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iiber kombinierte Absorptions- und Fluoreszenzmessung
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On the Determination of Partial Photochemical Quantum Yields by Combined Absorbance and

Fluorescence Measurement

A combined automatic set up for the measurement of fluorescence and absorbance is described.
The absorbance at irradiation wavelength E” and a fluorescence reaction spectrum are measured
continously and simultaneously. Even for solutions with high concentrations up to E’ > 1, the
fluorescence intensity can be corrected for. By this method the photodegradation of fluorescent
dyes was examined. Because only a few of the degradation products fluoresce, the determination
of kinetic parameters is easier than from absorbance measurements. The method gave good
results for laser dyes using even high concentrations (E” > 1), with less calculatory expenditure
and smaller standard deviation in comparison to the evaluation of absorbance measurements only.

Einleitung

Bei komplizierten thermischen bzw. photo-
chemischen Reaktionen ist es haufig schwierig, die
einzelnen Teilreaktionen zu erkennen und ihre
kinetischen Konstanten zu bestimmen. Da selten
alle Reaktionspartner fluoreszieren, erweitert die
Aufnahme und Auswertung eines Fluoreszenz-
reaktionsspektrums [1] die Moglichkeiten, den
Reaktionsverlauf kinetisch zu untersuchen. Aller-
dings sollten folgende Voraussetzungen erfiillt sein:
(a) das Signal-Rausch-Verhéltnis mufl vergleichbar
mit Absorptionsmessungen sein, (b) die Fluores-
zenzanregungslampe darf innerhalb der Registrier-
zeit des Spektrums keine merkliche Photoreaktion
verursachen, und (c) wihrend des gesamten Reak-
tionsverlaufes miissen die Anteile der gemessenen
Fluoreszenzintensitat direkt proportional zu den
Konzentrationen der jeweiligen Reaktionspartner
sein.

Sind die Fluoreszenzquantenausbeuten der Reak-
tionspartner klein und die Reaktionsprodukte in-
stabil, so kénnen die ersten beiden Voraussetzungen
nur dadurch erfiillt werden, daB nicht mehr in hoch
verdiinnten Losungen gemessen wird. Fiir die
Extinktion bei der Bestrahlungswellenlinge A" gilt
dann E’> 0,02. In diesem Fall kénnen Stérungen
durch Fluoreszenzléschung und durch Anderung
der Abbildung des Fluoreszenzlichtes auf dem
Detektor auftreten, weil £’ von der Zeit abhéngt.
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Diese Anderungen von E’(t) kénnen sowohl durch
den fluoreszierenden Stoff selbst als auch durch
nicht fluoreszierende Stoffe, die an der Reaktion
beteiligt sind, verursacht werden. Dariiber hinaus
héangt die Fluoreszenzintensitit nicht mehr linear
von der Konzentration ab. Dies ist nur fiir £’ < 0,02
mit einem Fehler kleiner als 29, nidherungsweise
erfillt [2—4].

Sind die Intensititsdiagramme [3] linear bzw.
zeigen diese graphischen Darstellungen auch bei der
Kombination von weit auseinander liegenden Wel-
lenlangen lineare Bereiche, so kann Reabsorption
ausgeschlossen werden. In diesem Fall kann durch
Eichung der MeBanlage iiber die Messung von E’
und der Fluoreszenzintensitit IX bei mehreren
Beobachtungswellenlangen « ein Korrekturfaktor
ermittelt werden, so daB iiber I¥ die Konzentration
des fluoreszierenden Stoffes bestimmt werden kann.
Solche Korrekturfaktoren sind von verschiedenen
Autoren fiir analytische Zwecke ermittelt worden
[5—17].

Die Photoreaktionen von Umbelliferon sind bei
verschiedenen Reaktionsbedingungen kompliziert
[8, 9], und die gebogenen Extinktionsdiagramme
weisen auf mehrere linear unabhéingige Reaktions-
schritte hin [9]. So wurden auch verschiedene Reak-
tionsmechanismen vorgeschlagen [8—10], aber bis-
her nur einige Reaktionskonstanten bzw. partielle
photochemische Quantenausbeuten bestimmt [9].
Da Umbelliferon als Laserfarbstoff [11] gut fluores-
ziert, wurde eine kombinierte Absorptions- und
Fluoreszenzintensitits-MeBanlage mit Hilfe dieser
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Photoreaktion getestet. Es wurden der Korrektur-
faktor bestimmt, iiber kinetische Fluoreszenz-
intensitdtsmessungen verschiedene Reaktionskon-
stanten ermittelt und mit denjenigen verglichen,
die iiber die formale Integration [12] aus reinen
Absorptionsmessungen erhalten werden konnten

(9.

