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Es wird die Frage der Bestimmung von wahren Polarisationsspektren be-
sprochen. Fur den Begriff des wahren Polarisationsspektrums wird dabei eine neue
Definition empfohlen, die die eventuellen Veranderungen des Absorptlonsspektrums
der zu untersuchenden Loésung bei einer Viskositdtserh6hung in Betracht zieht.
Die Methode wird im Falle des Al-Morins angewandt

1

§ L. Einleitung

Der Polarisationsgrad p des Fluoreszenzlichtes von Losungen héngt
bekanntlich im allgemeinen .von der Wellenlinge 4 des erregenden Lichtes
-ab [1]. Diese Abhanglgkelt ist dabei fiir die gegebene Losung — oder besser
fir den gelosten Stoff — charakteristisch, und daher kann man nach FEOFiLOW
tiber ein Polarisationsspektrum des fluoreszierenden Stoffes sprechen [2]. Als
eigentliches - Polarisationsspektrum p,(4) eines fluoreszierenden Stoffes wird
nun meinstens nicht die auf eine gegebene Konzentration ¢ und Viskositat #
sich beziehende Funktion p(4, ¢, ) — die gelegentlich ebenfalls ,Polarisations-
spektrum* genannt wird — sondern die Grenzfunktion :

Py =1im p(2, ¢;n) (1)

1”-—) OD

betrachtet, die nach experimentellen Erfahrungen in engem Zusammenhang'
mit dem Absorptionsspektrum des geltésten Stoffes steht. Es zeigt sich nidm-
lich, daB p.(4) bei Stoffen, deren einzelne Absorptionsbanden sich nicht oder
nur wenig iiberlappen, im Spektralgebiete je einer Absorptionsbande konstant
ist d. h. py(4) anndhernd die Form einer Treppenfunktion hat. (Dies ist z.B.
bei den ersten drei langwelligen Absorptionsbanden des Na-Fluoresceins der
Fall.) Nach der FeoriLowschen Auffassung 148t sich ein solches Polarisations-
spektrum derart interpretieren, daB den einzelnen Absorptions-Elektroneniiber-
gingen je ein im molekiiifesten Koordinatensystem fixierter Absorptions-
- oszillator zugeordnet wird, wobei die Richtung des i-ten Oszillators mit der
des ebenfalls molekiilfesten Emissionsoszillators den Winkel

;= arc sin V2—4pi (2)

3—pi
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bildet, wenn p; den zur i-ten Absorptionsbande gehtrenden Wert von py(4)
* bedeutet.

Obwehl die Untersuchungen von Polarisationsspektren — besonders die
von FEOFILOW — wertvolle Beitrdge zur Kldrung einiger Fragen beziiglich
der Deutung von Absorptionsspektren geliefert haben, sollen die bisher
gewonnenen Resultate mit Hilfe der moderneren photoelektrischen MeBtechnik
nachgepriift und auf Grund der inzwischen wesentlich weiterentwickelten Theorie
der Fluoreszenzpolarisation verfeinert werden. In der vorliegenden Arbeit wird -
zum Ziel gesetzt, die hinsichtlich der Auswertung von Polarisationsspektren
wichtigen neueren Ergebnisse der Theorie der Fluoreszenzpolarisation kurz
zusammenzufassen, einige Bemerkungen hinzuzufiigen und danach die
- FeorFiLowsche Methode durch unsere am Al-Morin durchgefiihrten Unter-
suchungen zu illustrieren.

§ 2. Auswertung von unmittelbar gemessenen Polarisationsspektren

Bei der rechnerischen Bestimmung von p,(4) aus den fiir verschiedene #
und ¢ gewonnenen Polarisationsspektren p(4, ¢, 7) kann in erster Niherung
die empirisch gefundene SwESCHNIKOW—FEOFILOWsche Beziehung

1 1 1 1\ kT ‘
—=—f | ——=|—74 Ac '

