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Messung von Fluoreszenzabklingzeiten mit einem Fluorometer
mit variablem Lichtweg

Von A. ScHARMANN

Aus dem Physikalischen Institut der Justus-Liebig-Hochschule, Gie3en
(Z. Nalurforschg. 11 a, 398—402 [1956] ; eingegangen am 21. Februar 1956)

Herrn Prof. P. Prinesuemv zum 75. Geburtstag gewidmet

An mit Trypaflavin angefdarbten Polyvinylalkoholfolien, Pseudoisocyanin und Anthracen-Poly-
strol-Praparaten wurden Abklingzeit und in einigen Féllen der Polarisationsgrad der Fluoreszenz

gemessen.

Die Trypaflavinfolien zeigen ein @hnliches Verhalten wie Trypaflavinlosungen.
Fiir Pseudoisocyanin wird eine neue obere Grenze fiir die Abklingzeit angegeben, die eine Zehner-

potenz unter der bisher gemessenen liegt.

Durch Messung der Abklingzeiten an Anthracen-Polystyrolpriparaten unter verschiedenen Bedin-
gungen konnen Aussagen iliber den Einbau von Anthracen in Polystyrol gemacht werden. Diese Pra-
parate zeigen denselben Dickeneffekt in bezug auf die Abklingzeit wie Anthracenkristalle.

Die Untersuchung der Fluoreszenzeigenschaften
organischer Molekiile ist deshalb von Interesse, weil
man mit ihrer Hilfe Aussagen iiber den Energie-
absorptions- und -fortleitungsmechanismus machen
kann. Neben Absorptions- und Emissionsspektrum,
Quantenausbeute und Polarisationsgrad ist gerade
die Abklingzeit der Fluoreszenz ein wichtiges Cha-
rakteristikum der angeregten Molekiile. Deshalb

werden im folgenden einige organische Substanzen
im Hinblick auf ihre Abklingzeit untersucht.

Die MeBanordnung

Zur Messung der Fluoreszenzabklingzeiten wurde
ein Fluorometer mit variablem Lichtweg aufgebaut, wie
es dhnlich schon von anderen Autoren frither benutzt
wurde ™3, Alle Fluorometer zur Bestimmung der Ab-
klingzeit bei UV-Anregung haben folgendes gemein-
same Prinzip: Sie besitzen eine Vorrichtung zur Am-
plitudenmodulation des anregenden Lichtes, den Modu-
lator, und eine Einrichtung zur Messung der Phasen-
verschiebung des Fluoreszenzlichtes gegen das anre-
gende Licht, den Analysator. Das Prinzip der benutzten
Anordnung zeigt Abb.1. Die Lichtquelle beleuchtet
tiber den Kondensor K den Spalt Sp;. Das System
Spy — L; — Ultraschallwelle — L, — Sp, ist der Modula-
tor. Die stehende Schallwelle représentiert ein »-mal in
der Sekunde entstehendes und verschwindendes Gitter,
wobei » die doppelte Schallfrequenz ist. Der Spalt Sp,
1aBt nur Licht der nullten Ordnung des Beugungsbildes
durch. Das anregende, mit der Frequenz » amplituden-
modulierte Licht gelangt tiber den verdnderlichen Licht-
weg zu der zu untersuchenden Substanz bzw. zum
Streukorper. Das Fluoreszenzlicht (bzw. das Streulicht)

1 0. Maercks, Dissertation Jena 1938.
2 L. A. Tumermany u. V. Szymanowski, C. R. Acad. Sci. URSS
15, 323 [1937].

wird dann iiber den Analysator Spy — L, — Schallwelle —
Lg—Sps noch einmal derselben Modulation unterwor-
fen. Modulator und Analysator wirken wie zwei syn-
chrone Verschliisse. Die von Spalt Spy durchgelassene
Lichtintensitit ist eine periodische Funktion des Licht-
weges zwischen Modulator und Analysator. Die Mes-
sung geschieht durch Aufnahme einer Kurve fiir Streu-
licht zur Festlegung des Nullpunktes und einer fiir das
Fluoreszenzlicht. Aus der gegenseitigen Verschiebung
der beiden Kurven kann man — exponentielles Abklin-
gen der Fluoreszenz vorausgesetzt — die durch die Ab-
klingzeit bedingte Phasenverschiebung ¢ und damit

: 1 :
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Abb. 1. Fluorometer mit variablem Lichtweg.

