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Фотофизические процессы в молекулах галогенпроизводных

флуоресцеина в анионных обратных мицеллах
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Исследованы фотофизические процессы в водно-мицеллярных растворах галогенпроизводных флуоресце-

ина: эозина (Э), эритрозина (ЭР) и бенгальского розового (БР), методами динамического рассеяния света,

стационарной и времяразрешенной флуоресцентной спектроскопии. Установлено, что внедрение молекул

красителей в обратные мицеллы АОТ вызывает увеличение их гидродинамических радиусов Rh. Изучена

кинетика флуоресценции исследованных молекул красителей в обратных мицеллах. Установлено уменьшение

среднего времени возбужденного состояния 〈τ 〉 с ростом Rh для Э, ЭР и БР, которое связано с ростом

подвижности молекул воды и ослаблением эффекта геометрического ограничения молекул красителей.

Измерены степени анизотропии флуоресценции r молекул красителей в обратных мицеллах, показано,

что в мицеллярных системах r больше, чем в водных растворах и уменьшаются с ростом Rh. Для

исследованных молекул красителей в мицеллярных системах определено время вращательной корреляции θ,

которое уменьшается для всех исследованных красителей с ростом Rh, что указывает на уменьшение

микровязкости ограниченной водной среды внутри мицеллы. При этом θE > θER > θBR, т. е. в значении

времени вращательной корреляции проявляется
”
эффект внутреннего тяжелого атома“.
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Введение

В последние годы спектрально-люминесцентные ме-

тоды широко применяются для мониторинга состояния

клеток, белков, живых тканей и других биологических

объектов. Большую роль в таких исследованиях игра-

ет метод флуоресцентного зонда, в качестве которо-

го используются молекулы красителей. Исследования

взаимодействия белок-краситель позволяют определять

структурные изменения в среде, окружающей белок.

Большинство исследований in vitro посвящено изучению

белков в сильно разбавленных буферных растворах, в

то время как биомолекулы функционируют в замкнутом

пространстве биологической клетки (в замкнутом нано-

окружении). Поэтому для исследований, приближенных

к реальным условиям, необходимо установление вли-

яния пространственного ограничения на спектрально-

люминесцентные характеристики как белков, так и

красителей-зондов. Такое пространственное ограничение

возможно осуществить в четырех различных модельных

структурах: нанопорах (представляют собой твердые те-

ла), обратных мицеллах, органических растворителях и

гидратных оболочках (в частности, гидратных оболочках
белков).

К первому типу модельных структур относится пори-

стое стекло, которое имеет большое отношение площа-

ди поверхности пор к их объему. Большой свободный

объем в таких структурах играет существенную роль

в процессах трансляционной и вращательной диффузии

адсорбированных в порах молекул, поэтому пористое

стекло используется для исследования поведения моле-

кул воды [1] и сложных молекул, обладающих люми-

несцентной способностью [2,3]. При этом существенное

влияние на фотофизические процессы в таких системах

играют поверхности пор, поэтому проявляется интерес

к изменению свойств поверхностей путем их покрытия

различными веществами. Наиболее перспективным яв-

ляется использования для этих целей наноструктуры с

”
мягкими“ стенками, которые могут быть реализованы в

микроэмульсиях.

К таким структурам относятся обратные мицеллы,

представляющие собой наноразмерные частицы, состоя-

щие из молекул поверхностно-активного вещества, кото-

рые собираются вокруг водного ядра, суспендированного

в неполярном растворителе. Размер мицелл можно ва-

рьировать, изменяя соотношение воды и поверхностно-

активного вещества — так, размер обратных мицелл

натрий 1,4-бис (2-этилгексил) сульфосукцинат (AOT)
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определяется степенью гидратации w = [H2O]
[AOT] , где [AOT]

и [H2O] — молярные концентрации каждого вида в

растворе. Наноразмерное водное ядро обратных мицелл

действует как
”
нанореактор“, внутри которого контроли-

руемые реакции приводят к образованию широкого спек-

тра наноструктур с относительно узким распределением

по размерам [4]. Эти системы привлекли большое внима-

ние, поскольку они охватывают впечатляюще широкий

спектр практических применений, наибольший прогресс

при этом был достигнут в синтезе наночастиц [5–7] и в

разработке передовых средств доставки лекарств [8,9].
В последние несколько лет появилось большое коли-

чество работ, посвященных исследованию молекул кра-

сителей в анионных обратных мицеллах АОТ методами

линейной [10–12] и нелинейной [13,14] спектроскопии.