: p p0+(po 3) v + _ )
zugrunde gelegt werden; dabei sind: p,=p(2), p=p(4,¢, 1), k die BoLTZ-
MANNsche Konstante, 7 die absclute Temperatur, v das Volum des Molekiils
des fluoreszierenden Stoffes, 7 die dynamische Viskositit der Losung, = die.
Abklingzeit der Fluoreszenz, A eine von # und ¢ unabhdngige Konstante
und ¢ die Konzentration (z.B. in Mol/l) [3]. Der Zusammenhang (3), nach
dem sich die Rotations — bzw. Konzentrationsdepolarisation mittels eines
nur von 7; bzw. eines nur von ¢ abhingigen Gliedes beschreiben l4Bt, kann auf
Grund der die streng regelmaBige Verteilung der Molekeln voraussetzenden
WawiLowschen Theorie der Konzentrationsdepolarisation [4] exakt hergeleitet

werden.? Es ergibt sich dann, daB in guter Naherung A == const. L3—3p0) d. h.
1 1 1 1 kT
;—3—(5—?7)(” v wtac] ¥

ist, wobei a eine fiir die Wahrscheinlichkeit der Energiewanderung charak-
teristische Konstante bedeutet. Die Beziehung (4) ist nach der WaAwiLowschen
Theorie nur fiir geniigend kleine Konzentrationen giiltig, bei denen noch
keine Konzentrationsloschung auftritt. Hinsichtlich der Giiltigkeit von (4) wird
eine stdrkere FEinschrdnkung fiir ¢ von der die statistischen Schwankungen
der Molekiilabstainde in Betracht ziehenden JABLONSKischen Theorie [5]
geliefert, nach der bei geringen Konzentrationen

1 1:(1 1) 14+26¢

7 3 (3)
1 +:;'— bc

g 3 \p, 3

¢ Die langwierige Herleitung soll hier nicht behandelt werden.
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gilt, wobei py=1im p ist, und b eine von ¢ unabhdngige Konstante bedeutet.
(5) gent fiir sehr kleine Werte von b¢ in die Beziehung

e

iiber, und der Vergleich von (4) mit (5) bzw. (5a) zeigt, daB (4) héchstens
fiir bc << 1 streng gelten kann. (Die unter Anwendung starkerer vereinfachen-
der Annahmen hergeleitete Formel von FORSTER [6] und die von GALANIN
[7] fiihren zu einem &hnlichen Resultat.) Obwohl also die JABLONSKIsche
Theorie nur fiir den Fall der unendlich-grofien Viskositat ausgearbeitet wurde,
kann auf Grund derselben die Folgerung gezogen werden, daff die Extra-
polation von p fir ¢—0 auf Grund der empirischen Beznehung (4) unter
Verwendung solcher Versuchsdaten durchgefithrt werden muf, fiir die die bei
(ba) erwahnte Bedingung bc<< 1 erfiillt ist.

Von experimentellem Standpunkt aus scheint es ubrngens am giinstigsten
zu sein, wenn man bei Bestimmung von p,(Z) Losungen mit einer so kleinen
Konzentration ¢ anwendet, dafi p(4, ¢, n) bei einem festen Wert von 7 inner-
halb der Fehlergrenze etwa mit p(4, O,1¢, %) iibereinstimmt. Der in diesem.
Falle gemessene Polarisationsgrad p'(4, 1) (= p(4,0, 1)) muB rechnerisch nur
flir 7= oo extrapoliert werden. Diese Extrapolation ist auf Grund von (4) —

wegen der linearen Be21ehung zwischen L und L — prinzipiell sehr ein-

fach, in verschiedenen konkreten Fllen konnen aber Schwierigkeiten auf-
treten. Die erwihnte Linearitat- sowie die Gleichungen (3) und (4) gelten
namlich nur dann, wenn die durch (3) definierte Grofie p, von der Viskositat
unabhdngig, d.h. mit dem durch (1) definierten Grenzwert identisch ist (was
stillschweigend bei (3) vorausgesetzt wurde). In diesem Falle muf§

pozlim p’zling)p’ ) -
sein, wobei der an der rechten Selte stehende Grenzwert - prinzipiell mittelst
Anwenduno eines rein dynamisch wirkenden Loschstoffes auch empirisch
bestimmt werden kann. Dié Giiltigkeit von (6) geht aber verloren, wenn bei
einer starken Uberlappung der emzelnen Absorptionsbanden die Vergroﬁerung
der Viskositdt (meistens durch Erhdhung der Glycerinkonzentration der
Losung) auf die Form und Intensitit der einzelnen Absorptionsbanden ver-
schiedene Wirkungen ausiibt und dadurch den Wert von lim p’° veridndert.

-0

Bei einem solchen fluoreszierenden Stoff ist es naheliegend, als wahres Pola-
risationsspektrum nicht die nur mittels einer schwierigen Extrapolation
bestimmbare Funktion p,(Z)(s. Gl. (1)) sondern die Funktion :

P(, )= lim p' (2, 1) .

