду с одно­
кратно отражающими кюветами (т.е. кристаллами) (рис. 8.27, а) предлага­
ются кюветы, с помощью которых возможно осуществить многократное 

(~ 25) полное отражение (рис. 8.27, б). Обычные кюветы рассчитаны на 
1-2 мл, а современные алмазные кюветы требуют всего 1 мкл образца. 
Алмаз с показателем преломления n = 2,4 обеспечивает четырехкратное 
увеличение отражательной способности по сравнению со стеклом (n = 1,3, 
см. главу 3.6.2). В зависимости от назначения и требуемой длины волны (в 
мкм области) производители предлагают кюветы из различных кристал­
лов, например, из бромйодистого таллия (от 0,6 до 30 мкм, перастворимого 
в кислотах, но растворимого в щелочах и с более высоким, чем у алмаза, 

показателем преломления), из Фторида кальция (0,13-12 мкм, твердого, 
но чувствительного к тепловым ударам), из хлорида натрия (0,25-16 мкм, 
растворимого в воде, но очень дешевого). 
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ГЛАВА9 

КРУГОВОЙ ДИХРОИЗМ 
И ОПТИЧЕСКОЕ ВРАЩЕНИЕ 

Relata refero 

Я только констатирую факты, установленные ранее 

Геродот 

Круговой дихроизм (КД) и оптическое вращение (дисперсия оптического 
вращения (ДОВ)) -два оптических явления, которые тесно связаны с про­
странетвенной структурой молекул. При рассмотрении поляризационной 

флуорометрии в главе 6.4 упоминались различные аналитические методы, 
основанные на возбуждении электронов поляризованным светом. Деполя­
ризация излучаемого света используется для получения информации о под­
вижности возбужденных молекул, о внутри- и межмолекулярном переносе 

энергии и об электронных дипольных моментах флуорофоров. Еще больше 

информации о пространствеиной структуре молекул позволяет получить ис­
пользование плоско поляризованного по кругу или эллиптически света (дву­

мерное свойство) с различно направленными вращениями векторов элект­
рического и магнитного поля (отличающиеся пространствеиные свойства). 

~ 

9.1. Поляризация света 

В плоско поляризованном свете Е-вектор колеблется в плоскости, перпен­
дикулярной направлению распространения (обычно это изображается в на­
правлении оси z; см. рис. 2.1 и 8.1). Теоретически, плоско поляризованный 
свет эквивалентен сумме векторов двух компонентов поля EL и ER' которые 
вращаются в противоположных направлениях (см. рис. 9.1): мы относим их 
к эллиптически или поляризованному по кругу свету. Это без труда под­

тверждается экспериментом. Термин <<интерференция» относится к поляри­
зационным свойствам когерентного света (см. главу 2.2): два луча плоско 
поляризованного света со взаимно перпендикулярными Е-векторами одина­

ковой амплитуды и фазы образуют плоско поляризованный свет с Е-векто­
ром, наклоненным под углом 45° к вертикали (рис. 9.2). Относительная фаза 
смещена на n, а плоскость поляризации соответственно наклонена на -4SO. 

Если один из лучей смещен по фазе относительно другого на n/2 = 90°, то 
их сочетание даст свет с круговой поляризацией. Направление вращения за­

висит от того, какой из лучей задержан относительно другого (см. рис. 9.3). 
При этом распространение световой волны не будет спиральным, она 

распространяется по прямой без вращения. Линия, где спираль пересекает 
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поляризованный 

~ линейно t поляризованный 

Рис. 9.1. Плоско поляризованный свет может быть представлен в виде на­
ложения двух лучей света с круговой поляризацией, у которых Е­

вектора направлены в противоположные стороны 

пространственно фиксированную плоскость} перпендикулярную направлению 
распространения} вращается по кругу против направления поляризации (с вра­

щающейся спиралью пересечение представляло бы фиксированную линию на 
плоскости). Световую волну принято считать правополяризованной, если на­

блюдатель, по отношению к которому она движется} видит ее вращающейся 
вправо, т.е. по часовой стрелке, и наоборот. 

Если взаимодействуют две волны с одинаковыми фазами, но с разными 
амплитудами, то плоско поляризованная волна образуется в плоскости, где 

Рис. 9.2. а - сложение векторов двух волн света с одинаковой фазой, длиной 
волны и амплитудой, но с перпендикулярными плоскостями поля­

ризации; б- результат сложения - волна плоско поляризованного 

света, где плоскость поляризации наклонена на 45' 
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Рис. 9.3. а - сложение векторов двух световых волн с одинаковой дли­
ной волны и амплитудой, но с перпендикулярными плоскостями 

поляризации. Интерферирующие волны сдвинуты на 90° относи­
тельно друг друга; б- результат: световая волна с круговой поля­
ризацией 

Е-вектор в определенной степени наклонен (см. рис. 9.4). Сдвиг в относи­
тельной фазе приводит к световой волне с эллиптически вращающимся Е­
вектором (см. рис. 9.5). Эллиптически поляризованный свет характеризу­
ется длинной и короткой осями эллипса, пространствеиным наклонением 

и направлением вращения Е-вектора (см. главы 9.3 и 9.7). 
На практике сдвиг фаз реализуется с помощью двоякопреломляющего 

кварцевого кристалла (см. главу 3.5. 7). Если световой луч падает на плоско­
параллельную кварцевую пластину, то, в соответствии с fli! поляризационны-

а б 

Рис. 9.4. а - сложение векторов двух световых волн с одинаковыми фазой 
и длиной волны, но с разными амплитудами; б- результат сложе­

ния- волна плоско поляризованного света, где плоскость поляри­

зации наклонена на * 45° к вертикали 
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Рис. 9.5. а - сложение векторов двух волн света с одинаковой длиной вол­

ны, но с разными амплитудами, плоскости поляризации которых 

перпендикулярны друг другу; б - результат сложения - эллипти­
чески поляризованная световая волна 

ми свойствами, он будет расщеплен на обычный (о) и необычный (е) лучи. Оба 
луча будут распространяться в кристалле с различной скоростью v = с/п, 
так как кварц обладает по отношению к этим лучам различными показате­
лями преломления. При выходе из кристалла, толщина которого составляет 
d, у них будет смещение фазы 11Ф относителыю друг друга: 

Изменяя толщину кристалла d, можно получить любое смещение фазы 
для каждой длины волны Л. Технический интерес представляют определен­
ные смещения фазы. Так, при !:J.Ф = n/2 (пластина четверти волны) плоско­
поляризованный свет преобразуется в поляризованный по кругу свет, а при 
!:J.Ф = n (пластина полуволны) получается простое вращение плоскости плоско 
поляризованного света. Однако вследствие того, что такие пластины чрез­
вычайно тонки, на практике обычно используются пластины толщиной от 10 
до 50 мкм. В них помещается кратное, например четверти волны, число длин 
волн: 10 х Л/4, а не Л/4. Такие пластины называются пластинами многократ­
ного порядка (МП). Однако, так как они очень чувствительны к изменениям 

длины волны и температуры, обычно используются так называемые пластины 

нулевого порядка (НП). Они состоят из двух скрещенных МП, например на 

10 Л и 10 х Л/4, и обеспечивают смещение фазы на n/4. 

9.2. Дисперсия оптического вращения (ДОВ) 

В настоящей главе будет рассмотрено действие поляризованного по кругу 

света на некоторые молекулы. В главе 8 были описаны рассеяние и диф­
ракция как следствие отличающихся скоростей световых волн в различных 
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средах. Оба эти явления прямо зависят от поляризуемости а, т.е. от степени 

искажения электронного облака вектором электрического поля внешнего 

светового поля. Многим органическим молекулам присуща значительная 
хиральность: подобно левой и правой перчатке их структуры могут транс­

формироваться друг в друга только зеркально ([будучи неразличимы по 

химическому составу, стерически] они являются зеркальным отражением 

друг друга, т.е. энантиомерами). Аналогичным свойством обладает поля­

ризованный по кругу свет: вращение вектора влево сохраняется, даже если 

повернуть волну «вверх ногами» (см. рис. 9.3). 
Естественно, что энантиомерные молекулы проявляют оптическую ак­

тивность, т.е. их поляризуемость а зависит от направления вращения по­

ляризованного по кругу света. Показатели преломления в данном веществе 
лево- и правополяризованного света будут различными (nL и n0, соответс­
твенно; подстрочные индексы происходят от начальных букв латинских 
слов, означающих <<лево>> (1aevus) и «право» (dexter)). Вант-Гофф (1852-1911) 
открыл, что этот эффект обусловлен асимметрическими атомами углерода. 
Как известно, углерод может связывать четыре различных остатка, как, на­

пример, в молекуле молочной кислоты (см. рис. 9.6). Падающий плоско по­
ляризованный луч света <<видит>> различные показатели преломления для 

своих вращающихся влево (nL) и вправо (nv) компонент, поляризованных 
по кругу (см. рис. 9.1), которые распространяются поэтому с различными 
скоростями. После выхода из кюветы длиной l их фазы будут смещены 
друг относительно друга, и после их сложения свет станет снова плоско 

поляризованным, но плоскость поляризации будет наклонена (см. рис. 9.7). 
Молекула потеряет свою оптическую активность, если два остатка у атома 

углерода будут одинаковыми: тогда показатели преломления станут равны­

ми, что можно легко проверить (см. рис. 9.6). В зависимости от того, ка­
кое вращение, влево или вправо, запаздывает, наблюдается вращение света 

' 

Рис. 9.6. Пространствеиная структура молекулы молочной кислоты с асим­
метрическим атомом углерода С, вызывающим оптическую ак­
тивность. Зеркальное изображение представляет стереоизомер. 