При этом исследования в системе обратная мицелла–
молекула красителя обычно проводятся с использова-

нием катионных красителей. Очень редко используются

анионные красители. К небольшому числу работ, посвя-

щенных изучению систем обратная мицелла-анионный

краситель, можно отнести [15–17].
В данной статье представлены результаты исследова-

ния фотофизических процессов в молекулах галогенпро-

изводных флуоресцеина: эозина (Э), эритрозина (ЭР),
бенгальского розового (БР) (анионных при физиоло-

гических значениях рН 7.4) в обратных мицеллах,

проведенного методами динамического рассеяния света,

стационарной и времяразрешенной флуоресценции. Вы-

бор этих красителей обусловлен тремя причинами. Во-

первых, молекулы красителей флуоресцеинового ряда

широко применяются в медицине как в качестве кон-

трастных веществ, так и в фотодинамической терапии, в

частности, для лечения меланомы [18]. Имея высокие

квантовые выходы генерации синглетного кислорода,

эти красители становятся потенциальными фотосенси-

билизаторами для нового направления фотодинамиче-

ской терапии — антимикробной фотодинамической те-

рапии [19–21]. Во-вторых, представленный ряд флуоро-

форовых красителей характеризуется последовательным

замещением атомов водорода атомами галогенов (бром,
йод и хлор), которое позволяет плавно варьировать

их физико-химическими свойствами перераспределени-

ем зарядов между атомами, изменением электронных

и пространственных структур и др. В-третьих, эти

красители широко используются для исследования био-

логических объектов, в частности белков, методами

спектроскопии комбинационного рассеяния света [22] и
флуоресцентной спектроскопии [23,24].

Эксперимент

Материалы

В работе использовали sodium 1,4-bis (2-ethylhexyl)
sulfosuccinate AOT (Sigma Aldrich, Германия, чисто-

та > 99%), декан (Sigma Aldrich, Германия, чисто-

та > 99%) и анионные красители эозин (Э), эритро-
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Рис. 1. Химическая формула исследованных красителей:

Э (X=Br, Y=H), ЭР (X= I, Y=H), БР (X= I, Y=Cl ).

зин (ЭР) и бенгальский розовый (БР) (рис. 1) фирмы

Sigma Aldrich без дополнительной очистки. Все раство-

ры приготавливались из сухих реактивов АОТ, красителя

и гептана. Сначала создавался 10% по массе раствор

АОТ в гептане: взвешивались 1 g АОТ и 9 g гептана.

Затем к 2ml АОТ в гептане добавлялись красители,

разведенные в воде в количестве 100−500−5 mol/l (число
гидратации w варьировалось от 0 до 70) с концентраци-

ей C = 10−5 mol/l.

Определение размеров мицелл

Для определения размеров мицелл использовался ме-

тод динамического рассеяния света. Методика определе-

ния Rh для мицеллярных систем подробно описана в [25]
и основана на определении временной корреляционной

функции рассеянного света в растворах:

G(τ ) =
〈I (t)I (t + τ )〉

〈I 2(t)〉
, (1)

где I (t) и I (t + τ ) — интенсивность рассеянного света в

моменты t и t + τ соответственно.

Для монодисперсного коллоидного раствора

G(τ ) = Aexp(−Ŵτ ), (2)

где A — постоянная прибора, Ŵ — скорость релаксации,

связанная с коэффициентом диффузии D следующим

соотношением:

Ŵ =
1

τK
= Dq2, (3)

q — вектор рассеяния, модуль которого равен

q = 4π
n
λ
sin

(ϕ

2

)

,

где ϕ — угол рассеяния (в наших экспериментах

ϕ = 90◦), λ — длина волны рассеянного света, n —

показатель преломления раствора. Таким образом, опре-

делив Ŵ из G(τ ), можно определить коэффициент диф-

фузии D.
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Зная коэффициент диффузии, в рамках модели Стокса-

Эйштейна-Дебая в предположении сферической формы

мицелл определялся их гидродинамический радиус:

Rh =
kT

6πηD
, (4)

где k — постоянная Больцмана, T — температура, η —

вязкость растворителя.