MeBapparatur und Bestimmung des
Korrekturfaktors

In der in [1] beschriebenen Anlage zur auto-
matischen Registrierung von Fluoreszenzspektren
wird anstelle des kommerziellen Kiivettengehauses
eine selbstkonstruierte Einrichtung mit drei MeB-
positionen gesetzt (Abbildung 1). Das Licht eines
St41-Hg-Hochdruckbrenners, das gleichzeitig die
Fluoreszenzanregung und die Photoreaktion be-
wirkt, fillt entweder auf einen Fluoreszenzstandard
ST, die geriihrte Probe P oder eine Vergleichs-
kiivette mit Losungsmittel V. Um die Lichtinten-
sitat Iy moglichst stabil zu halten, wird die Lampe
iber eine Heinzinger Gleichspannungsnetzversor-
gung auf eine Drift von weniger als 19,/h stabili-
siert. Durch Riickkopplung einer Photodiode (auf
die ca. 59, der Lichtintensitét ausgespiegelt werden)
mit der Netzstabilisierung, kénnen die Kurzzeit-
schwankungen, bedingt durch Plasmaspriinge, eben-
falls besser als 19, gehalten werden. Durch den
Uranylglasstandard ST konnen fiir jede Anregungs-
wellenlénge reproduzierbare Werte fiir die Para-
meter Spaltbreite von M 1, MeBsignalverstarkung am
DMR 21 und maximale Fluoreszenzintensitit bei
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Abb. 1. Kombinierte Me3- und Bestrahlungsanordnung zur
gleichzeitigen Erfassung von Fluoreszenzspektren und der
Extinktion £ bei der Bestrahlungswellenlinge.
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535 nm eingestellt werden. Daher werden trotz des
Einstrahlverfahrens die fiir verschiedene Versuche
erhaltenen MeBwerte vergleichbar.

Wihrend der Messung steht die Probe P im ge-
kreuzten Strahlengang, und nur in gréBeren zeit-
lichen Abstinden wird mit dem Vergleich V der
1009,-Wert fiir die Extinktionsmessung nachge-
eicht. Neben der Aufnahme der spektralen Ver-
teilung der Fluoreszenz zu ausgewahlten Bestrah-
lungszeiten wird iiber den zweiten Monochromator
M2 bei der Bestrahlungswellenldnge kontinuierlich
E’ auf einem Schreiber aufgezeichnet, der an die
PMQ II-Verstirkereinheit angeschlossen ist. Wie
in [1] beschrieben ist, konnen neben dem Intensi-
tatsspektrum bei ausgewahlten Beobachtungswel-
lenlingen die MefBwerte zusammen mit der Be-
strahlungszeit auf einen Datentriger ausgegeben
werden. Liegt nur ein einziger fluoreszenzfihiger
Stoff vor, so gilt fiir die beobachtete Fluoreszenz-
intensitat [2, 13]

ls
If = [T(E")nafaa Ia(z) dz, (1)
1
wobei
I'(E') die Geometrie der MeBanordnung,
1A die Fluoreszenzquantenausbeute des Aus-
gangsproduktes,
fea  seine spektrale Verteilung bei der Beob-
achtungswellenlinge,
l die seitliche Lange des Kiivettenfensters und

lo—1; die Lange des beobachteten Kiivettenfen-
sterteiles sind.

Bei der gewihlten Anordnung wird die Fenster-
breite I der Kiivette durch den Kiivettenhalter
technisch bedingt auf ca. 8mm=I0lL—L<l=
10 mm eingeengt. Die Breite des Spaltes vor der
Linse L im Emissionsstrahlengang betriagt aller-
dings 10 mm. Die absorbierte Lichtmenge (Ein-
stein/Liter Sek) innerhalb eines unter 90° seitlich
beobachteten Volumenelementes ist gegeben durch
IA(z) = 1000, a(t)

ls
-Ioexp{—j‘Zeiaidz}r(E'). (2)
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Dabei sind &, der natiirliche Extinktionskoeffizient
bei A, a die Konzentration von A, ¢;, a; die ent-
sprechenden Grofen fiir die absorbierenden Stoffe
und r(E’) der Reflexionsfaktor, der die Mehrfach-
reflexion beriicksichtigt.
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Wird durch Riihren die Lésung homogen, so gilt
2, 12, 13]

