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Исследование спектров лазерной индуцированной флуоресценции (ЛИФ) 

растворенного органического вещества (РОВ) вызывает интерес в связи с созданием 

оперативных количественных методов анализа РОВ, исследованием процессов 

преобразования РОВ при его деградации, а так же при изучении темпов воспроизводства 

РОВ клетками фитопланктона в океане [1-4]. РОВ, воспроизводимое клетками 

фитопланктона, в процессе фотосинтеза, деградирует  от сложных органических 

комплексов к более простым молекулярным соединениям [5,6]. Необходимо отметить, что 

процессы деградации органического вещества в океане слабо изучены, достаточно 

сказать, что, к настоящему времени, только около 20% всех составляющих РОВ в океане 

идентифицированы как известные органические комплексы [7,8].  

Вклад «молодого» РОВ (т.е. РОВ, воспроизводимого живыми клетками 

фитопланктона и находящегося на начальной стадии биохимического разложения [9-11]) в 

общее РОВ различно в зависимости от темпов его воспроизводства клетками 

фитопланктона. Этот вклад является максимальным в период цветения водорослей, т.е. 

когда концентрации хлорофилла «А» достигают наибольших величин. В этот период нами 

наблюдалась линейная зависимость между концентрацией хлорофилла «А» и 

интегральной интенсивностью флуоресценции РОВ, при возбуждении лазерным 

излучением с длиной волны 532 нм, в наиболее биопродуктивных районах Мирового 

океана. [1,2]. Это свидетельствует о том, что вклад в сигнал флуоресценции от 

«молодого» РОВ в этот период становиться заметным на фоне сигнала флуоресценции от 

общего РОВ.  

II. Эксперимент 

В настоящей работе описаны лабораторные эксперименты, в которых исследуется 

динамика интенсивностей ЛИФ спектров РОВ и хлорофилла «А» в процессе гибели 

клеток фитопланктона. Процесс гибели клеток и последующее разрушение сложных 
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органических комплексов вызывались нагреванием проб морской воды, отобранных на 

акватории залива Петра Великого в период цветения водорослей. 

  

 
 

Рис.1. Схема лабораторного ЛИФ спектрометра. 

 

В приведенной на рис. 1 схеме экспериментальной установки использовались два 

канала возбуждения, второй и третьей гармоникой излучения Nd: YAG лазера с длинами 

волн 532 нм и 355 нм, соответственно (1 - лазер Lotis TII LS2135, производство 

республики Беларусь, длительность импульса 15 нс, энергии в импульсе до 40 и 180 мДж 

для λ=355 и 532 нм, соответственно). Регистрация спектра флуоресценции проводилась с 

использованием многоканального анализатора «Flame Vision Pro System», состоящего из 

монохроматора  «SpecrtaPro 150», фирмы Acton Research (решетка 1200 штрих/мм), и 

двумерной 12 разрядной камеры с оптическим усилением яркости DiCAM PRO, фирмы 

РСО, GMBН (Германия).  

Излучение лазера (1) проходя через блок преобразования частоты (2) 

преобразовывалось во вторую λ=532 нм и третью гармонику λ=355 нм. Далее третья 

гармоника, через систему фильтров (3), линзу (4) и металлическое поворотное зеркало (5) 

направлялось в кварцевое окно оптической кюветы (6). Излучение второй гармоники 

направлялось в ту же кювету по световоду (7). Кювета представляла собой емкость из не 
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ржавеющей стали, объемом 400 мл, с одним стеклянным (для λ=532 нм) и двумя 

кварцевыми окнами (для λ=355 и выхода на регистрацию) размерами 15*14 мм2.  

ЛИФ спектры проб морской воды возбуждались поочередно излучением второй и 

третьей гармоники лазера. Переключение между каналами возбуждения осуществлялось 

металлической заслонкой. 

Сигнал флуоресценции морской воды, возбуждаемый излучением с длинами волн 

лазера 355 нм и 532  нм (с одинаковой энергией в кювете, равной Е = 20 мДж и 

одинаковым диаметром лазерного пучка D = 9 мм), проходя через светофильтр (8) и 

монохроматор (9) регистрировался камерой (10). Синхронизация камеры осуществлялась 

от импульса затвора модуляции добротности лазера (1), накопление сигнала 

флуоресценции производилось по 50 лазерным импульсам, частота посылок лазерных 

импульсов составляла 5 Гц, время экспозиции камеры 300 нс, ширина аппаратной 

функции монохроматора составляла 20 А.  