‘zu betrachten, die sich rechnerisch auf Grund der PERRIN—LEWSCHINschen
Gleichung (Gl (3) mit ¢=0) folgendermaBen bestimmen laft.

Bei einer Erregungswellenldnge 20 im Spektralbereich der langstwelligen
Absorptionsbande mift man erstens p’ im Falle zweier geniigend verdiinnter
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Losungen mit der Viskositat 2, bzw. 7;,. Da die PERRIN—LEWSCHINSche
Beziehung fiir diesen Wellenldngenbereich gultlg ist (keme Uberlappung!),

kann die Grobe K= kT ) und p (/.0,7;2)

berechnet werden. Nimmt man nun das Polarisationsspektrum p’(Z, 7) bei
einer bekannten Viskositit # auf, so ergibt sich P(4,n) — ebenfalls auf
Grund der PERRIN—LEWSCHINschen Beziehung — durch die Formel

PG, —p/ Gy ) — LKL (8)

1 s
V45 K/n-p'(2, 1)

deren QGiiltigkeit aus der Tatsache folgt, daf = in der erwihnten Beziehung
nur in der Form <=/ auftritt. /m folgenden werden wir unter dem ,wahren
Polarisationsspektrum eines fluoreszierenden Stoffes in einem gegebenen
Losungsmittel der Viskositdt n die nach (8) zu berechnende Funktion P(4,n)
verstehen. Das so definierte Polarisationsspektrum ist natiirlich mit dem
Absorptionsspektrum der betreffenden Losung (der Viskositat 1) zu vergleichen.

Bei der experimentellen Bestimmung und Auswertung von Polarisations-
. spektren “ muffi man im aligemeinen die depolarisierende Wirkung der
Sekundarfluoreszenz in Betracht ziehen [8]; p(4, ¢, ) und p’'(4, 7)) sollen die auf
" Sekundirfluoreszenz schon korrigierten Polarisationsspektren * bezeichnen. Im
Faile einiger gentigend stark fluoreszierenden Losungen konnen dabei die
Konzentration und die Schichtdicke so vermindert werden, dafl die Sekundar-
fluoreszenz nur eine vernachlassigbare Wirkung ausiibt, die zur Messung
gelangenden Fluoreszenzstrahlen aber noch immer eine hmrelchende lnten51tat
haben (s. den experimentellen Teil).

Es sei schlieflich darauf hingewiesen, daB zur Untersuchung des
Zusammenhanges zwischen dem wahren Polarisationsspektrum und dem
Absorptionsspektrum der Losung das folgende Verfahren geelgnet zu sein
scheint.

Man zerlegt — niherungsweise — das Absorptlonsspektrum e(/) in
eine Summe von GAussschen Kurven Gi(Z),

#(4) = ; Gi(%), 9}

derart, daB die Anzahl n derselben gleich der auf Grund des Verlaufes von
P(4,7m) bestimmbaren Anzahl der im Absorptionsspektrum auftretenden
Elektronenbanden sei. Haben die einzelnen' Absorptionsbanden .in der Tat
anndhrend die Form je einer Gaussschen Kurve, so soll P(4, %) laut der in
§ 1 Gesagten durch die Beziehung
' , oy =PGi(h)
P(/‘) '])_ 8().) ) (]0)

. berechnet werden, wobei die geeignet zu wihlenden Zahlen P; als die zu
den einzelnen Elektronenubergangen gehorenden Polarisationsgrade ange-
sehen werden konnen.
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§3 Experimentellés

Zur Untersuchung von Polarisationsspektren haben wir eine photo--
elektrische Mefleinrichtung zusammengebaut, die aus einem Polarisations-
mefapparat des WILLE—SPEKTOROWschen Typs und aus einem, zur Herstellung
des monochromatischen Erregungslichtes dienenden Monochromator mit grofier
linearer Dispersion bestand. Der Polarisationsmefapparat war im wesentlichen
dem in [9] beschriebenen &4hnlich, jedoch wurde jetzt eine longitudinale
Beobachtung statt einer transversalen angewandt, damit die Verhdltnisse
hinsichtlich der Beriicksichtigung der depolarisierenden Wirkung der Sekundér-
fluoreszenz giinstiger sind [8]. Als Monochromator wurde ein Quarzspektrograph.
SHilger-Medium“ derart verwendet, daB sein Kasettenhalter durch ein.
verschiebbares System — bestehend aus einem Spalt S,, einer beweglichen
Linse und einer ebenfalls beweglichen Xenon- oder Quecksilberhtchstdruck-
lampe — ersetzt wurde. :