3 M. D. Garaniy, Dissertation, Akad. Wiss. USSR [1948].
4 W. Haste, O. Korscuak u. A. Scuarmany, Z. Naturforschg.
6a, 202 [1951].
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Als Lichtquelle diente eine Quecksilberhochstdruck-
lampe HBO 500. Die stehende Schallwelle wurde mit
Schwingquarzen mit Eigenfrequenzen von 10 und
15 MHz in einem Fliissigkeitstrog erzeugt. Friither war
als Schalltriger Toluol benutzt worden, das stidndig
tiber einen Thermostaten durch den Ultraschalltrog ge-
pumpt werden mullte, weil schon bei Temperaturinde-
rungen von einigen Zehntel Grad wegen der Tempera-
turabhdngigkeit der Schallgeschwindigkeit die Bedin-
gung fiir eine stehende Schallwelle nicht mehr erfiillt
ist. Um den Thermostaten und das Durchpumpen zu
umgehen, wurde das Toluol durch eine Mischung von
Wasser und Athylalkohol (rund 17 Gew.-%0 Alkohol im
Gemisch) ersetzt, deren Schallgeschwindigkeit tempera-
turunabhingig ist®. Da die Schallwelle nie sehr lange
eingeschaltet wurde, war die Temperaturkonstanz der
Anordnung vollig zufriedenstellend. AuBerdem stand
zur Erzeugung der stehenden Ultraschallwelle ein gro-
Ber Piezoquarz (30 X 30 X 20 mm3), der in einer
hohen Oberschwingung erregt wurde, zur Verfiigung.
Dabei wurde der Quarz selbst durchstrahlt und damit
die Tatsache ausgenutzt, da} sich in einem schwingen-
den Quarz eine stehende Schallwelle ausbildet.

Der Lichtweg konnte durch Verschieben eines klei-
nen Rollwagens mit zwei zueinander senkrecht stehen-
den Spiegeln Sp; und Sp, auf einer 4 m langen opti-
schen Bank variiert werden. Die Linse L; hatte eine
Brennweite von 100 cm, damit das Lichtbiindel nicht zu
stark divergiert; L, hatte einen Durchmesser von 15 ¢m,
weil von der Offnung dieser Linse die Lichtstirke stark
abhingt. Als Lichtempfianger dienten Photosekundir-
elektronenvervielfacher der Typen 931 A, 1P 21 und
1 P 22. Der Photostrom wurde mit einem Lichtmarken-
galvanometer gemessen.

Die Messung setzt eine konstante Lichtquelle voraus.
Um Intensitdtsschwankungen auszuschalten, wurde
daher mehrmals rasch hintereinander mit und ohne
Modulation abgelesen. Aullerdem konnen Verfidlschun-
gen der Abklingzeit durch Streulicht hervorgerufen
werden. Deshalb wurde nur mit ,,gekreuzten® Filtern
F; und F, gearbeitet. Um die Abklingzeit aus der Pha-
senverschiebung zu berechnen, ist sinusformige Modula-
tion des Lichtes Voraussetzung, was bei nicht zu gro-
Ben Schallintensititen hinreichend erfullt ist?®.

Die MeBgenauigkeit hingt von der Intensitdt der
Fluoreszenz ab. Der giinstigste MeBbereich liegt zwi-
schen 107 und 10~ %sec. Der Mefifehler betrdgt rund
2-10"1%sec und nimmt fiir groflere Abklingzeiten zu.
Die untere MeBgrenze liegt um 2 - 10710 sec.

Der Vorteil des Fluorometers mit variablem Licht-
weg gegeniiber einem Fluorometer mit rein elektrischer
Phasenmessung ® ist der relativ einfache Aufbau und
die Moglichkeit der Variation der Frequenz, verbunden
allerdings mit einer sehr schwierigen Justierung. In der
MeBgeschwindigkeit und -empfindlichkeit sind die elek-
trischen PhasenmefBmethoden eindeutig iiberlegen.