Спектры флуоресценции проб морской воды при возбуждении лазерным 

излучением на длинах волн 355нм и 532 нм представлены на рис.2а и рис.2б, 

соответственно. На рис.2а на длине волны 405нм наблюдается максимум 

комбинационного рассеяния - КР воды ( 355
КРI ), в спектральном диапазоне 440-460 нм 

наблюдается максимум интенсивности флуоресценции РОВ [12,13,3], а на длине волны 

675 нм флуоресцирует хлорофилл-А [14-17] ( 355
ХАI .). На рис. 2б интенсивность 

флуоресценции хлорофилла «А» обозначена 532
ХАI ., максимум КР воды наблюдается на 650 

нм (
532
КРI ). 

а 
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б 

 
 

Рис.2. Спектр флуоресценции морской воды при возбуждении лазерным излучением 

длиной волны 355 нм (а) и 532 нм (б). Интенсивность сигнала на разных длинах волн 

нормирована на интенсивность КР воды. 

Для того чтобы оценить интенсивность флуоресценции РОВ при возбуждении 

лазерным излучением 355нм и 532 нм, введены параметры 355Q  и 532Q , как площадь 

(нормированная на интенсивность КР воды и единичный спектральный интервал) под 

огибающей спектра флуоресценции РОВ [Букин ОАО]: 
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где q355 и q532 – коэффициенты, которые переводят размерность ИФРОВ в 

рассматриваемом спектральном диапазоне к размерности концентрации РОВ в мкг/л ( *
355Q  

и *
532Q ). 

III. Обсуждение результатов 

Флуоресценция РОВ в диапазоне 440-460 нм при возбуждении излучением длиной 

волны 355 нм во многих работах относится к флуоресценции «гуминоподобных» веществ 

[3,4]. Но практически нет анализа того, какое РОВ флуоресцирует при возбуждении 

зеленым излучением. Это вызвано во многом тем, что обычно в экспериментах, по 

измерению спектров флуоресценции с многоволновым возбуждением, используют 



Электронный научный журнал «ИССЛЕДОВАНО В РОССИИ»     1792     http://zhurnal.ape.relarn.ru/articles/2006/191.pdf 
 
ламповые излучатели, которые имеют недостаточную интенсивность света в зеленой 

области спектра для возбуждения интенсивной флуоресценции РОВ [3,4,9]. Скорее всего, 

при увеличении длины волны возбуждающего излучения увеличивается доля 

флуоресценции более сложных молекул. Очевидно, что наиболее сложными молекулы 

РОВ являются на стадии своего появления и уже, потом, в процессе трансформации и 

деградации их химическая структура упрощается. Т.е. можно предположить, что по мере 

трансформации и деградации РОВ максимум в его спектре флуоресценции смещается в 

более коротковолновую область. Подтверждение этому, можно найти и в других работах. 

Так, в работе [20] показано, что спектр свечения одноклеточных водорослей по мере 

естественного отмирания тускнеет и меняет свой цвет, таким образом, как если бы его 

спектр смещался в коротковолновую область. У производных хлорофилла, образующихся 

при переваривании водорослей  зоопланктерами  максимум свечения приходится на 616 

нм [9], его положение смещено примерно на 60 нм в коротковолновую область от 

максимума флуоресценции хлорофилла «А» (675нм). В работе [21] говориться о том, что 

для конденсированных ароматических углеводородов по мере возрастания числа 

бензольных колец и сопряженных связей в цепи молекулы наблюдается тенденция к 

длинноволновому смещению полос поглощения и люминесценции. 

Таким образом, вероятно, что при возбуждении зеленым излучением больший 

вклад во флуоресценцию дает «молодое» РОВ. А при возбуждении ультрафиолетовым 

излучением флуоресцирует практически все РОВ и относительный вклад флуоресценции 

«молодого» РОВ в суммарную интенсивность значительно уменьшается.  

Для подтверждения предположения о большем вкладе «молодого» РОВ в сигнал 

флуоресценции при возбуждении зеленым излучением проведен лабораторный 

эксперимент, в котором было исследовано формирование спектров лазерной 

индуцированной флуоресценции морской воды в процессе гибели фотосинтезирующих 

клеток и деградации растворенного органического вещества. Гибель клеток была 

инициирована постепенным повышением температуры воды до кипения.  далее в течение 

двух недель измерялись следующие параметры: 355
XAI , 532

XAI , 355Q  и 532Q . Результаты 

эксперимента показаны на рис.3. 
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Рис.3. Эксперимент по деградации РОВ. 