Somit funktionierte der urspriingliche Spalt des Spekirographen als ein Austrittsspalt
S,. Die Lage s von S; — die an einer Skala abzulesen ist — wurde mit Hiife eines.
groBen Steinheilschen Spektrographen (GH. Typ B, mit zwei Quarzprismen) auf Wellen~
lingen geeicht. Das Spektrum des aus S, austretenden Lichtes wurde dabei fiir die ein-
zelnen Werte von s und fiir verschiedene Offnungen d von S; und S, photographisch auf--
genommen, und so ergaben sich die Eichungskurven 4= A(s) und 42= 4A(d, A). Bei den.
Polarisationsmessungen betrug die Halbwertsbandbreite 44 durchwegs 5 mu. Zur Elimi-
nierung des im Monochromator zustandekommenden Streulichtes dienten Schott-Glaser.

Die Bestimmung der Absorptions- und Emissionsspektren erfolgte mit: -
der in '[10] beschriebenen photoelektrischen Methode.

Die zu den Untersuchungen verwendeten Al-Morin-Loésungen wurden
unter *Beniitzung eines Morin-Praparats der Qualitdt p.a. (Chinoin) und eines.
durch Sublimation gereinigten, wasserfreien AlCl;-Préparats hergestellt. Als
~ Losungsmittel diente Athylalkohol bzw. ein Gemisch von Athylalkohol und
Glycerin. Bei den Vorversuchen zeigte sich, dafi das Absorptionsspektrum
des zu untersuchenden Komplexes in einem neutralen Losungsmittel nicht
reproduzierbar ist; darum haben die untersuchten Losungen auch Essigsdure:
in einer Konzentration von 0,01 cm®/cm® enthalten. Das Al-Morin weist unter
solchen Bedingungen eine merkliche Dissoziation auf, infolgedessen war es
zur Restimmung des Absorptionsspektrums des Al-Morins nétig, eine Reihe
von Absorptionsspektren mit konstanter Morin-Konzentration (4-107° Mol/l)
aber mit zuizehmendem AlCl;-Gehalt aufzunehmen. [n Fig. 1 sind die so erhalte-
nen Spektren dargestellt; die Kurve 1 bezieht sich auf die reine Morin-Losung
(ohne AICly), die Kurven 2 bis 7 dagegen zeigen die Absorptionsspektren der
Losungen mit den AlCl;-Konzentrationen 2=4-10"° ¢3=1,2-10", ¢;=
36:10°, ¢;=1,08-10" ¢=364-10"" und ¢=9,90-10"" Mol/l. Wie
ersichtlich ist, treten drei isobestische Punkte auf. Die Kurven 2—6 lassen:
sich interpretieren, indem man annimmt, daB, Kurve 7 das Spektrum der
reinen Al-Morin-Losung darstellt und in den Fillen 2—6 eine -— dem
Dissoziationsgrad entsprechende — Menge des freien Morins vorhanden ist.

Das wahre Fluoreszenzspektrum des Al-Morins ist in Fig. 2 dargestellt.
Es stimmt beinahe mit dem von CH. WHITE und Mitarbeitern veroffentlichten
- Spektrum [11] tiberein.
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Fig. 2

in Anbetracht der spektralen Verteilung der Fluoreszenz des Al-Morins
schien es am giinstigsten, als gekreuztes Filter ein Schott-Glas VG 9 in
Verbindung mit einem VG 8-Filter zu benutzen.

Das Polarisationsspektrum wurde unter Anwendung von Al-Morin
Losungen der Morinkonzentration 4-107* Mol/l und der AiCl,-Konzentration
4-10" Mol/l bei t==30° C untersucht. Als Losungsmittel wurden dabei:
Gemische von Athylalkohol und Glycerin, mit dem Glyceringehalt von
50 bzw. 91 Volumenprozenten verwendet; in beiden Féllen haben wir
das Polarisationsspektrum von 260 bis 440 myu aufgenommen. Es ergab
sich, da Gl. (6) beim Al-Morin nicht erfiillt wird, was mit der Tatsache,
dafl das Absorptionsspektrum der Losung mit 9194-igem Glyceringehalt von
dem Spektrum der alkoholischen Losung merklich abweicht, in Eirklang zu
stehen scheint. ; .