IE(t) = T'(E')r(E') faa

+9a1000 Ipeya(t) K (3)

oder
Ipore(t) = I () K-1 = Kra(t), 4)

wobei
—_ exp{— 1 Zs{ a',} —exp{— I Zs,’ a',}, 5)
Zfi a; (12 o ll)

und

Ky =T (E')r(E') fxama 1000 Ig &} (6)

sind. Es wird vorausgesetzt, dal in einem Konzen-
trationsbereich gearbeitet wird, in dem I"(£’) und
r(E’) noch als konstant angenommen werden kén-
nen. Abbildung 2 zeigt die gemessene und mit zwei
verschiedenen Werten lp —1; korrigierte Fluores-
zenzintensitat in Abhéngigkeit von der durch E’
gegebenen Konzentration. Wird die durch die
Kiivettenhalterung technisch bedingte Spaltbreite
ls—1; <1 angenommen, so ergibt sich bei der Aus-
wertung nach Gl. (5) eine gekriimmte Kurve (4).
Der Zusammenhang wird aber linear, wenn die
eigentliche Spaltbreite I vor der Linse L eingesetzt
wird und mit dem entsprechenden Korrektur-
faktor

(5a)
L —exp{—1 s 1 —eF
K’ = xp{ Z i i} e - — [F(E’I)]_l
l Zé‘i a; E
4004
IEGO
300
200 A
a
w{ o .
° Es
0 04 08 ' 12 4

Abb. 2. Abhingigkeit der Fluoreszenzintensitit bei der Be-
obachtungswellenléinge 460 nm von der Konzentration des
fluoreszierenden Stoffes. (0) gemessene Werte, (A) nach
der Korrektur mit Gl. (5) und (o) mit Gleichung (5a).
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gerechnet wird. In diesem Fall geht K in K’ iiber,
und K’ entspricht dem reziproken photokinetischen
Faktor. Wie Kurve (o) zeigt, hiangt dann bei dieser
Anordnung % . bis zu Extinktionen E’'~1,2
linear von der Konzentration ab. Diese experi-
mentell gefundene effektive Spaltbreite konnte
durch Simulation der optischen Strahlenginge
(Anregungs- und Emissionsseite) mit dem Tisch-
rechner gestiitzt werden und ist durch den nicht
parallelen Emissionsstrahlengang zu erkliren. Um
den entscheidenden Einflul der Gesamtextinktion
zu priifen, wurden zu einer konstanten Menge
Umbelliferon (E’ = 0,1) steigende Mengen eines nur
absorbierenden Stoffes (p-Hydroxybenzophenon)
hinzugegeben. Die korrigierte Fluoreszenzintensi-
tat bleibt bis zur Gesamtextinktion E’'=1,2 kon-
stant.

Kinetische Untersuchungen

Die Intensititsdiagramme fiir die Photozer-
setzung von Umbelliferon in Wasser sind im Gegen-
satz zu den Extinktionsdiagrammen [9] linear,

daher kann der vereinfachte Mechanismus AFh—;P
angenommen werden. Fiir £’ <0,02 gilt [2, 12]

IZ(t) = Kra(t) (7)

oder fiir groBere Konzentrationen nach Gl. (4) als
gemessenes I () fiir die beniitzte MeBanordnung

I¥(t) = Kra(t) K’ . (7a)

Fiir den linearen Anfangsbereich des Extinktions-
diagrammes gilt

a=— Ra(t)[F(E)], (8)
wobei

R = 1000 Io ¢} e} (9)

ist. Bei der Zersetzung von Laserfarbstoffen in-
teressiert besonders dieser primére photochemische
Zersetzungsschritt mit seiner photochemischen
Quantenausbeute ¢

Da sich zwar Ky experimentell als zeitlich kon-
stant erweist (Abb. 2), aber K'=[F(E’')]"! eine
reaktionszeitabhéngige Funktion ist, muB8 die Ab-
leitung von (7 a) entsprechend gebildet und in G1. (8)
eingesetzt werden

if() = Kp(@K' + K’ a(t). (10)

Diese aufwendige Ableitung kann durch Einsetzen
von



Lion(t) = I (1) K'-1 = Kral(t) (42)
bzw. abgeleitet

Lo = Kra (7h)
und in Gl. (8) eingesetzt:

Laxorr = — R Lyore () [F (B))]

= — RIF(@). (11)

Durch formale Integration erhalt man

Lvore () — Lixore(t =0)

= — 1000 2 Iy ey oftlfdt. (12)

Ergebnisse

Gleichung (12) wurde fiir Umbelliferon bei ca.
50 MeBzeiten ¢ numerisch ausgewertet. Abbildung 3

t
zeigt, daB I, (1) linear von f IE(t) dt abhingt.
0

Aus der Steigung kann die gesuchte partielle photo-
chemische Quantenausbeute in willriger Losung zu
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Abb. 3. Primirer Zersetzungsschritt von Umbelliferon. Die
nach Gl. (7a) korrigierte Fluoreszenzintensitit wird zu ein-
zelnen absoluten Bestrahlungszeiten gegen das Integral
iiber die gemessene Fluoreszenzintensitit aufgetragen. Nach
Gl. (12) erhélt man aus der Steigung @;A.
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¢1=2,0+402-10"3 bei Bestrahlung mit 1A'=
313 nm (pg = 6,5 und 298 K) ermittelt werden. Der
Wert stimmt innerhalb der Fehlergrenzen mit dem
aus Absorptionsmessungen mit wesentlich gro-
Berem rechnerischen Aufwand ermittelten Wert
von ¢f = 1,80 +0,25 - 10-3 iiberein [9].

Da nach diesem neuen Verfahren nicht die Dif-
ferentialgleichung fiir den Gesamtmechanismus ge-
16st werden muB, sind (a) die Standardabwei-
chungen der erhaltenen Eigenwerte der Differential-
gleichung geringer, (b) muB nicht der richtige Eigen-
wert der Losung dem ersten Reaktionsschritt zuge-
ordnet werden [12], und (c) miissen nicht die
Extinktionskoeffizienten der Photozersetzungspro-
dukte bekannt sein. Die partiellen photochemischen
Quantenausbeuten einiger Laserfarbstoffe sind in
Tab. 1 firr verschiedene Bestrahlungswellenlingen
angegeben. Es zeigt sich bei Cumarin 1 eine starke
Abhéangigkeit der partiellen Quantenausbeute vom
Sauerstoffgehalt der Losung und von der Bestrah-
lungswellenlinge. Diese Ergebnisse stimmen mit
deninl.c. [17] gemachten qualitativen Angaben und
den beschriebenen zwei Reaktionswegen iiber eine
Photooxidation der 4-Methylgruppe bzw. der Ab-
spaltung der N-Athylgruppen iiberein. In sauer-
stofffreier Losung entfallen beide Reaktionswege
bei langwelliger Bestrahlung. Der gefundene Wert
entspricht der Grenze der Melgenauigkeit der An-
lage. Die Abhéangigkeit dieser Ergebnisse von den
Reaktionsbedingungen hat groBe Bedeutung fiir
die Optimierung der Pumpbedingungen von Laser-
farbstoffen, bei denen héufig nur die Ausgangs-
farbstoffe fluoreszieren, der Photozersetzungsme-
chanismus nur wenig untersucht ist und daher die
Extinktionskoeffizienten dieser Produkte unbe-
kannt sind.

Tab. 1. Photochemische Quantenausbeute des

Farbstoff Losungs- Bestrahlungs-  Quanten- priméren Zersetzungsschrittes fiir einige Laser-
mittel wellenlinge ausbeute farbstoffe in sauerstofffreien (Ng) oder sauer-
stoffhaltigen (Oz) Losungen
Umbelliferon H>0 (0Og) 313 nm 2,0+0,2 -10-3
MeOH (O2) 313 nm 1,740,2 -10-3
Cumarin 1 MeOH (02) 254 nm 1,1 +0,1 -10-4
365 nm 1,1 40,1 -10-4
MeOH (N2) 254 nm 9,0 +0,5 -10-3
365 nm 5,0 +2,0 -10-6
Cumarin 2 [15] MeOH (Og) 365 nm 1,44+0,1 -10-3
Stilben-1 [14] MeOH (Og) 313 nm 8,0 40,2 -10-2
365 nm 1,1 40,05-10"1
Ethylen- (O2) 365 nm 2,24+0,1 -10-2
glykol (Ng) 365 nm 1,9 4+ 0,05-10-2
Stilben-3 [16] MeOH (Og) 365 nm 4,5 +0,3 -10-3
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