3 A. Gracomist, J. Acoust. Soc. Amer. 19, 701 [1947].
5 A. ScumiLien, Z. Phys. 135, 294 [1953].
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MeBergebnisse

A. Trypaflavin-Folien

Vor einiger Zeit hat ScumiLLEN ® Messungen an
Trypaflavinlosungen veroffentlicht. Die Versuche
wurden wiederholt mit Polyvinylalkoholfolien, die
durch Losungen von Trypaflavin (I) in Methanol
angefarbt wurden. Zuerst wurde versucht, das han-
delsiibliche Trypaflavin, das sich nach Mitteilung
der Herstellerfirma aus dem Chlorid, dem Hydro-
chlorid und einer Fiillmasse zusammensetzt, durch
Umbkristallisation zu reinigen. (Versuche einer chro-
matographischen Reinigung schlugen fehl.) Wie sich
spater durch Vergleichsmessungen herausgestellt hat,
waren aber die Unterschiede des ,,gereinigten® vom
handelsiiblichen Trypaflavin so gering, daf} bei spa-
teren Experimenten auf eine Reinigung verzichtet
wurde.
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Die Folien wurden durch 24-stiindiges Baden in
Lésungen verschiedener Konzentration von Trypa-
flavin in Methanol préapariert. Die wirkliche Kon-
zentration des Farbstoffes in der Folie ist unbekannt.
Die Bestimmung der Konzentration durch Messung
der Lichtabsorption erlaubt keine eindeutige Aus-
sage, weil die Konzentration eine Funktion der Ein-
dringtiefe ist. Die Mellergebnisse zeigt Abb. 2a. An-
geregt wurde wie bei allen folgenden Versuchen mit
UV-Licht der Wellenlinge 3650 A. Der Verlauf der
Abklingzeit der Trypaflavinfluoreszenz der Losung
entspricht den Messungen von ScumiLLeN. Das Maxi-
mum der Kurve kann erklart werden durch Sekun-
dérfluoreszenz. Das Fluoreszenzlicht kann auf sei-
nem Wege zur Oberfliche der Losung mehrmals ab-
sorbiert und reemittiert werden und dadurch eine
Vergroflerung der Abklingzeit hervorrufen. Der Ab-
fall der Kurve bei hohen Konzentrationen ist durch
Loschprozesse bestimmt. Die Abklingzeit der Trypa-
flavinfluoreszenz der Folien ist etwas grofler als die
der Losung, zeigt aber denselben qualitativen Ver-
lauf. Das Maximum und der Abfall der Abklingzeit
liegen bei hoheren Konzentrationen, weil hier durch
die Fixierung der Molekiile in der Folie Losch-
prozesse erst bei einem kleineren Abstand der Farb-

molekiile einsetzen. Bei einsetzender Sekundar-
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fluoreszenz nimmt der Polarisationsgrad der Fluo-
reszenz erwartungsgemal} ab *.
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Abb. 2. Abklingzeit von Trypaflavin in Methanollosung (a)

und von mit Trypaflavin angefarbten Polyvinylalkoholfolien

(b). Fiir die Folien ist als Abszisse die Konzentration des
Firbebades angegeben. P =Polarisationsgrad.

Abb. 2b zeigt MeBergebnisse an Polyvinylalkohol-
folien, die in gleichmolaren Lésungen von Trypa-
flavin und Rhodamin B (II) in Methanol angefdrbt
wurden. Das anregende Licht (3650 A) wird iiber-
wiegend vom Trypaflavin absorbiert. Deshalb fluo-
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reszieren die Folien bei geringen Farbstoftkonzen-
trationen griin (Trypaflavinfluoreszenz). Die Ab-
klingzeit entspricht den nur mit Trypaflavin ange-
farbten Folien. Bei hoheren Konzentrationen fluo-
reszieren die Folien gelb-rot. Auch in diesem Fall
wird das anregende Licht iiberwiegend vom Trypa-

* Der Polarisationsgrad wurde mit Hilfe eines Glasplatten-
satzes eines rotierenden Polarisationsfilters und eines
PSEVs mit Selektivverstarker gemessen.