Показанные направления вращения (вправо обозначено как «+», 
влево - как«-») установлены экспериментально. Обозначения D 
и L относятся к абсолютной пространствеиной конфигурации 
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Рис. 9.7. Поворот плоскости поляризации на углол а оптически активной 
молекулой в эксперименте, обнаруживающем ДОВ. Толщина об­

разца равна l (обычно она составляет несколько дециметров) 

в правую или левую сторону. Таким образом, бывают вращающие вправо 

или влево молекулы молочной кислоты. Это так называемые стерео- или 

зеркальные изомеры. 

До применения понятия абсолютной конфигурации оптически активных 
молекул применялея термин <<относительная конфигурация>>. В качестве эта­
лона вращающей вправо молекулы был выбран глицериновый альдегид, и такая 

конфигурация была обозначена как <<D>>. Другие оптически активные молекулы 
относят к этой конфигурации на основании методов синтеза. К сожалению, 
вследствие того, что правовращающая молекула молочной кислоты была обоз­
начена как L(+)-форма молочной кислоты, вращение плоскости поляризации 

по часовой стрелке относительно направления распространения света обозна­

чается как <<+», а в обратном направлении -как«-». 
Наблюдаемый угол вращения плоскости поляризации аоьs определяется 

по формуле: 

aobs = [а]~ х l х с (9.1) 

где а измеряется в градусах, длина l - в дециметрах, а концентрация с -
в гjмл (исторически сложивщиеся единицы измерения). Удельный угол [а]~ 
является постоянным для определенного соединения и зависит от темпера­

туры Т и длины волны Л. Молярное вращение определяется как: 

[ФУ= [а]~ Mw = аоьs х Mw 
л 100 100/с 

(9.2) 

[где Mw - молекулярная масса]. С учетом поляризуемости а растворите­

ля с показателем преломления п молярное вращение [ Ф ]~ корректируется 
умножением на 3/(п2 + 2). В случае полимеров определяющим фактором 
в отношении молекулярной массы (молекулярного веса) скорее является 

молекулярная масса мономера (полимеризационного блока), а не молеку-
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лы в целом, например, усредненная масса всех аминокислотных остатков 

в белке (mean residue weight = MRW): 

[ ]т_ [ ]т MRW 
т л - а л 100 (9.3) 

В таблице 9.1 приведены значения удельных углов вращения некоторых 
оптически активных веществ при температуре 20° С; индекс D соответству­
ет D-линии натрия 589 им (см. рис. 2.13). 

Табл. 9.1. Удельные углы вращения некоторых оптически активных соеди­
нений при температуре 20" С; индекс D соответствует D-линии 
натрия 589 им (см. рис. 2.13). 

Молекула Растворитель [а]~ 

О-молочная кислота Вода -2,3 

L-молочная кислота Вода + 2,3 

D-rлюкоза (С6 Н12 0 6
) Вода + 19 

L-манноза (С6 Н12 0
6

) Вода + 30 

D-рибоза (С5 Н10 0
5

) Гидрохлорид -24,6 

Глюкозамин (С6 Н13 N05) Гидрохлорид + 49,5 

L-аланин Вода + 2,7 

Тростниковый сахар Вода + 66,4 

Холестерин Эфир -31,5 

Витамин D2 Этанол + 102,5 

Поворот плоскости поляризации, в отличие от КД сигнала, довольно 
значителен, и поэтому относительно просто распознается, особенно если 

проводить измерения только на одной, специфической, длине волны. На­

пример, концентрация водного раствора тростникового сахара с относи­

тельно большим удельным углом вращения [а]~= 66,4° измеряется путем 
поворота по часовой стрелке плоскополяризованного света в простом уст­

ройстве, называемом сахариметром. 

9.3. Круговой дихроизм (КД) 

Дифракция и рассеяние являются результатом ускоренного, индуциро­
ванного светом колебания молекулярного диполя внешних электронных 

оболочек. Ускоренные колебания зависят от частоты возбуждающего света 
и от резонансной частоты индуцированного осциллятора. Частотная зави­

симость амплитуды и фазы колебаний аналогична механическим колеба­

ниям системы, называемой маятниковой системой Бартона. Она состоит 
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(см. рис. 9.8) из тяжелого возбуждающего маятника и более легких воз­
буждаемых маятников разной длины. После возбуждения все маятники 

системы колеблются с одинаковой частотой, но с разными амплитудами 

и фазами. При этом маятник 3, длина которого равна длине возбуждаю­
щего маятника, возбуждается в резонансе, но со смещением фазы на тс/2. 

Его амплитуда, в принципе, должна неограниченно возрастать по сравне­

нию с амплитудой возбуждающего колебания, но ограничена условиями 

эксперимента. Вследствие того, что в системе всегда существуют демпфи­

рующие процессы, так называемая резонансная катастрофа не происходит. 

Маятник поглощает энергию. Более короткие маятники 1 и 2 колеблются 
с меньшими амплитудами в фазе с большим маятником, более длинные 
маятники 4 и 5 также колеблются с меньшими амплитудами, но в проти­
вофазе (смещение фазы равно n). 

Примечание: в целях эффективной демонстрации эксперимента возбужда­
ющий маятник должен быть по крайней мере в 100 раз тяжелее остальных 
маятников, что позволяет исключить интерференцию. 

Теоретические аспекты оптической активности хиральных молекул впол­

не описываются аналитическим подходом классической механики. Основное 

дифференциальное уравнение для ускоренных и затухающих колебаний ос­

циллирующей массы т (см. рис. 9.9, а и б) можно записать в следующем виде: 

тХ = -kx- ft + Fo cos(w t) (9.4) 

где w = 2nv - угловая частота, -kx - возвращающая сила, -j dxjdt - сила 

затухания, F
0 

cos(wt) - возбуждающая сила. 

Одна и две точки над параметром х в уравнении 9.4 означают первую 
и вторую производную этого параметра по времени, т.е. скорость и ускоре­

ние dxjdt и d2xjdt2, соответственно. 

Рис. 9.8. Система маятников Бартона с энергией возбуждения, получаемой 
от маятника с большим шаром и передаваемой на маленькие шары. 
Фазы и амплитуды колебаний системы представлены ни нижней 
диаграмме 
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где: 

и 

а 

m 

в 

х 

дисперсия 

б 

г 

' '" 

t 

поглощение 

Рис. 9.9. а - Масса т закреплена на упругой пружине и свободно колеблет­

ся. б - График затухающего колебания (кинетика). в - Дисперсия 
и г- логлощение системы, соответствующие решениям 9.6 и 9.7 
дифференциального уравнения 9.5 

Решением уравнения 9.4 будет: 

х = х cos(w t) + х sin(w t) (9.5) 

(9.6) 

(9.7) 

Графики функций 9.5 и 9.6 представлены на рис. 9.9, в и г. Они являют­
ся полными аналогами спектров дисперсии оптического вращения (ДОВ) 
и кругового дихроизма (КД). 

На рис. 9.10 схематично представлено изменение нормального показате­
ля преломления n для неполяризованного света гипотетической молекулой 
в зависимости от частоты света. Можно отметить тенденцию увеличения 
показателя преломления n с возрастанием частоты света, что мы уже на­
блюдали на рис. 3.34 (глава 3.91) при обсуждении преломления света при­
змой. Это называется нормальной дисперсией. 
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Рис. 9.10. Уменьшение показателя преломления n гипотетической молекулы 
со снижением частоты света. Аномальная дисперсия наблюдается 

в районе полосы логлощения (электронного, колебательного или 

вращательного). Соответствующие полосы логлощения обозначе­

ны пунктирной линией 

Изменение показателя преломления п в зависимости от длины волны Л. 
называется дисперсией, определяемой как dпjdЛ.. 

