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Спектрофотометрия – это 
метод исследования и 
анализа веществ, основанный 
на измерении спектров 
поглощения в оптической 
области электромагнитного 
излучения.





Закон Бера в 
спектрофотометрии



Отклонения от закона Бера могут 
быть вызваны следующими 

факторами:









Устройство спектрофотометра



Спектрофлуориметрия
•  



Диаграмма Яблонского







Правило Каши
      Спектр флуоресценции не зависит от длины волны 
возбуждающего света.

   Данное правило применимо к спектрам 
излучения молекул, находящихся в возбуждённом 
состоянии. 

    Поглощая фотон, электрон, находящийся на основном 
энергетическом уровне (обозначается как S

0
 в 

случае синглентного состояния) может, в зависимости 
от длины волны поглощённого кванта света, возбудиться и 
перейти на один из более высоких энергетических уровней 
(обозначаются как S

n
, где n>0). Однако, согласно правилу 

Каши, испускание фотона (в случае S уровня обозначаемое 
как флуоресценция) может происходить только с самого 
низкого возбуждённого энергетического уровня S

1
.





Закон Вавилова
Квантовый выход не зависит 
от длины волны 
возбуждающего света.

Согласно закону Вавилова:
- квантовй выход постоянен 
при изменении в широких 
пределах длины волны 
возбуждающего света в 
стоксовской области
-  квантовый выход падает 
если длина волны 
возбуждающего света лежит в 
антистоксовой области



Устройство флуориметра



      При флуоресцентном анализе макромолекул 
используются  два типа молекул 
флуоресцирующих хромофоров: собственные 
хромофоры и внесенные хромофоры. 
Рассмотрим  собственную флуоресценцию.
      Белки содержат только три собственных 
флуонофора - остака триптофана, тирозина и 
фенилаланина.
            Основная цель изучения собственной 
флуоресценции белков - получение информации 
об их конформации. Возможность этого 
обусловлена тем, что флуоресценция 
триптофана, как и флуоресценция тирозина 
существенно зависит от окружения (т.е. 
растворителя, рН, присутствие тушителя, малой 
молекулы или соседних групп в белке).



   Эмпирические правила для интерпретации спектров  флуоресценции белков
1.         Вся  флуоресценция белка  обусловлена наличием  остатков триптофана,  тирозина 
и  фенилаланина.
2.         При уменьшении полярности растворителя  lмах в спектре флуоресценции триптофана 
смещается в область  более коротких волн, а интенсивность  при lмах возрастает.
3.         Если вещество,  известное как тушитель, например, иодид, нитрат, или ионы цезия, тушат 
флуоресценцию триптофана  или тирозина,  то эти аминокислоты  должны быть на 
поверхности  белка.  Если  тушения не происходит, то  это возможно по  нескольким причинам:
    а)  Аминокислота  находится внутри  молекулы.
    б)  Аминокислота  находится в полости,  размеры которой слишком малы,  чтобы туда вошел 
тушитель.
    в) Аминокислота в сильно  заряженном  участке, и  заряд может отталкивать 
тушитель  (если  тушитель  заряжен противоположно).
4.         Если вещество,  которое не влияет  на  квантовый  выход  свободной 
аминокислоты,  действует  на флуоресценцию белка,  то это  происходит за 
счет  конформационных  перестроек белка.
5.         Если триптофан или  тирозин находится в попеременном  окружении, характерные 
для  них величины  Q понижаются  при возрастании  температуры, тогда  как в неполярном 
окружении  изменения величин Q незначительны.
6.         Q триптофана и тирозина  понижается, если a-карбоксильная группа этих  аминокислот 
протонирована.
7.        Флуоресценция триптофана  тушится 
соседними  протонодонорными  группами.   Следовательно,  если рК, измеренная 
путем  контроля флуоресценции триптофана,  такой же,  как рК известной,  способной к 
ионизации группы ( например,  имидазола  гистидина),  то  эта  группа  должна 
находится  очень  близко от триптофана.
8.         Если при связывании какой-либо  молекулы с белком тушится флуоресценция 
триптофана,  то это происходит либо в  результате  конформационной  перестройки 
белка,  либо  часть триптофановых участков находится в  месте связывания 
или  близко  от  него.
      Конечно  все эти правила не  дают абсолютной уверенности в правильности 
интерпретации,  поскольку флуоресценция очень чувствительна  к факторам  окружения,  тем 
не  менее  они очень полезны для  предварительного получения  информации,  что должно 
быть  дополнено получением  данных другими независимыми  методами.



Внесенная флуоресценция
    Вносят путем образования химических связей с 
флуоресцирующей меткой.

     Требования к внесенному хромофору:

1. Должен прочно связываться с определенным участком 
молекулы

2. Его флуоресценция должна быть чувствительна к 
условиям окружения( рН, полярность растворителя, 
вязкость)

3. Внесенные хромотофоры не должны влиять на 
свойства исследуемой молекулы



       Флуоресцентные вещества, применяемые в биологии, можно 
условно разделить на две большие группы: флуоресцентные зонды и 
флуоресцентные метки.

1. Флуоресцентные метки служат для того, чтобы идентифицировать 
наличие или пространственное положение исследуемой молекулы. 
Флуоресцентная метка должна быть химически стабильной и 
демонстрировать стабильную флуоресценцию, которая не зависит 
от внешних факторов и минимально меняется во времени. Таким 
образом, она действует как пассивный «маяк», который 
сигнализирует о месте нахождения молекулы, к которой привязана.

2.  Флуоресцентный зонд является более сложным по своим 
функциям. Это молекулярная конструкция, которая может 
существовать в двух состояниях: «выключенном» и «включённом». 
Эти состояния различаются между собой определёнными 
параметрами флуоресцентной эмиссии (чаще всего квантовым 
выходом флуоресценции, позицией максимума в спектре эмиссии 
или временем жизни возбуждённого состояния). Переход между 
«включён» и «выключен» состояниями зависит от наличия в среде 
зонда тех молекул, которые он должен распознавать.



Флуоресцентные спектры красителей 
различного химического строения



Достоинства флуоресценции по 
сравнению со 

спектрофотометрией:
1) Интенсивность флуоресценции пропорциональна 
концентрации вещества
2) Флуоресцентные методы обладают высокой 
чувствительностью
3) Обладает спектральной избирательностью, т.к. 
благодаря стоковскому сдвигу используются 2 
монохроматора.
4) Не нужна кювета сравнения. 
     Недостатки:
1) Наличие тушителей. 
2) Когда флюоресценция переходит не в световую, 

а в тепловую энергию