A. SCHARMANN

flavin absorbiert. Die Anregungsenergie wird dann
iiber groBere Abstinde hinweg auf das Rhodamin
iibertragen. FOorsTER 7 hat diesen Vorgang niher
untersucht mit dem Ergebnis, daf} bei geniigender
Uberdeckung des Emissionsspektrums der einen
Substanz mit dem Absorptionsspektrum der anderen
die Anregungsenergie strahlungslos iiber Abstinde
von der GréBenordnung 100 A iibertragen werden
kann. Bei grofleren Abstinden erfolgt die Energie-
iibertragung durch Reabsorption. Das zeigt deut-
lich die Kurve fiur die Abklingzeit der Trypaflavin-
fluoreszenz. Das Maximum der Kurve bei einer
Konzentration des Farbbades von 3:107* Mol/l ist
durch Sekundérfluoreszenz bedingt, der im Vergleich
zu Abb. 2a frithere Abfall bei hoheren Konzentra-
tionen durch die strahlungslose Energietibertragung
auf das Rhodamin, die ja eine Loschung fir die
Trypaflavinfluoreszenz bedeutet. Das Ansteigen der
Abklingzeit des Rhodamins ist wahrscheinlich auf

Sekundarfluoreszenz zuriickzufiihren.

B. Pseudoisocyanin (IIT)

Die Fluoreszenzeigenschaften des Pseudoisocyanins
wurden eingehend von ScueiBE und Mitarb. 8 unter-
sucht. Lost man Pseudoisocyanin in Wasser, dann
tritt bei einer bestimmten, temperaturabhingigen
Konzentration Polymerisation ein. Makroskopisch
beobachtet man bei dieser Konzentration, die bei
Zimmertemperatur ungefihr bei 0,7 1072 Mol/l
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liegt, daf die Losung gelatiniert. Die Polymerisation
findet nur in einer Dimension statt (Fadenmolekiil),
sie geschieht nur in wéfiriger Losung und ist re-
versibel. Das Einsetzen der Polymerisation wird von
einer neuen, ganz schmalen Absorptionsbande bei
5730 A begleitet. Gleichzeitig erscheint eine schmale
Fluoreszenzbande, die fast an derselben Stelle wie
die Absorptionsbande liegt. Die Fluoreszenz kann
auch durch Einstrahlung in die normalen, kiirzer-
welligen Absorptionsbanden erregt werden. Richtet

7 Th. Forster, Z. Elektrochem. 53, 93 [1949]; Z. Natur-
forschg. 4a, 321 [1947].

8 G. Scueise, Z. Elektrochem. 52, 283 [1948], dort weitere
Literatur.
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man die Fadenmolekiile aus, dann werden Absorp-
tion und Fluoreszenz anisotrop. Aus diesen Ergeb-
nissen und aus der Tatsache, dall schon Fremdmole-
kile in Konzentrationen von 107¢ pro Molekiil
Pseudoisocyanin merkliche Loschung hervorrufen,
schlieft man, daB sich viele tausend Farbstoff-
molekiile zu einem Riesenfadenmolekiil zusammen-
schlieBen.

Das Pseudoisocyanin ist deswegen interessant,
weil es die einzige bekannte organische Substanz ist,
bei der Energietibertragung der Anregungsenergie
durch Excitonen geschieht?. Im Falle starker Kopp-
lung der Molekiile, auf die beim Pseudoisocyanin
die neue schmale Absorptionsbande hinweist, kann
die Energie nicht mehr einem einzigen Molekiil zu-
geschrieben werden, sondern wandert schnell iber
eine grofle Zahl von Bausteinen. Die Energie ver-
bleibt bei einem Einzelmolekil nur eine Zeitspanne,
die kurz ist gegen die Atomschwingungen. Die Uber-
cangszeit wurde von Forster?® iiberschlagig zu
10~ 1% sec berechnet.

Kircunorr 1! konnte mit einem Fluorometer vom
Typ Hanie-Makercks feststellen, dal die Abklingzeit
der Fluoreszenz des Pseudoisocyanins kleiner als
10~ sec ist. Rechnet man die Abklingdauer aus der
Halbwertsbreite der Fluoreszenzbande aus, so erhalt
man einen Wert in der Groflenordnung 10712 sec.
In diesem Fall ist diese Rechnung aber sicher nicht
erlaubt, weil die Halbwertsbreite der Fluoreszenz-
bande nicht durch die Strahlungsddmpfung gegeben
ist. Fiir mehrere Priparate wurde fiir die Abkling-
zeit des Pseudoisocyanins folgende obere Grenze be-
stimmt: 7<1,5°10710 sec.