Измерение динамического рассеяния света и анализ

размеров частиц осуществлялись на приборе Photocor

Compact (использовался полупроводниковый лазер с

λ = 638 nm, мощность 25mW). Погрешность измерения

гидродинамического радиуса мицелл 0.3 nm.

Измерение спектрально-люминесцентных
характеристик растворов

Регистрация спектров поглощения водно-мицелляр-

ных растворов красителей была проведена на спек-

трофотометре Perkin Elmer Lambda 35 (спектральная
ширина щели 0.5 nm). Регистрация спектров флуорес-

ценции молекул красителей в мицеллярных растворах

проводилась на спектрофлуориметре Perkin Elmer LS 55

(спектральное разрешение 0.1 nm, воспроизводимость

длин волн 0.5 nm).

Степень анизотропии флуоресценции

Степень анизотропии флуоресценции r определялась

по формуле

r =
IVV − kIVH
IVV + 2kIVH

, (5)

где IVV — интенсивность флуоресценции при вертикаль-

ной ориентации поляризаторов возбуждения и излуче-

ния; IVH — интенсивность флуоресценции, полученная

при вертикальной ориентации поляризатора возбужде-

ния и горизонтальной ориентации поляризатора излуче-

ния; k = IHV
IHH

; IHH — интенсивность флуоресценции при

горизонтальной ориентации поляризаторов возбуждения

и излучения; IHV — интенсивность флуоресценции, по-

лученная при горизонтальной ориентации поляризатора

возбуждения и вертикальной ориентации поляризатора

излучения.

Исследование времяразрешенной
флуоресценции

Измерение времени жизни флуоресценции красителей

проводилось с использованием прибора Simple Tau 140,

работающего в режиме счета фотонов (Becker &

Hickl, Германия). Флуоресценцию красителей возбужда-

ли лазером BDS-SM510 (длина волны 510 nm, длитель-

ность импульса 40 ps). Флуоресценция регистрирова-

лась 16-канальным фотоприемником K5900 (Hamamatsu,

Япония), перед которым находился решетчатый поли-

хроматор (600 lines/mm). Ширина спектра на выходе

полихроматора составляла 200 nm, что соответствовало

12.5 nm на канал. Время интегрирования составляло 30 s.

Кинетические кривые флуоресценции были обработаны

с использованием программы SPCImage (Becker & Hickl,

Германия). Погрешность определения времени жизни

возбужденного состояния молекул красителей 0.05 ns.

Кривая затухания флуоресценции аппроксимирова-

лась несколькими экспонентами:

F(t) =
N

∑

i=1

Ai e
(− t

τi
)
, (6)

где N — число экспонент, t — время, τi — время жизни

флуоресценции, Ai — амплитуда.

Все измерения были проведены при температуре

295K.

Результаты и их обсуждения

Методом динамического рассеяния света были опре-

делены гидродинамические радиусы исследованных ми-

целл. В табл. 1 представлены Rh для четырех значений

степени гидратации w, определенные с помощью соот-

ношения (4) для мицелл с внедренными молекулами

красителей и без них. Из табл. 1 видно, что гидроди-

намический радиус мицелл с внедренными молекулами

красителя больше, чем для водных мицелл для всех ис-

следованных значений w . В табл. 1 также представлены

значения 1Rh = RDye

h − Rh (здесь
Dye

h — гидродинамиче-

ский радиус мицелл, содержащих молекулы красителей,

Rh — гидродинамический радиус мицелл, не содержа-

щих молекулы красителей) для исследованных значе-

ний w . Видно, что для всех трех красителей наблюдается

увеличение разности 1Rh. Для БР 1Rh увеличивается

незначительно и практически не зависит от ω, 1Rh для

Э и ЭР изменяется значительно. Наибольшее изменение

1Rh наблюдается для ЭР, меньшее — для Э, но при

этом наблюдается увеличение 1Rh с ростом w . Это

изменение 1Rh связано с тем, что при увеличении гидро-

динамического радиуса мицеллы происходит изменение

свойств структурированной воды, сопровождающееся

изменением электростатического взаимодействия между

анионами красителей и гидратированными группами

поверхностно-активных веществ (ПАВ). В дальнейшем

для описания люминесцентных характеристик краси-

телей в водно-мицеллярных растворах использовались

значения Rh для мицелл с внедренными молекулами

красителей.