Как видно из рис. 9.10, в области поглощения любого типа (электронно­
го, колебательного или вращательного) наблюдается <<Горб>> на гладкой кри­

вой частотной зависимости (сравни с дисперсионной кривой на рис. 9.9, в): 
молекула проявляет резонанс. Если показатель преломления п увеличива­

ется с уменьшением частоты света, то такое явление называется аномаль­

ной дисперсией. Она проявляется в небольшом спектральном диапазоне 

поглощения, где dпjdЛ. становится положительным. 
Если к полосе поглощения на частоте v 

0 
подходить с более длинноволновой 

стороны, то падающий возбуждающий свет с частотой v и скоростью с бу­
дут меньшей частоты, чем резонансная частота v0 поглощающей молекулы. 

Таким образом, фаза ускоренного колебания диполя будет запаздывать отно­
сительно фазы возбуждающего света (см. рис. 9.8 и главу 8.2.2 с рис. 8.10). 
В результате векторное сложение рассеянной и падающей волны тоже будет 
изменяться по синусоиде, но с фазовой задержкой по отношению к падающей 
волне. Это означает снижение скорости распространения результирующей 

волны (с. = сjп) и, следовательно, возрастание показателя преломления. При 
подходе к полосе поглощения со стороны более коротких волн верно противо­
положное утверждение. 

В соответствии с так называемым уравнением Друде, на длине волны Л. = Л.0 
наблюдается упоминаемая ранее резонансная катастрофа ( [ФК ~ =): 

[Ф]r = 96n N RЛ.~ 
л hc Л. 2 -Л. 2 

о 

(9.8) 

где h - постоянная Планка, с - скорость света, N - число Лошмидта, 
Л.0 - средняя частота полосы. R представляет так называемое вращатель­
ное сопротивление, пропорциональное интегралу АЕ в отдельной полосе, 

что соответствует диполю или колебательной силе f изотропной полосы 
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поглощения, которая, в свою очередь, пропорциональна интегралу лог­

лощения: 

f ос f E(v)dv (9.9) 
полоса 

Энантиомерные молекулы обладают не только различными показате­

лями преломления, но и отличающимися коэффициентами логлощения 

лево- или правополяризованного света (АЕ = EL - Ev). Это явление называ­
ется круговым дихроизмом (КД), а все явление логлощения и преломления 
циркулярно поляризованного света оптически активными молекулами -
эффектом Коттона. Разница в логлощении в зависимости от длины волны 
определяется следующим выражением: 

(9.10) 

где Av и AL - поглощение право- и левополяризованного по кругу света, 
соответственно. 

Обычно значение АЕ мало и составляет от Jо-з доJО-6 м-1 см-1, в то время 
как значения Е составляют от ]()2 до J(JS м-1 см-1 (см. таблицу 5.2). Для оп­
тически активных молекул типично диссимметричное отношение g = АЕ/Е, 
которое изменяется от Jо-з до менее чем J0-6• Таким образом мы сможем 

определить экспериментально очень незначительные различия между двумя 
большими числами. Данное явление будет подробно описано в главе 9.5. 

В соответствии с теорией дисперсии, спектры ДОВ, КД и логлощения 
(А) коррелируют между собой, что на рис. 9.11 представлено для гипоте­
тической молекулы, имеющей три полосы поглощения, две из которых оп­

тически активны и обладают положительным и отрицате'"JJ:ьным круговым 

дихроизмом, соответственно. Естественно, полосы КД совпадают с обыч­
ными полосами логлощения (т.е. при неполяризованном свете). Поэтому 
можно записать: 

(9.11) 

Полосы спектраДОВ менее выражены, чем полосы КД, и имеют размы­

тые границы, что облегчает их измерение (см. ниже). 

Для чистой полосы ДОВ лево- и правополяризованные компонен­

ты плоско поляризованного света проявляют лишь различную задержку 

в процессе прохождения его через образец, и после выхода они рекомбини­

руют, давая вновь плоско поляризованный свет, но с поворотом плоскости 

поляризации (сравните рис. 9.12, а и рис. 9.4). В КД полосе одна компонен­
та поглощается сильнее, чем другая (с противоположной поляризацией). 
Следовательно, выходящий из образца свет будет эллиптически поляризо­
ванным (сравните рис. 9.12, б и рис. 9.5).Причем можно определить отно­
шение короткой и длинной оси эллипса как тангенс угла 8, называемого 
эллиптичностью. 
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длина волны (нм) => 

ф о 
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Рис. 9.11. Сравнение спектров ДОВ, КД и логлощения (А) гипотетической 
молекулы. Молекуле присущи три полосы поглощения. Две из них 

являются оптически активными, и им соответствуют положитель­

ный и отрицательный круговой дихроизм. Полосы ДОВ намного 

перекрывают всю область поглощения. На рисунке обозначена ре­

зонансная катастрофа в соответствии с уравнением Друде 

Для наглядности эллиптичность на рис. 9.12, б сильно преувеличена. 
Вследствие, как правило, малого значения диссимметрического отношения(< 
10-3) истинный эллипс близок к прямой линии, соответствующей длинной оси, 

и с исчезающемалой короткой осью, как показано на рис. 9.12, а. 
Аналогично уравнению 9.1 для ДОВ можно определить удельную эл­

липтичность: 

['f'{ == 'f' obs 
~ l х с 

(9.12) 

где \jfoьs - измеренная эллиптичность, откуда определяется молярная эл­

липтичность: 

[е]== ['f'] Mw 
100 

(9.13) 

Для биополимеров (например, белков) и в этом случае используется 

средняя молярная масса оптически активных остатков (остатков амино­
кислот): 

MRW 
[е] MRW == ['f'] ---wo- (9.14) 
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сх 

Ь' 

а 

Рис. 9.12. а- Для чистой полосы ДОВлево-и правополяризованные ком­
поненты плоско поляризованного света проявляют различную 

задержку в процессе прохождения его через образец, но после 
выхода они рекомбинируют, давая вновь плоско поляризованный 
свет, но с поворотом плоскости поляризации. б - В КД полосе 
одна компонента поглощается сильнее, чем другая, в результате 

чего выходящий из образца свет оказывается эллиптически поля­

ризованным. Отношение короткой и длинной оси эллипса опре­
деляется как тангенс угла е, называется эллиптичностью 

Интенсивность КД спектров выражают либо в виде разностей поглоще­
ния LlE, либо в виде эллиптичности [е]. Молярная эллиптичность и круго­
вой дихроизм (LlE = EL - En) связаны между собой формулой: 

[е] = 3 300!1Е (9.15) 

где [е] измеряется в 
0

СМ2дмоль -I. 

9.4. Теоретические основы эффекта Коттона 

Как уже рассматривалось в главе 6, электронные переходы приводят к пе­
ремещению заряда, приводящего к наведению электрического дипольнаго 

момента перехода Jl е· Такие перемещения заряда не всегда линейны, а часто 
содержат (обычно при n ~ п* переходах) круговые компоненты, так как 
возбужденное электронное облако изгибается. В соответствии с теорией 

Максвелла, круговые токи образуют магнитный переходной момент Jlm, 
перпендикулярный круговому движению, которому соответствует lle· Кол­
линеарность этих компонентов является необходимым и минимальным ус­

ловиям оптической активности. В соответствии с теорией, «интенсивность>> 

перехода определяется мнимой частью скалярного произведения [lm Jle Jlm] 
(см. рис. 9.13). Даже если отдельные молекулы не столь упорядочены, как 
это представлено на рис. 9.13, но свободно движутся и вращаются в про-
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странстве (например, в растворе), то это не изменяет их хиральность- их 

оптическая активность сохраняется. 