Damit ist Pseudoisocyanin die Substanz mit der
kiirzesten Abklingzeit. Diese obere Grenze lafit bei
einer Ubergangszeit von 107 sec von Molekiilbau-
stein zu Molekiilbaustein immer noch zu, dal} die
Anregungsenergie iiber einige tausend Molekiile
wandern kann.

C. Anthracen eingelagert in Polystyrol

Anthracen eingelagert in Polystyrol ist ein so-
senannter ,,plastischer Leuchtstoff“. Diese Leucht-
stoffe sind in bezug auf ihre Fluoreszenzeigenschaf-
ten ein Mittelding zwischen Kristall und Losung.
Uber ihre Herstellung ist in der letzten Zeit ofter

" z. B. W Haxce, Phys. Bl. 10, 565 [1954].
0 Th. Forster, Naturwiss. 33, 166 [1946].
1 W. Kircunorr, Z. Phys. 116, 115 [1940].
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berichtet worden !2. Als Ausgangsmaterial diente
Styrol der BASF ohne Stabilisator, welches ganz
schwach blau fluoreszierte, was auf Beimengungen
von Benzaldehyd zurtickzufithren ist!3. Bei der Be-
urteilung der Meflwerte ist zu beachten, daf} sie nur
eine Auswahl einer ganzen Reihe von Messungen
darstellen. Die MeBwerte von Proben, die aus
Styrol verschiedener Lieferungen hergestellt wurden,
streuen, der qualitative Verlauf der MefBkurven ist
aber derselbe.

Herstellung der Proben:

Anthracen eingelagert vor der Polymerisation: Das
Anthracen wird in Ampullen von 8 ecm Héhe und 3 cm
Durchmesser eingewogen und dann das Styrol zugege-
ben. Die Ampullen werden abgepumpt, einmal weil
Styrol empfindlich gegen Oxydation ist, zum anderen,
weil geloste Luft zur Blasenbildung fiihrt. Das Prépa-
rat wird in fliissiger Luft gekiihlt und abgeschmolzen.
Zur Polymerisation werden die Ampullen 10 bis
20 Tage lang in einem Ofen auf 110 —115° C gebracht.
Nach langsamem Abkiihlen wird das Glas abgeschlagen
und die Proben durch mechanische Bearbeitung auf die
gewlinschte Grolle gebracht. Diinne Folien kann man
durch Losen dieser Proben in Xylol und Ausgielen auf
eine Glasplatte herstellen.

Anthracen eingelagert nach der Polymerisation:
Festes, nach dem oben beschriebenen Verfahren her-
gestelltes Polystyrol wird in Xylol gelost, im selben
Losungsmittel gelostes Anthracen zugegeben, und die
Losung auf eine Glasplatte ausgegossen.

Der augenfilligste Befund bei der Herstellung der
Proben war, dal} bei der Einlagerung von Anthracen
vor der Polymerisation bis zu 10 g Anthracen pro
100 g Styrol eingelagert werden kénnen, ohne daf3
Anthracen ausféllt, dagegen bei der Einlagerung
nach der Polymerisation diese Grenze bei 3 g An-
thracen/100 g Styrol liegt. Diese Tatsache und die
Untersuchung des Spektrums fiihrten Hinricus 14 zu
dem Schluf3, da} das Anthracen bei der Einlagerung
vor der Polymerisation chemisch mit den wachsenden
Styrolketten reagiert. Dabei bleibt das Anthracen-
geriist ungeédndert, wie man aus dem Fluoreszenz-
spektrum schliefen kann. Abb. 3 a zeigt das Ergeb-
nis der Abklingzeitmessungen. Kurve a gibt die Ab-
héangigkeit der Abklingzeit von diinnen Proben mit
vor der Polymerisation eingebautem Anthracen als
Funktion der Konzentration wieder, Kurve b von
Proben mit nach der Polymerisation eingebautem An-
thracen. Bestrahlt man nun die Proben der Kurve b

12 7. B.: W.L.Buck u. R.K.Swaxk, Nucl. 11, Nov. S.48,
1953.