Были зарегистрированы спектры поглощения и флу-

оресценции красителей в мицеллярных растворах при

различных значениях их гидродинамического радиуса

Rh. В качестве примера на рис. 2 представлены спектры

поглощения, а на рис. 3 — спектры флуоресценции

исследованных красителей в водно-мицеллярных рас-

творах для гидродинамического радиуса Rh = 4 nm. Из

рис. 2 и 3 видно, что длины волн максимумов погло-

щения и флуоресценции для исследованных красителей

отличаются. Так, максимумы поглощения наблюдаются
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Таблица 1. Значения гидродинамического радиуса мицелл Rh

и 1Rh для исследованных систем (значения 1Rh указаны в

скобках)

w Rh, nm

Вода Э ЭР БР

18.6 3.3 4(0.7) 4.8(1.5) 4.6(1.3)
37 6.8 7.4(0.6) 10.5(3.7) 7.9 (1.1)
55 11 14.8(3.8) 15.8(4.8) 12.5(1.5)
70 15 18.6 (3.6) 20(5) 17(2)

440 520 560

D
re

l

0

0.8

0.2

0.6

0.4

1 0.

480 600

l, nm

1 2 3

4

5

Рис. 2. Нормированные спектры поглощения Э (1), ЭР (2)
и БР (3) в водно-мицеллярных растворах с Rh = 4 nm. Кри-

вые 4, 5 — гауссовы компоненты спектра поглощения эозина.

Концентрация красителя равна 10−5 mol/l.

при 520 (Э), 531 (ЭР), 556 nm (БР) (рис. 2). Спектры
флуоресценции этих красителей имеют максимумы при

546 (Э), 550 (̃ЭР), 578 nm (БР) (рис. 3).

Спектры поглощения красителей имеют две полосы:

длинноволновую (с длиной максимума λ1) и коротко-

волновую (с длиной волны максимума λ2), Полоса с

λ1 относится к дианионной форме красителей, а λ2 —

к их анионной форме [26]. Спектры поглощения были

разделены на две гауссовы полосы. На рис. 2 в качестве

примера представлены две выделенные компоненты для

Э: полоса поглощения дианионной формы (кривая 4) и

полоса поглощения анионной формы (кривая 5).

Эти полосы были выделены для всех красителей и

всех значений Rh, а затем определены их интенсивности.

На рис. 4 представлены зависимости отношения
I λ2
I λ1

(I λ1 — интенсивность дианионной полосы, I λ2 — ин-

тенсивность анионной полосы) от гидродинамического

радиуса мицелл Rh для всех красителей. Из рис. 4 видно,

что с ростом Rh наблюдается увеличение отношения
I λ2
I λ1
.

Результаты исследования спектральных характеристик

красителей, представленные на рис. 4, указывают на

то, что с ростом Rh увеличивается вклад анионной

формы красителя в формирование спектров поглощения.

В связи с тем, что интенсивность поглощения про-

порциональна концентрации молекул, представленные

на рис. 4 данные указывают на то, что с ростом

Rh происходит изменение соотношения концентраций

дианионной и анионной форм красителей. Это должно

сказаться на флуоресцентных характеристиках исследо-

ванных растворов — в частности, на среднем времени

флуоресценции и степени анизотропии свечения.
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Рис. 3. Нормированные спектры флуоресценции Э (1), ЭР (2)
и БР (3) в водно-мицеллярных растворах с Rh = 4 nm. Концен-

трация красителя равна 10−5 mol/l.

0 15 25

I
I

l
l

2
1

/

0.30

0.45

0.40

0.35

0.50

5

1

2

3

10 20
Rh, nm

Рис. 4. Зависимости отношения интенсивностей поглощения

анионной и дианионной полос
I λ2
I λ1

от гидродинамического

радиуса Rh для Э (1), ЭР (2) и БР (3).
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Таблица 2. Параметры A1, τ1, A2 и τ2 для различных красите-