ДОВ и КД по сути разные явления, но возникают в соответствии с од-
ними и теми же физическими законами: 

оптическое вращение (ДОВ) является следствием различных показа­

телей преломления право- и левополяризованного света; 

круговой дихроизм (КД) является следствием различного поглоще­
ния право- и левополяризованного света; 

уравнение Кронига - Крамера (9.16) связывает эти два явления. Оно 
позволяет на определенной длине волны из параметров КД спектра 
вывести значения ДОВ: 

т 9000 J~ л 
1 

1 

[Ф]л = 2,303-2- АЕл· 2 1 2 dЛ n ° Л -(Л ) 
(9.16) 

Тогда возникает вопрос: почему, несмотря на это соотношение, исполь­
зуют оба метода? Причина в том, что взаимное отнесение КД и ДОВ сигна­
лов невозможно на поточечной основе. Чтобы получить оптическое враще­

ние на определенной длине волны Л, необходимо принимать во внимание 
весь КД спектр. На практике, однако, бывает достаточным рассмотреть 
только наиболее интенсивные полосы КД спектра по соседству с соответс­

твующей диной волны анализируемой ДОВ полосы. Подобно соотношению 
корреляции и преобразования Фурье (см. главу 5.4.4), сегодня эти расчеты 
легко и доступно осуществляются с помощью встроенных компьютеров. 

Рис. 9.13. Оптически активные молекулы характеризируются «хиральнос­

тью» структуры, т.е. невозможностью совмещения со своим зер­

кальным отображением. Электронные переходы в таких молеку­

лах сопровождаются поступательным и вращательным переносом 

заряда. В результате возникают электрические токи, двигающиеся 

по спирали. В соответствии с законами электродинамики, элек­
трический дипольный момент перехода lle генерирует магнитный 
дипольный момент перехода Jlm' ориентированный в том же на­
правлении. Эта коллинеарность дипольных моментов является 

необходимым минимальным условием оптической активности 
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Каждый из этих методов измерения имеет свои преимущества и недостат­

ки. (1) КД полосы определить намного проще, чем ДОВ полосы, так как 
они не меняют своего знака и более резко выражены (см. рис. 9.10). С дру­
гой стороны, поточечные измерения значений ДОВ выполняются на более 
простых и доступных приспособлениях (например, сахариметрах). (2) Из­
мерения КД спектра более точные, так как они производятся с помощью 
перемениого тока, но при этом требования к аппаратуре более высокие, на­

пример, необходимо использовать синхронные усилители (см. главу 5.5). 
Следует отметить, что по сравнению с резко выраженными КД поло­

сами полосы ДОВ более протяженные, с <<хвостами», простирающимися 
далеко за полосы поглощения (см. рис. 9.11). Важным следствием этого яв­
ляется то, что даже если молекула поглощает в ультрафиолетовом диапазо­
не (а ультрафиолетовые измерения проводить гораздо сложнее), хвост ДОВ 
полосы может быть в видимом диапазоне, где измерения проводить проще 

(см. таблицу 9.1, где используется D-линия Na, расположенная в середине 
видимого спектрального диапазона). 

9.5. Спектрометр КД 

Современные КД спектрометры перекрывают весь спектральный диапа­

зон от дальнего УФ (185 нм) до ближнего ИК (1 000 нм). Существенной 
особенностью этого типа спектрального анализа является измерение весь­

ма малых разностей между сигналами на вершине значительных фоновых 

сигналов. Это требует чрезвычайно низкого уровня рассеянного света, от­
носительно высоких измеряемых интенсивностей и превосходной эффек­
тивности. Вследствие этого КД спектрометры имеют большие габариты, 

трудны в эксплуатации и очень дороги. Кроме того, они _редко используют­

ся полностью одной группой, работающей в этой области, как это бывает 

с абсорбционными или люминесцентными спектрометрами, и обычно КД 

измеряющий 
свет 

монохро­

матор 

поляризатор 

модулятор 

1 
1 

образец 

1 опорный сигнал L-------

фотоу­
множитель 

обработка 
данных 

Рис. 9.14. Схема КД спектрометра с указанием всех основных компонентов 
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спектрометр эксплуатируется сообща нескольким группами. На рис. 9.14 
представлена базовая схема КД спектрометра. 

Свет от источника интенсивного УФ -видимого излучения дисперги­
руется сканирующим (обычно двойным) монохроматором (см. главу 5.2.5), 
а затем плоско поляризуется поляризатором (призмой Николя) так, что 
плоскость поляризации наклонена под углом 4У по отношению к элект­

рооптическому модулятору (ячейке Керра или Покеля, см. рис. 3.28). Мо­
дулятор смещает фазу, и получается лево- или правополяризованный свет 
(см. рис. 9.3) с частотой в килогерцевой области. Такой свет падает на об­
разец, а затем обнаруживается фотоумножителем в виде прошедшего света. 
Синхронный усилитель определяет разницу между исходной (референтной) 
интенсивностью и интенсивностью прошедшего сквозь образец лево- и пра­

вополяризованного света, т.е. измеряется КД сигнал. Изменяя модулятором 

смещение фазы между двумя лучами, можно оптимизировать (получить 
максимальное значение) разностного сигнала КД. Результаты измерений 
обрабатываются, представляютел и хранятся во встроенном компьютере. 

Здесь мы имеем дело с типичной однолучевой референтной процедурой 
высочайшей чувствительности - подобной днуволновой спеткроскопии, 

обсужденной в главе 5.5. В этом случае нулевая линия, т.е. зависимость эф­
фективности спектрометра от длины волны, устраняется использованием 
обычных методов (см. главу 6.3.2). Аналогично абсорбционной спектроско­
пии, оптимальное отношение сигнал/шум получается при логлощении А = 
0,869 (см. главу 5.2.6). Следует отметить, что в КД спектрометрии следует 
уделять большое внимание выбору растворителя, так как многие из них 

проявляют значительное логлощение в УФ - видимом рабочем диапазоне. 
Толщину образца обычно снижают до 0,1 мм. 

9.6. Применения 

Хироптические методы применяются для исследования структур молекул, 

особенно макромолекул. Ранее этот тип анализа ограничивалея лишь оп­

ределением посредством спектроскопии ДОВ содержания спиральных об­

ластей в полимерах, другие конформации, также обладающие оптической 
активностью, игнорировались. За некоторыми исключениями на сегодня 
КД спектроскопия является наиболее подходящим кироптическим мето­
дом. Конечно, анализ на основе рентгеновских лучей более информативен 
при исследовании структуры (био-)полимеров. Тем не менее кироптические 

методы позволяют получать дополнительную информацию или информа­

цию, недостижимую никакими другими методами. Кроме того, они отно­

сительно просты, занимают немного времени и позволяют непосредственно 

наблюдать за кинетическими изменениями конформации молекул, что не­
возможно осуществить при проведении рентгенаструктурного анализа. 

Получение и интерпретацию КД спектров неизвестных молекул в поля­

риметрии (термин, применяемый для измерений с использованием поляри­

зованного по кругу света) облегчает использование КД спектров похожих 

соединений, структура которых известна. На основе известных алгоритмов 

это обеспечивает <<математический структурный анализ>> неизвестных мо-
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лекул. В качестве стандарта часто используются полипептиды, содержа­

щие идентичные остатки аминокислот с хорошо известной конформацией. 
На рис. 9.15 представлены примеры референтных КД спектров поли-L-лизи­
на в различных конфигурациях: а-спирали, 13-плоскости и клубка. Разница 
в спектрах очевидна. На рис. 9.16 показана зависимость КД спектра инсу­
лина (белка с множеством остатков тирозина) от температуры. С увеличе­
нием температуры структура изменяется от а-спирали к денатурированной 

неупорядоченной форме клубка с некоторыми частями, принадлежащими 
к 13-структуре. Несмотря на большое подобие анализируемого спектра со 
спектром сравнения требуется большая осторожность в выводах. Даже не­
большие фрагменты спиральной структуры или 13-плоскости дают вторич­
ные эффекты, которые очень трудно анализировать. Достоверность интер­

претации возрастает при сравнении с КД спектрами стандартных белков, 

структура которых установлена с помощью рентгеновского анализа. 

9.7. Эллипсометрия 

Методу эллипсометрии более 100 лет (она была разработана П. Друде 
в 1888 г.); это оптоаналитическая процедура, при которой эллиптический 
или плоскополяризованный свет отражается от подложки. При отражении 

поляризация света меняется. Этот процесс весьма чувствителен к тому, 
слой какого вещества нанесен на отражающую поверхность. От него за­
висит эллиптичность е и ориентация плоскости поляризации а, измеряе­

мые с высокой точностью и воспроизводимостью (<5 ·10-4) (см. рис. 9.12). 
Однако следует учитывать, что окна кювет и сам образец должны быть 
анизотропными. Эллипсометрию используют для изучения реакций ан-
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Рис. 9.15. Типичные референтные КД спектры поли-L-лизина в различных 
основных конфигурациях: а-спирали, 13-плоскости и клубка (соглас­

но Ettinger M.J., Timashev S.N., Biochemistry, 1971, v.lO, 824- 830) 
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Рис. 9.16. Зависимость КД спектра инсулина (белка со множеством остат­
ков тирозина) от температуры (ОС) (согласно Ettinger M.J., Tima­
shev S.N., Biochemistry, 1971, v.lO, 824 - 830) 

тиген - антитело, при исследованиях липидных монослоев и биологичес­

ких мембран, а также для обнаружения маркированных свободных ДНК 

(предел обнаружения -100 пr) (Azzam, Bashara, 1979). При использовании 
в качестве источника света лазера эллилеометр можно использовать для 

кинетических исследований на определенной длине волны. 