При возбуждении лазерным излучением длиной волны 355 нм (а) и 532 нм (б). 

Значения интенсивностей флуоресценции хлорофилла «А» нормированы на 

интенсивность КР воды, как и в случае параметра Q (см. формулу 1 и 2). По шкале 

ординат даны изменения исследуемых величин в % от максимально наблюдаемого 

значения. Первая точка на графиках 3а и 3б соответствует исходной пробе измеренной 

после 2 часов после забора проб, при температуре воды в месте забора равной 11о С. 

Последующие точки соответствуют измерениям, выполненным в пробе после ее 

кипячения, измерения проводились в течении двух недель, температура проб 

соответствовала 23оС. Кроме одноразового кипячения в течении двух минут, проба воды 

не подвергалась далее никакой обработке. Вода, после облучения лазерным излучением 

выливалась, так что каждый раз в эксперименте использовалась не облученная проба. 

В обоих случаях в результате кипячения флуоресценция хлорофилла «А» падает до 

нуля (вследствие гибели клеток фитопланктона под действием температуры), при этом 

ИФРОВ355 и ИФРОВ532 возрастают одинаково, примерно в два раза. Видно, что ИФРОВ532 

за исследуемый период времени плавно снижается, а ИФРОВ355, наоборот находится 

примерно на одном уровне. Такое поведение  может быть объяснено тем фактом, что 

сразу после кипячения в воде присутствует большая доля «молодого» РОВ (вследствие 

гибели клеток фитопланктона), затем по мере «старения» РОВ, т.е. упрощения его 

химической структуры, ИФРОВ532 падает, а ИФРОВ355 не изменяется. Это соответствует 

тому предположению, что УФ излучение возбуждает флуоресценцию всего РОВ, включая 

и старый РОВ не селективным образом. И при последующем разложении ИФРОВ355 

остается практически на постоянном уровне в пределах ошибки измерения. Поведение 

ИФРОВ532 отличается тем, что сразу после процесса кипячения наблюдается максимум, 

который соответствует увеличению молодого РОВ, образованного за счет органического 
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материала клеток фитопланктона. Этот максимум фиксируется в течении первых суток 

после нагревания пробы. Затем на протяжении двух недель наблюдается монотонный спад 

ИФРОВ532, который по видимому соответствует процессу деградации РОВ к более 

простым комплексам. 

 IV. Заключение 

 Процесс гибели клеток фитопланктона и следующая за ним деградация РОВ, 

вызывались, в наших экспериментах, нагреванием проб морской воды до кипения, это 

существенно отличается от деградации РОВ, вызванной естественными процессами, 

протекающими в океане. Тем не менее, полученные результаты позволяют определить 

основные особенности, которые возникают в динамике ИФРОВ при возбуждении 

лазерным излучением с различными длинами волн. Если предположить, что в первые 

часы, после гибели клеток (когда линия флуоресценции хлорофилла «А» полностью 

исчезает) большая часть РОВ, представляет собой не деградированное РОВ, то 

повышение ИФРОВ, возбуждаемой 355 нм и 532 нм связывается с повышением его 

концентрации в пробах морской воды. Различное поведение ИФРОВ355 и ИФРОВ532, 

которое наблюдается затем в течении двух недель, свидетельствует о том, что при 

использовании в качестве возбуждающей длины волны 532 нм, возможно выделить 

временной интервал, в течении которого регистрируется «молодое» РОВ. При 

возбуждении УФ излучением вклад «молодого» РОВ невозможно выделить на фоне 

общего сигнала флуоресценции РОВ. Отличие в динамике ИФРОВ при воздействии УФ и 

более длинноволновым излучением следует объяснять различными механизмами 

возбуждения сложных органических комплексов, которое представляет «молодое» РОВ и 

более простых молекул, образующихся в процессе деградации. Регистрация 

флуоресценции «молодого» РОВ делает возможным постановку исследований процессов 

воспроизводства органического вещества фитопланктонными сообществами с 

использованием ЛИФ спектроскопии. 

Работа выполнена при поддержке грантов ДВО РАН:  06-I-П16-060; 06-III-В-07-290; 06-

III-В-07-300 и РФФИ № 06-05-96105 
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