Die bei den Polarisationsmessungen verwendete Al-Morin-Konzentration
c(=4-10"*Mol/l) erwies sich hinsichtlich der Bestimmung von P als hin-
reichend klein; der gemessene Polarisationsgrad fiir ¢ stimmte nach den
Kontrollversuchen im Falle einer Kiivette der Dicke 0,1cm und der
Erregungswellenldnge 436 mu mit dem fiir 0,1 ¢ erhaltenen [s. die bei (7)
Gasagten)] innerhalb der Fehlergrenze iiberein. Die Messung der Polarisations-
spektren -p’(4,7) wurde durchwegs unter Anwendung einer Kiivette der
Schichtdicke 0,405 cm (mit optisch inaktiven Quarzfenstern) durchgefiihrt.
Die depolarisierende Wirkung der Sekundirfluoreszenz -ist bei dieser Schicht-
dicke schon bemerkbar, sie betrug aber — wie es auf Grund der Resultate
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unserer diesbeziiglichen Versuche gefolgert werden konnte — hochstens einen
Wert, der nicht groBer als 2% des gemessenen Polarisationsgrads war.
(Eine Verminderung der Schichtdicke, wodurch dieser Effekt eliminiert worden
wire, hidtte den MefBfehler im ultravioletten Spektralbereich — wegen der
kleinen Intensitat des monochromatischen Erregungslichtes— wesentlich erhocht.)
Mit Riicksicht darauf, daB der erwihnte, wegen der Sekundirfluoreszenz
auftretende Fehler beinahe so grof wie der MeBfehler war, wurden die
Resultate auf Sekundarfluoreszenz nicht korrigiert, d. h. wurde das unmittel-
bar gemessene Polarisationsspektrum als p’(Z4, 1) angesehen.

Zur Untersuchung des Zusammenhanges zwischen Absorptions- und
Polarisationsspektrum schien es zweckmifig, das wahre Polarisationsspektrum
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P fiir die Losung mit dem Glyceringehalt von 50 Volumenprozenten zu
bestimmen. Das Absorptionsspektrum dieser Losung ist ndmlich dem der
alkoholischen Losung sehr dhnlich; die feststelibare kleine Abweichung weist
unseres Erachtens darauf hin, dafi. — infolge der Anwesenheit des Glycerins
— eine Dissoziation des Al-Morins auftritt. (Diese Annahme konnte durch
Vergleich des Absorptionsspektrums dieser glycerinischen Losung mit den
Kurven der Fig. 1 unterstiitzt werden.) Die Konstante K [s. Gl. (8)] ergab
sich- zu K==0,110 Poise; das damit berechnete Polarisationsspektrum P sowie
das Absorptlonsspektrum sind in Fig. 3 dargestellt. Letzteres lafit sich mit
einem maximalen Fehler von 10% in die Summe

£(A) == smax (000097 (- 42158 4 (), 233-0,000456(1-345,52 1
+0,205¢-0:.00868 0--207.5 t_ () 957 o -0.00524 (- 270,02 (10

von Gaussschen Kurven zerlegen (4 in mu) und die Anwendung von (9)
liefert fiir die vier Absorption’sbanden (mit den Maxima bei 4, =421,5,
l,=270,0 my) die Polarisationsgrade der Reihe
nach Pl-—043 P =0,34; P,—=—027; P,=—0, 17 Das mit diesen
Werten .berechnete Polansatlonsspektrum (m Fig. 3 gestrichelt) hat einen dem
" des gemessenen ahalichen Verlauf.

Obwohl sich auf Grund der hier besprochenen Resultate allein noch
keine niaheren Folgerungen beziiglich der Struktur und des Elektronensystems
des Molekiils des untersuchten Komplexes ziehen lassen, doch kann man
von ihnen bei einem eingehenden Studium dieses Elektronensystems — z. B.
unter Verwendung des Elektronengasmodells {12] — wohl Gebrauch machen.

. * k ok

Auch an dieser Stelle mochten die Verfasser Herrn Prof. Dr. A. Bupo,
dem Direktor des lnstituts fiir seine wertvollen Ratschlige und sein bestin-
diges Interesse ihren besten Dank aussprechen.
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3 Die dazu gehdrenden Werte von «; (vgl. Gl (2)) sind: e;=19°, e;=230°,
a;=T6°, a,=67°. i ’