Принципиальное устройство эллилеометра с указанием припятой 
терминологии приведено на рис. 9.17. Тип поляризации падающего света 
и угол падения ф в эллипсометрах могут изменяться. Полученные значения 

представляются в виде Уоьs и А. Эти значения соответствуют определенным 

плоско по­

ляризован­

ный свет 

плоскость падения 

луча света 

эллиптически 

поляризованный 
свет 

изотропный верхний слой 
(образец толщиной -10 нм) 

подложка 

Рис. 9.17. Для описания эллипсаметрического эксперимента используется 
так называемая p-s система координат. S-плоскость перпендику­
лярна направлению распространения света и параллельна поверх­

ности образца. Р-плоскость также перпендикулярна направлению 

распространения света и совпадает с плоскостью падения света 



~8 Глава 9. Круговой дихроизм и оптическое вращение 

образом соотношению коэффициентов отражения Френеля RP и Rs для р­
и s-поляризованного света, соответственно: 

. R 
tan(Ч' )e't> = ____.!!_ 

obs R 
s 

(9.17) 

Так как эллипсометрия по сути измеряет отношение двух величин, то их 

нужно получать с высокой точностью и воспроизводимостью. Отношение 

этих величин в соответствии с уравнением 9.17 должно быть комплексным 
числом, так как в уравнении имеется информация о фазе 11. В соответствии 
с формулой Френеля (см. главу 3.5.2) и рис. 9.17, для любого угла падения 
0° < ф < 90° р-поляризованный и s-поляризованный свет будут взаимо­
действовать с подложкой по-разному. Состояние поляризации света после 
отражения определяется вращающимся поляризационным фильтром. Пре­

имуществами эллипсометрии являются высокая точность и воспроизво­

димость результатов, отсутствие образца сравнения и независимость ее от 

рассеяния и флуктуаций светового источника и системы фильтрации. 

9.8. Завершающие комментарии 

Молекулы являются оптически активными, если они взаимодействуют 
с лево- и правополяризованным светом различным образом. Эти взаимо­

действия можно обнаружить по относительному смещению фазы между 

циркулярно лево- и правополяризованным светом (дисперсия оптического 

вращения- ДОВ) или по разности поглощения двух противоположно по­
ляризованных лучей измеряющего света (круговой дихроизм - КД). Од­

нако только несколько хромофоров являются оптически активными сами 

по себе. В большинстве случаев оптическая активность, т.е. "'Хиральность, 
генерируется асимметричным микроокружением асимметрично располо­

женных молекулярных групп. Как следует ожидать, оптическую актив­

ность можно индуцировать внешним магнитным полем (магнитный кру­

говой дихроизм МКД). Основное применение КД спектроскопии - это 

спектральный и/или кинетический анализ вторичных структур белков. 
Эллипсометрия измеряет изменение эллиптичности и пространствеиной 
ориентации эллипса поляризации. Она применяется в основном для кине­

тического обнаружения тончайших изменений, происходящих в структуре 
биомолекул при связывании их с субстратом (подложкой). 
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ГЛАВА 10 

СПЕКТРОСКОПИЯ БЛИЖНЕГО 

ИНФРАКРАСНОГО ДИАПАЗОНА 

10.1. Введение 

Legere enim et поn intellegere neglegere est 

Чтение без понимания бесполезно 

Кат о 

В 1800 г. физик и астроном сэр Вильям Гершель открыл ближнее инфра­
красное излучение (ближнее ИК). Хотя в настоящее время спектроскопия 
УФ - видимого диапазона и классическая ИК спектроскопия - широ­
ко применяемые аналитические методы, спектроскопия ближнего ИК ис­

пользуется в очень специфических целях. Установлено, что только около 

1% всех анализов основано на этом виде спектроскопии. Почти все органи­
ческие вещества и особенно вода обладают выраженным и специфическим 
логлощением в спектральном диапазоне от 1 000 до 2 500 им (см. рис. 10.1). 
Посредством спектроскопии ближней ИК области легко провести разли-
чие между полимерами всех типов, включая полиэтилен, полипропилен, 

полистирол или полиамид. 
.. 

Основные преимущества спектроскопии ближней ИК: 
в отличие от обычной ИК спектроскопии используются образцы 

«нормальной>> толщины (10 мм) и кварцевые кюветы, как и в УФ­
видимой спектроскопии, предварительной подготовки образца не 

требуется; 

использование хемометрических методов, таких, как так называе­

мый анализ главного компонента (ГКА) или анализ множественной 

регрессии, позволяет рутинно проводить в целях контроля анализы 

большого количества образцов; 

вследствие наличия оптоволокон с прозрачностью до 2 500 им 
(см. рис. 3.25) можно проводить измерения образцов, расположенных 
на расстоянии нескольких километров от спектроскопа, что особен-

но полезно в индустриальных приложениях; 

в отличие от других спектральных методов можно измерять «неспек­

тральные» параметры образца, такие как размер гранул, величина 

рН, содержание NaC1, кристаллизационная вода, октановое чис­
ло бензина, старение скоропортящихся образцов, например, в бан­
ке крови, или даже температура биологической ткани. Кроме того, 

спектроскопия ближней ИК широко применяется в исследованиях 
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снежных покровов и льдов, в картографии рас­

тительности, усыхания лесов и т. п. исследо­

ваний, дистанционно проводимых с самолетов 

и спутников. 

Фактически диапазон применения спектроско­
пии ближней ИК области неограничен. В первой 
части данной главы будут рассмотрены теорети­
ческие основы и методология этого вида спект­

роскопии. Во второй части главы будут приведены 
отдельные примеры из различных областей науки 

и техники, подтверждающие ее потенциальные воз­

можности. В 1987 г. был создан Германский Совет Сэр Вильям Гершель 
по спектроскопии ближней ИК области. В начале (1738-1822) 
90-х годов прошлого века был создан международ-
ный Совет по спектроскопия ближней ИК области (CNIRS), который 
регулярно проводит конференции и с 1993 г. издает журнал, в котором 

публикуется информация о новых достижениях в этой области. Прода­
жи аппаратуры для ближней ИК области возрастают в среднем на 15% 
ежегодно. 

10.2. Теория спектроскопии ближнего инфракрасного 
диапазона 

Как уже упоминалось, атомы обладают только электронными энергети­
ческими уровнями, переходы между которыми проявляются в виде узких 

спектральных линий. В молекулах, помимо этого, имеются еще колебатель­
ные и вращательные уровни энергий. Поэтому их спектры отличаются от 

спектров атомов: в них присутствуют как отдельные линии, так и полосы 

и даже системы спектральных полос большой сложности. Все они обуслов­
лены состояниями так называемых валентных электронов, ответственных 

за химические свойства молекул, что, в свою очередь, объясняет интерес 

\кровь 

700 1100 
длина волны (нм) 

Рис. 10.1. Почти все вещества обладают выраженным потлощением в ближ­
ней ИК области, в том числе вода, кровь и различные ее компо­
ненты 
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к спектроскопии ближней ИК области. Инфракрасная эмиссия практичес­
ки незначительна, даже если ее можно измерить: она наблюдается только от 

очень нагретых образцов с возбужденными колебательными состояниями. 
Хотя возбужденные состояния электронов ограничены спектральным 

диапазоном между 100 и 800 им, энергия колебательных и вращательных 
полос имеет более расширенный диапазон (см. главы 1 и 2). Как уже об­
суждалось ранее, основные колебания начинаются с 2,5 мкм и простира­
ются до 25 мкм, а чисто вращательные полосы с длинами волн от 45 до 
1 000 мкм находятся в дальнем ИК диапазоне. На первый взгляд, спект­
ральная область между 800 и 2 500 им кажется <<необитаемой>>. Действи­
тельно, в первом издании немецкого справочника по ИК спектроскопии 

Giinzler и Вбсk 1975 г. эта область названа неинформативной. 
Тогда как только некоторые молекулы имеют цвет и, следовательно, 

поглощают в видимом диапазоне, в ближней ИК области спектральна 

представлены практически все органические молекулы, в которых доми­

нируют СН-, NH- и ОН-группы. Не проявляют ближнего ИК поглощения 
молекулы типа 1,2-дибром-1,1,2,2-тетрахлорэтана (C2Br2Cl4), сероуглерода 

(CS2) или бромида бора (BBr). В зависимости от количества различных 
колебательных мод и в результате межмолекулярных взаимодействий мы 

наблюдаем либо очень острые (С02), либо размытые или незначительные 
(Н20) пики поглощения, а иногда и сложное сочетание таких поглощений. 
Это так называемые <<молекулярные отпечатки>>, которые более выражены, 
чем в УФ - видимом диапазоне, но менее характерны, чем в ИК области, 
где проявляются как простые органические молекулы типа кислот, сахаров 

или жиров, так и сложные - типа полимеров, полисахаридов или белков. 