13 H. Hinzricus, Diplomarbeit Gielen 1952.

14 H. Hi~ricns, Dissertation Gielen 1954.
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mit Elektronen (45 kV, 2 sec, 1077 A/cm? sec),
dann nimmt die Abklingzeit zu (Kurve ¢). Durch
den Elektronenbeschull werden Vernetzungsreaktio-
nen ausgeldst, durch die dag Anthracen in das Poly-
styrol eingebaut wird, so, als ob es vor der Poly-
merisation eingebaut worden wire. Genauer zeigt
das Abb. 3b. Hier ist fiir Proben derselben Konzen-
tration die Abhéngigkeit der Abklingzeit von dem
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Abb. 3 a. Abklingzeit von Anthracen eingelagert in Polystyrol.
a Anthracen eingelagert vor der Polymerisation,
b Anthracen eingelagert nach der Polymerisation,

¢ Anthracen eingelagert nach der Polymerisation nach
Elektronenbeschul (45 kV, 2 sec, 10~ A/cm? sec),

d Anthracen eingelagert vor der Polymerisation, 5 mm dicke
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Abb. 3 b. Abklingzeit von Anthracen in Polystyrol bei Elektro-
nenbeschufl (45 kV). Konzentration: 2 g Anthracen/100 g
Styrol.
a Einlagerung vor der Polymerisation,

b Einlagerung nach der Polymerisation.
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Elektronenbeschufl wiedergegeben. Die Abklingzeit
der Probe mit vor der Polymerisation eingelagertem
Anthracen nimmt wegen der zunehmenden Zersto-
rung ab (Kurve a). Die Abklingzeit der Probe mit
nach der Polymerisation eingebautem Anthracen
nimmt zuerst zu in Richtung der Werte der Kurve a.
weil das Anthracen durch die Vernetzungsreaktionen
chemisch eingebaut wird. Mit zunehmender Bestrah-
lung fallt dann die Abklingzeit wegen der in Kon-
kurrenz stehenden Zerstorung.

Die Polystyrolpriparate zeigen in bezug auf die
Fluoreszenzabklingzeit ein &dhnliches Verhalten wie
die Anthracenkristalle. Birks und Lirtie ! haben
die Abklingzeit von Anthracenkristallen verschiede-
ner Grofle bestimmt und fanden fiir einen Kristall
von 1 mm Dicke: 7 =14+ 1079 sec, fiir einen ,,Mikro-
kristall“: 7=3,5-1079 sec. Man kann die Zunahme
der Abklingzeit mit der Kristallgrole durch zuneh-
mende Sekundérfluoreszenz erkliren. Kurve d in
Abb. 3a gibt die MeBergebnisse an Polystyrolpra-
paraten von 5 mm Dicke wieder. Sie zeigen deutlich,
analog zu den oben erwihnten Mefergebnissen an
Kristallen, eine Zunahme der Abklingzeit im Ver-
gleich zu den dinnen, 0,1 —0,2 mm dicken Proben
der Kurve a. Durch Spektralaufnahmen konnte fest-
gestellt werden, dal} die Sekundirfluoreszenz mit
wachsender Probendicke zunimmt. Messungen des
Polarisationsgrades zeigten, auch bei —180° C, daf}
das Fluoreszenzlicht selbst bei geringen Anthracen-
konzentrationen unpolarisiert ist. Einerseits geht bei
der Energiewanderung durch das Priparat die Vor-
zugsrichtung verloren, andererseits konnen feine In-
homogenititen in der Folie an der Depolarisation
teilhaben.

Fiir viele wertvolle Ratschlige und sein sténdiges
Interesse bin ich Herrn Prof. Dr. W. Haxte zu groflem
Dank verpflichtet. Herrn Dr. A. ScumitLex danke ich
fiir Diskussionen, der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft fiir die Gewdhrung eines Stipen-
diums und den Firmen E. Leitz, Wetzlar, und A.
Pfeiffer, Wetzlar, fiir Zuwendungen.

15 1. B. Birks u. W. A. Litrie, Proc. Roy. Soc., Lond. A §6.
921 [1953].