лей и значений Rh

Краситель Rh, nm A1, % τ1, ns A2, % τ2, ns

Э 3.7 95.0 1.92 5.0 3.84

7.3 99.0 1.84 1.0 3.62

12.0 95.0 1.6 5.0 1.72

17.5 97.0 1.39 3.0 5.25

Водный раствор 1.21

ЭР 4.8 98.0 0.38 2.0 1.21

10.5 95.0 0.33 5.0 1.24

15.8 96.0 0.3 4.0 1.63

20.0 99.0 0.32 1.0 3.82

Водный раствор 2.13

БР 4.6 94.0 0.45 6.0 3.48

7.9 96.0 0.51 4.0 3.9

12.5 96.0 0.47 4.0 3.22

17.0 91.0 0.24 9.0 2.94

Водный раствор 2.94

Ниже приведены результаты измерения времени зату-

хания флуоресценции исследованных систем. Удовлетво-

рительное совпадение с экспериментальными кривыми

дает аппроксимация затухания флуоресценции красите-

лей в мицеллярных растворах двумя экспонентами:

F(t) = A1e
(−t/τ1) + A2e

(−t/τ2). (7)

Здесь Ai — амплитуды экспонент, τi — время затухания

экспонент, t — время после возбуждения флуоресцен-

ции. В табл. 2 представлены значения A1, τ1, A2 и τ2
для растворов красителей в мицеллах для различных

значений Rh. В этой же таблице представлены значения

времен жизни возбужденного состояния молекул краси-

телей в водных растворах. Для водных растворов кра-

сителей наблюдается моноэкспоненциальное затухание

свечения, в то время как для мицеллярных растворов

затухание свечения описывается двумя экспонентами.

Наличие двухэкспоненциальных зависимостей затухания

свечения указывает на то, что внутри обратной мицеллы

молекулы красителей находятся в различном окружении.

Для анализа влияния степени гидратации на кинети-

ческие характеристики флуоресценции молекул краси-

телей удобно использовать среднее время жизни флуо-

ресценции:

〈τ 〉 =
A1τ1 + A2τ2

A1 + A2

.

На рис. 5 представлены зависимости 〈τ 〉 от Rh для

исследованных систем. В ряду красителей Э-ЭР-БР

происходит увеличение энергии спин-орбитальнего вза-

имодействия за счет эффекта внутреннего тяжелого

атома. Замещающие тяжелые атомы усиливают спин-

орбитальное взаимодействие в молекулах красителей,

что приводит к уменьшению 〈τ 〉. При этом с ростом

Rh время 〈τ 〉 уменьшается (рис. 5). Эти результаты
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Рис. 5. Зависимости среднего времени жизни флуоресценции

〈τ 〉 от гидродинамического радиуса мицелл Rh для Э (1),
ЭР (2) и БР (3).
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Рис. 6. Зависимости степени анизотропии флуоресценции r
от гидродинамического радиуса Rh для Э (1), ЭР (2) и БР (3).

указывают на то, что с ростом Rh ограничение движения,

испытываемое флуорофором при связывании с обратны-

ми мицеллами, уменьшается.

Таким образом, увеличение размера обратных ми-

целл приводит к ослаблению эффекта геометрического

ограничения молекул исследованных красителей, что

Оптика и спектроскопия, 2020, том 128, вып. 12



Фотофизические процессы в молекулах галогенпроизводных флуоресцеина в анионных обратных... 1847

должно сказываться на значениях степени анизотропии

флуоресценции. Были определены значения степени ани-

зотропии флуоресценции r для молекул красителей в

обратных мицеллах с различными Rh. Степень анизо-

тропии флуоресценции флуорофора зависит от вязкости

окружения, а также от времени жизни возбужденного

состояния молекул красителей. На рис. 6 представлены

зависимости r (Rh) для исследованных красителей. Из

рис. 6 видно, что для красителей с коротким временем

жизни возбужденного состояния (ЭР и БР) r выше, чем

для Э. При этом для всех исследованных мицеллярных

систем с различными Rh степень анизотропии выше

значений, полученных в водных растворах. Значения

степени анизотропии флуоресценции в воде следующие:

r Э = 0.04, r ЭР = 0.04, r БР = 0.05. Это указывает на то,

что движение молекул исследованных красителей имеет

в обратной мицелле больше ограничений, чем в чистой

воде. Кроме того, большее значение r для малых Rh

показывает, что микросреда внутри водного пула обрат-

ной мицеллы сильно отличается от объемной воды. При

этом высокая вязкость наблюдается благодаря молеку-

лам воды, которые прочно связаны с сульфонатной го-

ловной группой АОТ. Уменьшение степени анизотропии

излучения с увеличением Rh (рис. 6) указывает на то,

что молекулы красителей имеют больше свободного дви-

жения, которое достигается изменением расположения

молекул красителей внутри мицеллы — они удаляются

от головной группы сурфактанта к связанной воде в

обратной мицелле.