Существуют спектральные библиотеки, в том числе и для ближней ИК 
области, которые позволяют быстро с помощью компьютера идентифици­

ровать образец. 

Естественно, возникает вопрос, в результате чего образовалось это 
спектральное разнообразие? Ответ заключается в следующем: оно физичес­
ки обусловлено обертонами гармоник известных основных' ИК колебаний 
и, что наиболее важно, всеми типами сопутствующих интерферирующих 
сложных колебаний. Этот эффект можно рассмотреть на примере треха­

томной молекулы С02 , имеющей три основных колебания vl' v2 и v3 (два 
валентных и одно деформационное) в средней ИК области (см. рис. 10.2). 
Интенсивность обертонов снижается с возрастанием порядка. По правилу 
отбора в ближней ИК области получаем множество сложных полос. 

Количество сложных колебаний значительно увеличивается с возрас­

танием числа атомов в молекуле. Даже для относительно простых молекул 

суммарная плотность колебательных полос составляет порядка 1 000 на 
одно волновое число. Отдельные колебательные моды внутри молекулы 

интерферируют друг с другом, однако, не случайным образом. Существу­

ют два типа инфракрасных колебаний: первый проявляется в ИК спектре 
(ИК активные колебания), если при возбуждении изменяется дипольный 

момент, а второй, связанный с изменением поляризуемости молекулы, про­

является только в КР спектрах (Рамановски (КР)активный). В зависимости 
от основных колебаний для сложных колебаний действуют правила сим-
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Рис. 10.2. Основные колебания v1, v2 и v3 трехатомной молекулы локализова­

ны в средней ИК области. Интенсивность их обертонов снижается 

с возрастанием порядка и увеличением длины волны. По правилу 

отбора в ближней ИК области получаем множество сложных по­
лос, образующих результирующий спектр (на схеме для упроще­

ния указаны только длины волн без указания интенсивности) 

метрмчиого отбора. Количество комбинаций, проявляющихся в ближней 
ИК области, значительно возрастает по квантово-механической причине: 

случайное вырождение, т.е. когда колебания различного происхождения 

имеют одну и ту же энергию, так называемое Ферми-взаимодействие при­
водит к энергетическому расщеплению первых уровней вырождения. Вви­
ду высокой плотности колебательных полос такие вырождения - скорее 

правило, чем исключение. Хотя и последнее, но не менее важное, это то, 
что в отличие от УФ - видимой спектроскопии в ближней ИК области 
с применением статистического подхода удается интерпретировать кажу­

щиеся неразрешимыми спектры сложных образцов со множеством разли­

чающихся молекул. 

10.3. Инфракрасный спектрометр 

Несмотря на то, что в ближней ИК области используется целый ряд опти­

ческих компонентов (зеркал, линз, дифракционных решеток, источников 

света и даже оптоволокон), классическим и старейшим детектором для нее 
является резистор из сульфида свинца (PbS, 1 000-4 000 нм). В последние 
годы, благодаря своим преимуществам, в качестве детектора все чаще ис­

пользуется полупроводниковый индий-галлий-мышьяковистый фотодиод 

(lnGaAs). Для него не обязательно охлаждение, он имеет расширенный 
спектральный диапазон и улучшенные динамические характеристики из 

всех известных детекторов ближней ИК области. Однако для новых фо­
тоумножителей, используемых в этой области, охлаждение требуется (см. 
главу 3.7.1). В качестве монохроматоров могут быть использованы все клас-
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сические и новые типы: 

фотометры со съемными фильтрами (3-6 фильтров). Эти устройства 
являются самыми простыми и наиболее дешевыми; 
классический монохроматор с решеткой для ближней ИК области 
и соответствующими фильтрами подавления высших порядков; 

спектрометр с диодной матрицей на InGaAs. Стоимость таких спект­
рометров все еще достаточно высока - в пять раз выше спектромет­

ров с диодной матрицей для УФ - видимого диапазона; 
спектрометр Фурье: преимущества мультиплексности, светосилы 

и калибровки посредством лазера сравнения. Измерения производят­
ся в секундной временной шкале и с высокой точностью. Однако 
стоимость таких устройств высока; 

быстросканирующий спектрометр с колеблющимися или вращающи­

мися зеркалами; 

оптоакустическая перестраиваемая решетка (кристалл Те02 , который 
методом спекания соединен с пьезоэлектрической пластиной). 

Для калибровки в УФ - видимой области используются миниатюр­
ные лампы, дающие острые атомные эмиссионные линии аргона, ксенона 

или криптона. В ближней ИК области для калибровки спектров погло­
щенияjотражения используются оксиды редкоземельных металлов, таких 

как дидимий и эрбий, или силиконовая смазка и полистирол, даже если 

их спектральное разрешение много меньше интересующих эмиссионных 

линий. Компания <<Brucker>> (Германия) придумала оригинальное решение 
для калибровки спектрометров Фурье в ближней ИК области: пары воды, 
всегда присутствующие в качестве «загрязнителя>>, дают чрезвычайно узкие 

и энергетически хорошо определяемые вращательные линии в дополне­

ние к более высокого порядка колебательным линиям. Это обеспечивает 

превосходную и автоматическую калибровку по длинам-:- волн/волновым 
числам (см. рис. 10.5). 

Конечно, даже в видимой и ближней ИК области в диапазоне от 600 
до 1 000 им присутствуют колебания более высокого порядка (обертона) 
различных молекул, что также используется (например, в тесте Futurex, 
США при определении сахара в крови). Преимуществом здесь является 

использование классического (более чувствительного и с большим дина­

мическим диапазоном) фотоумножителя или недорогих и чувствительных 

кремниевых детекторов, но недостатком является более слабое логлощение 

и гораздо большая сложность спектров, а также перекрывание с электрон­

ными спектрами в видимом диапазоне. 

10.4. Представление спектров ближней ИК области 

Спектры ближней ИК области могут быть представлены различными спо­

собами: (1) «реальным» представлением поrлощения, получаемого при про­
хождении света через жидкий или газообразный образец; (2) «линейным» 
нескорректированным представлением пропускания (Т). Обычно спектры 

логлощения (<<А>>) в ближней ИК области представляют в режиме отраже­
ния: А = 1og(RofR) = Е х х х с, где концентрация дана в моль л-1 , а единица 
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измерения f дана в моль-1 см2 • Причиной этого является малый динамичес­
кий диапазон детекторов для ближней ИК области- всего 1-2 порядка, 
тогда как ФЭУ имеют 6-7 порядков. Однако имеется много преимуществ 
использования отражательной спектроскопии. Это ее неинвазивность, воз­
можность исследования непрозрачных образцов и проведения спектраль­

ных измерений практически со всеми образцами без исключения. 

В отличие от традиционной ИК спектроскопии, где в зависимости 

от волнового числа k (с.лгl) откладывается пропускание (так как энергия 
Е = khc), в ближней ИК области, так же как в УФ - видимой, изображают 
спектры поглощения в зависимости от длины волны (1 000-2 500 нм соот­
ветствуют 10 000-4 000 волновых чисел). 

10.5. Алгоритмы анализа спектров ближней ИК области 

Мало того, что спектры даже маленьких молекул в ближней ИК области 
характеризируются большой сложностью, реальные образцы часто состоят 

из смеси молекул, например из воды, жира, крахмала, сахара и белка, и их 

концентрации необходимо измерять одновременно. Подобный сложный 

спектр практически невозможно разделить на индивидуальные компонен­

ты, как это делается со спектрами ЯМР (ядерного магнитного резонанса) 
или с ИК спектрами. Информация о структуре и составе спектра скрыта, 

как если бы она была закодирована, и классическая интерпретация невоз­

можна. Количественный и качественный анализ возможен только на осно­

ве статистических, так называемых «хемометрических>> методов. 

За длительное время разработано множество способов идентификации 

большого набора данных, которые доступны по статистике. Общий при­
нцип различных и часто математически очень сложных методов (множес­

твенной линейной регрессии, наименьших квадратов, Р-матриц) может 

быть кратко объяснен на примере статистического метода анализа глав­

ного компонента (ГКА), часто используемого при анализе в ближней ИК 
области. Чтобы понять суть метода, ограничимся рассмотрением только 

двух длин волн (рис. 10.3). Однако ГКА позволяет проанализировать весь 
спектр, включающий, например, данные по 500 измеряемым точкам. Пер­
вым шагом является измерение спектров отражения в ближней ИК облас­

ти так называемых тестовых образцов в количестве, например, 50 идентич­
ных образцов, т. е. т = 50. Далее измеренные значения энергии отражения 
Е (только Е1 и Е2 в данном примере) всех отдельных тестовых образцов 
(здесь 50) отображают в 500-мерном пространстве (на рис. 10.3 это двумер­
ное пространство). Так как главные компоненты описываются различными 

данными, то энергии отражения Е представлены как отклонения от их 
средних значений. Затем жестко поворачивают исходные оси координат Е1 
и Е2 этого пространства таким образом, чтобы значения Е максимально 
совпали с одной из новых осей координат. Эта ось Р1 будет первым главным 
компонентом. Вторая новая ось Р2 , которая, по определению, перпендику­

лярна первой, становится вторым главным компонентом. Новые оси коор­
динат можно линейно описать через исходные оси координат: 
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Р = главный компонент 

Е = измеренное значение 

Р1= С 11 Е 1 + с12 Е 2 

Р2= С 21 Е 1 + с22 Е 2 

2 2 
с11 + с21= 

«веса» 

каждый образец представлен одной 
точкой в n-мерном пространстве 

(обычно n = 500) 

Рис. 10.3. Иллюстрация принцилов хемометрии на основе широко исполь­
зуемого в ближней ИК области статистического метода анализа 
главного компонента (ГКА). Пример упрощен до использования 

только двух (обычно на практике используется 500) длин волн Л1 
и Л2 с измеренными значениями энергии отражения Е1 и Е2 

(10.1) 

(10.2) 

Коэффициенты С11, ... Cnn обычно называются <<весом>> и всегда норма­
лизованы таким образом, что сумма квадратов весов любого компонента 

равна единице. В примере на рис. 10.3 это: 

(10.3) 

(10.4) 

Веса любого главного компонента получают из сравнения по отноше­
нию ко вращению, которое определяет положение новой оси. В рассматри­

ваемом примере каждый образец представлен единственной точкой в двух 

измерениях. Измерение целого спектра, например, из 500 точек, приведет 
к 500-мерной диаграмме на рис. 10.3, внутри которой каждый образец бу­

дет представлен единственной точкой. Каждый главный компонент, следо­

вательно, определяется через исходное значение отражения выражением: 

(10.5) 

где Е; - энергия отражения на длине волны i, а С; - коэффициент или вес 
этой энергии на длине волны i. 

(10.6) 
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Математически главные компоненты- это собственные векторы кова­

риационной матрицы S энергий отражения, а изменения его вдоль каждой 
компонентной оси являются собственными значениями S (подробнее см. 
дополнительную литературу к главе). Конечно, самые большие изменения 
в спектре будут происходить на тех длинах волн, где индивидуальные ком­

поненты представлены в максимальной степени. Каждый главный компо­

нент проявляет меньшие изменения, чем его предшественник. Практика 

показала, что в большинстве случаев принимают во внимание только пер­

вые шесть главных компонентов, которые описывают спектральные изме­

нения практически полностью (до 99,8%). 
Главные компоненты только <<конструируют» спектр без какого-либо 

непосредственного значения, однако, вследствие своего математического 

происхождения именно они достаточно хорошо представляют основные 

индивидуальные компоненты образца. На основе этих главных компонен­
тов для каждого химического компонента могут быть определены опти­

мальная длина волны измерения и соответствующий коэффициент для 

расчета концентрации. Таким образом, определяя <<один из всех», получа­

ют калибровочную диаграмму концентраций l компонентов на основе т 
калибровочных образцов. 

Обычные измерения, например, в химической и фармацевтической 

промышленности, требуют быстрого спектрального мониторинга. Глав­

ной особенностью количественных хемометрических процедур является 

возможность калибровки по интересующим компонентам без предвари­

тельной информации об образце и независимо от остальных компонентов. 
Общий состав образца редко известен, однако, в хемометрике отдельные 

компоненты не связаны. Наиболее приемлемые длины волн анализа выби­

раются на основании математического алгоритма. Другой важный аспект 

хемометрики - достоверная оценка всех стандартных отклонений, так как 

они автоматически обеспечиваются алгоритмом, например, компьютерной 

программой. Таким образом рутинный анализ в ближней ИК области мо­
жет быть легко выполнен даже неспециалистом в этой области. 

10.6. Применения 

Возможности применеимя спектроскопии ближней ИК области практи­

чески безграничны и ограничены только фантазией пользователя. На се­

годняшний день она уже используется для решения целого ряда задач как 

в научных исследованиях, так и в промышленности, а в будущем несом­

ненно заменит более дорогостоящие и продолжительные классические 

аналитические методы, например: 

в переработке отходов и в безотходном производстве для разделения 

компонентов отходов (особенно пластмасс); 
для определения иодного числа (количества двойных связей в неиа­
сыщенных жирных кислотах), ОН-числа; 
для определения ароматики; 

в жидкостной хроматаграфим высокого давления, в тонкослойной 

хроматографии; 
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в анализе окружающей среды, в исследованиях растительности, 

в лимнологии, в геологии, в почвенном анализе; 

в исследовании воды и водных ресурсов, снежных покровов, соленос­

ти океанов, кристаллизационной воды, определения рН; 

при анализе продовольствия (мяса, хлеба, круп, соков, фруктов, кофе, 

содержания никотина, какао, молочных продуктов и т. д.); 

в нефтехимии (определение компонентов бензина, октанового числа); 
в биохимии (определение белков, углеводов, жиров, воды); 
в фармацевтической промышленности при контроле сырья на содер­

жание таких веществ, как кофеин, теофилин, салициловая кислота, 
парацетамол, новонал; 

в текстильной промышленности. 

10.6.1. Медицина и фармакология 

На рис. 10.1 приведен спектр некоторых компонентов крови. Подобно не­
инвазивному методу определения кислорода в крови посредством импуль­

сного оксиметра, надеваемого на палец, в медицинской практике очень 

важны неинвазивные способы определения холестерина, альбумина, били­

рубина, глюкозы и прочих веществ. Спектроскопия ближней ИК области 

уже широко применяется в фармацевтической промышленности, и в оп-
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Рис. 10.4. Сравнительные результаты определения глюкозы в крови неин­
вазявным (без прокола кожи) способом (используя для этого ле­

вый указательный палец пациента) и обычным (травматическим) 

способом взятия венозной крови из того же пальца. Для каждого 
образца статистически проанализирован весь спектр в ближней 

ИК области (согласно Futurex Inc., США) 
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ределенной степени - в медицине. Ее основные преимущества заключа­
ются в быстроте выполнения высокоточного анализа, проводимого без 
контакта с жидким или твердым образцом в виде ткани, таблетки или по­
рошка. Анализы может производить переопал без специального обучения. 
На рис. 10.4 представлены сравнительные результаты определения глюкозы 
в крови неинвазивным (без прокола кожи) способом (используя для этого 
левый указательный палец пациента) и обычным (травматическим) спосо-

"Nylon 6" 
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волновое число (см-1 ) 

б 

7000 

волновое число (см- 1 ) 

Рис. 10.5. а - скорректированный, измеренный в виде спектра отражения 
спектр поглощения нейлона 6 в ближней ИК области; б - в облас­
ти от 7 000 до 7 400 см-1 расположен обертон колебательной полосы 
присутствующих паров воды. Этот обертон, в свою очередь, состоит 
из большого количества очень узких вращательных линий, которые 

применяются для прецизионной калибровки по длинам волн 
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бом взятия венозной крови из того же пальца. 

10.6.2. Пластмассы 

На рис. 10.5, а представлен скорректированный, измеренный в виде спек­
тра отражения спектр логлощения в ближней ИК области обычной пласт­
массы - нейлона 6. Сглаженная форма нулевой линии во всем диапазоне 
ближней ИК области искажается в диапазоне от 7 000 до 7 400 см-1 оберто­
нами колебательных полос всегда присутствующих паров воды. Обертоны 

воды представлены большим количеством очень острых, хорошо опреде­

ляемых вращательных полос (см. рис. 10.5, б), которые применяются для 

калибровки по длинам волн. 