Для установления расположения молекул красите-

лей внутри мицелл оценим вращательную диффузию

молекул красителя в зависимости от Rh. Определим

параметры вращательной диффузии люминесцирующих

молекул с помощью формулы Перрена [27]:

1

r
=

1

r 0

(

1 +
〈τ 〉

θ

)

, (8)

где θ = ηV
kT — время вращательной релаксации, T —

абсолютная температура, η — вязкость раствора, V —

объем молекул флуорофора, k — постоянная Больцмана,

〈τ 〉 — среднее время жизни возбужденных молекул,

r 0 — предельная анизотропия излучения. Уравнение (8)
содержит линейную зависимость 1

r от T
η
, поэтому изме-

няя вязкость раствора и измеряя степень анизотропии,

можно получить значение r 0 . Для определения r 0 мы

провели измерения r при различных значениях вязкости

водных растворов, которая изменялась путем добавле-

ния сахарозы в растворы. Для каждого из растворов

методом наименьших квадратов были построены зави-

симости 1
r

(

T
η

)

и получены значения r 0. Были получены

следующие значения r 0: Э — 0.34, ЭР — 0.27, БР —

0.32.

Используя измеренные значения r, r 0 и 〈τ 〉, для

каждого из растворов с помощью формулы (8) было

вычислено время вращательной релаксации θ. На рис. 7

0 15 24

q
,

n
s

0

0.6

0.4

0.2

6

1

2

3

12 18
Rh, nm

9

0.1

0.8

0.5

0.3

0.7

0.9

1.0

213

Рис. 7. Зависимости времени вращательной релаксации от

гидродинамического радиуса Rh для Э (1), ЭР (2) и БР (3).

представлены зависимости времени вращательной ре-

лаксации θ от Rh для Э (кривая 1), ЭР (кривая 2),
БР (кривая 3). Из рис. 7 видно, что θE > θER > θBR,

т. е. на значении времени вращательной корреляции

сказывается
”
эффект тяжелого атома“. С ростом Rh

происходит уменьшение θ для всех трех исследованных

красителей. При этом
”
скорость“ уменьшения θ от

увеличения размера (радиуса) мицеллы dθ = dθ
dRh

име-

ет следующие значения: (dθ)E = 0.039, (dθ)ER = 0.015

и (dθ)BR = 0.013. В связи с тем, что θ пропорционально

вязкости η, наблюдаемое в эксперименте уменьшение θ

с ростом гидродинамического радиуса мицеллы связано

с уменьшением микровязкости ограниченной водной

среды внутри мицеллы. Это подтверждает, что молекулы

красителей удаляются от гидратированных полярных

групп ПАВ в мицелле.

Заключение

Исследованы молекулы галогенпроизводных флуорес-

цеина в обратных мицеллах АОТ методом динамическо-

го рассеяния света, стационарной и времяразрешенной

флуоресцентной спектроскопии. Установлено, что внед-

рение молекул красителей в обратные мицеллы вызыва-

ет увеличение их гидродинамических радиусов Rh.

Обнаружено уменьшение среднего времени жизни

〈τ 〉 возбужденных состояний молекул исследованных
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красителей с ростом Rh, что объясняется ростом по-

движности молекул воды и ослаблением эффекта их

геометрического ограничения в обратных мицеллах.

Анизотропия флуоресценции молекул красителей

уменьшается с ростом Rh, при этом для всех Rh сте-

пень анизотропии выше значений, полученных в водных

растворах.

По анизотропии флуоресценции молекул красителей

определено время вращательной релаксации θ. Уста-

новлено, что θE > θER > θBR, т. е. на значении времени

вращательной релаксации сказывается
”
эффект тяже-

лого атома“. С ростом Rh происходит уменьшение θ

для всех трех исследованных красителей, что связано с

увеличением микровязкости ограниченной водной среды

внутри мицеллы.
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