Различные пластмассы типа полиамида (ПА), полипропилена (ПП) 
или полиэтилена (ПЭ) имеют специфические и хорошо выраженные спек­

тры поглощения, которые позволяют отличать их друг от друга. Полиме­

ризация этилена под высоким давлением была проведена впервые в 1933 г. 
и является наиболее важной реакцией, проводимой в больших масшта­

бах. Только в Европе производится ежегодно около трех миллионов тонн 

полиэтилена при давлении 3 кбар и температуре 150-300°С. Управление 
технологическим процессом его производства осуществляется с приме­

нением спектроскопии в ближней ИК области и основано на сравнении 

характеристических полос спектров поглощения этилена и полиэтилена. 

На рис. 10.6 приведены колебательные спектры второго порядка этилена 
и полиэтилена. В третьем обертоне между волновыми числами от 10 000 до 
12 000 подобная картина сохраняется и даже в более выраженной форме. 
Основное правило, гласящее, что спектры становятся все более резко выра­

женными и разделенными с увеличением порядка обертона, выполняется 

и здесь. Это объясняется возрастанием ангармоничност:и;. с увеличением 
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Рис. 10.6. Спектры поглощения в ближней ИК области (обертона второго 
порядка), полученные в процессе свободнорадикальной поли­
меризации этилена при температуре 190° С и давлении 2 630 бар 
(согласно Buback и Vogele, FT-NIR Atlas, Verlag Chemie (VCH), 
Weinheim, 1993). Четко выраженная изосбестическая точка при 
волновом числе 8 600 свидетельствует непосредственно о прохож­
дении реакции полимеризации 
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колебательного возбуждения (сравните с рис. 2.23). 

10.6.3. Солевой состав морской воды 

На первый взгляд определение солевого состава морской воды оптической 

спектроскопией кажется нереальным, так как хлористый натрий- типич­

ный прозрачный для ИК излучения материал, поэтому подобное опреде­

ление является типичным примером измерения с помощью спектроско­

пии ближней ИК области <<неспектральных свойств>> веществ. В этой связи 
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Рис. 10.7. Определение <<неспектральных свойств>> посредством спектроско­
пии ближней ИК области на примере определения содержания 

соли в морской воде: а - спектр пропускания в ближней ИК 
области чистой воды и воды с содержанием 20% соли; б - с помо­
щью хемометрики получена, как описано в тексте, хорошая кор­

реляция между действительным (по весу) и измеренным ближней 
спектроскопией содержанием соли 
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значащим становится понятие ИХ-сдвигающего агента. Хлористый натрий 
изменяет структуру воды, модифицируя водородные связи, что отражается 

на спектрах в ближней ИК области (см. рис. 10.7, а). Калибровочная кри­
вая, приведеиная на рис. 10.7, б была получена на основе одной из хемо­
метрических обработок (модифицировано по Hirshfeld, Lawrence Livermore 
Laboratory, Livermore, США). По этой кривой очень быстро и недорого 
осуществляется определение солевого состава морской воды с борта судна, 

например. Помимо солевого состава морская вода может быть исследована 
посредством спектроскопии ближней ИК области и по другим параметрам: 
значению рН (концентрации протонов) и даже температуры. Это делается 

быстро, бесконтактно и очень точно. 

10.7. Выводы 

Хотя спектроскопия в ближней ИК области некоторыми <<классичес­
кими спектроскопистами)> считается псевдонаукой из-за присущей ей 

сложности и проблем, связанных с немедленной интерпретацией спект­

ров, для исследователя-практика важен только результат. А он заключается 

в быстроте, доступности, дешевизне и неинвазивности получения ценной 

аналитической информации, желательно in vivo и без трудоемкой предва­
рительной химической подготовки. Именно в этом отношении спектроско­

пия в ближней ИК области обеспечивает беспрецедентные преимущества 

и возможности. Ее будущее лежит в плоскости практического применения, 
а не в теоретических исследованиях. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1 

Основные физические константы 

Скорость света в вакууме с 2,9979245 108 м с-1 

Постоянная Планка 
h 6,626176 10-34 Дж с 

li = h/2n 1,0545887 10-34 Дж с 

Константа Стефана-Больцмана 
1t2 е 

5,67032 10-23 Дж К4 0"=--
60 n3c2 

Константа закона смещения Вина Amax т 2,8978 103 м к 

Константа Ридберга R = 
2n2me4 

1,0973731 107 м-' 
у h2 

Боровекий радиус а о 5,29167 10-11 м 

Масса покоя электрона m 
е 

9,1091 I0-31 кг 

Масса покоя нейтрона m 
n 

1,67482 10-27 кг 

Масса покоя протона 
m 1,67252 10-27 кг 

р 

mjme 1836,151 

Элементарный заряд е 1,602189 10-19 Кл 

Радиус электрона r 2,81777 10-15 м 
е 

en 
9,2407 10-24 Дж Г1 Магнетон Бора llв =-

2те 

en 
Ядерный магнетон flN =-

2тР 
5,0508 I0-24 Дж Г1 

Число Авогадро NA 6,0225 1023 моль- 1 

Газовая постоянная R 8,31441 Дж моль-1 К 1 

R 
Постоянная Больцмана <х =)k =- 1,3806 10-23 Дж к1 

NA 

Молярный объем идеального газа V = R'Fo 2,2413 10-2 м3моль-1 

при Т0 = 273,15 К, р0 = 101325 Па т Ро 

Постоянная Фарадея F = Nл е 9,6484 104 Кл моль- 1 

Гравитационная постоянная G 6,6720 10-11 Н м2 кг-2 



Дж эрг кВтч 

!Дж 1 107 2,777778 х 10-7 

1 эрг 10-7 1 
2,777778 
х 10-14 

1 кВт ч 
3,600000 3,600000 1 
х 106 х 1013 

1 кал 4,186& 4,186.8 х 107 1,163000 х 10-6 

1 эВ 
(1,60210 ± 7) (1,60210 ± 7) (4,45028 ± 19) 

х 10-19 х 10-12 х 10-26 

1 см-1 
(1,9863 ± 2) (1,9863 ± 2) (1,551 75 ± 5) 

х 1О-2з х 10-16 х 1о-зо 

1 Гц 
(6,6256 ± 5) (6,6256 ± 5) (1,8404 ± 2) 

х 10-34 х 10-27 х 10-40 
- -

кал эВ 

2,388459 х 10-1 (6,2418 ±3) 
х 1018 

2,388 459 х 10-8 (6,2418 ±3) 
х 1011 

8,598452 х 105 2,2471 х 105 

1 
(2,6133 ± 1) 

х 1019 

(3,826 55 ± 16) 
1 

х lQ-20 

(4,7442 ± 5) (1,239 ± 1) 
х 10-24 х 10-4 

(1,5825 ± 1) (4,1356 ± 4) 
х lQ-34 х 10-15 

см-1 

(5,0345 ± 3) 
х 1022 

(5,0345 ± 3) 
х 1015 

(1,8124 ± 1) 
х 10 

(2,1078 ± 1) 
х 103 

(8,065 8 ± 6) 
х 103 

1 

(3,335640 ± 3) 
х 10-11 

Гц 

(1,5093 ± 1) 
х 1033 

(1,5093 ± 1) 
х 1026 

(5,4335 ± 5) 
х 1Q39 

(6,3191 ± 3) 
х 1014 

(2,4180± 1) 
1 >< 1014 
1 

1 

(2,997925 ± 3) ! 

Х 1010 

1 

::J 
-о :s: 
~ 

~ 
m 
I 
:s: 
m 
1\) 



ПРИЛОЖЕНИЕ 3 

риодическая таблица элементов Д . И.Менделеева 

•значает радиоактивный элемент. Число над сим волом элемента 

1яет унифицированную атомную массу в условных едини цах, где 

а 1/ 12 массы изотопа атома углерода 1 2С. Для nриродных элементов 
1ставляет усредненную атомную массу естественной изотоnной 

IЯ искусственно синтезированных и радиоактивных элементов, не 

ющих в nрироде, nредставлено массовое число наиболее стабильного 

'i исло в левом нижнем углу- атомный номер элемента. В маленьких 
ках под символом элемента nриведено детальное распределение 

)В по оболо'!кам (К , L, М, N, О, Р, Q) в соответствии с рис. 2.9. 

Первходные 

1118 

Лантаноиды и актиноиды 

·груnпы 

111 IV V Vl Vl 

Элементы 

Vlla la 
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