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Анализ растворов высокой концентрации методом флуоресцентной спектроскопии является 
сложной практической проблемой вследствие эффекта внутреннего фильтра – поглощения 
возбуждающего излучения и излучения флуоресценции внутри образца. При этом разбавле-
ние образцов до низких концентраций далеко не всегда отвечает условиям проведения иссле-
дований. Решить указанную проблему позволяет спектральный флуориметр Duetta, в  кото-
ром реализована функция автоматической компенсации эффекта внутреннего фильтра.

Спектроскопические методы, основанные на  измере-
нии флуоресценции, широко применяются в науках о жизни, 
материаловедении и  других областях. В  частности, метод 
флуоресцентной спектроскопии используется для  обнару-
жения, определения концентрации, изучения структуры, 
стабильности и  взаимодействия биологических объек-
тов – от молекул и их комплексов до клеток и тканей. В этих 
исследованиях могут быть задействованы разные типы 
флуорофоров – элементы внутренней структуры изучаемых 
объектов, флуоресцентные зонды, которые специфически 
связываются с  исследуемыми объектами, флуоресцентные 
красители и т.п.

К  достоинствам флуоресцентной спектроскопии отно-
сятся очень высокая чувствительность, возможность иссле-
дования биологических объектов в естественных условиях 
без их повреждения, высокая скорость измерений и  хоро-
шее пространственное разрешение. Однако флуоресцен-
тному методу свойственны и  существенные ограничения, 
в частности, обусловленные значительными ошибками при 
измерении жидких образцов с высокой концентрацией флу-
оресцирующего вещества.

Эффект внутреннего фильтра
Концентрация флуоресцирующего вещества в  растворе 
прямо связана с  его оптической плотностью. При оптиче-
ской плотности исследуемого образца на длине волны воз-
буждающего излучения менее 0,1 ед. зависимость интенсив-
ности флуоресценции от концентрации флуоресцирующего 
вещества близка к  линейной. Однако с  повышением кон-
центрации эта связь становится все более сложной вплоть 
до  появления неконтролируемых искажений формы реги-
стрируемого детектором спектра. Причина этих явле-
ний – так называемый эффект внутреннего фильтра (Inner 
Filter Effect), который в  англоязычной литературе принято 
делить на первичный и вторичный (рис.1) [1].

Первичный эффект внутреннего фильтра – концентра-
ционное тушение флуоресценции вследствие неравно-
мерного поглощения возбуждающего излучения в  объеме 
образца. С ростом концентрации образец все сильнее погло-
щает возбуждающее излучение, причем, начиная с  опре-
деленных значений оптической плотности, этот процесс 
становится неравномерным. Когда большая часть излуче-
ния поглощается сразу при входе в  образец, его передние 
относительно хода луча области начинают работать как 
оптический фильтр. В результате освещенность образца ста-
новится неравномерной, а  интенсивность флуоресценции 
снижается. При очень высоких концентрациях/оптических 
плотностях флуоресценция наблюдается только в  припо-
верхностном слое и  практически не достигает детектора. 
Первичный эффект внутреннего фильтра проявляется тем 
сильнее, чем выше поглощающая способность компонен-
тов образца на длине волны возбуждающего излучения.

Вторичный эффект внутреннего фильтра – реабсорбция, 
или вторичное поглощение излучения флуоресценции вну-
три образца, искажающее регистрируемый детектором 
спектр. Реабсорбция наблюдается в  случаях, когда спек-
тры поглощения и флуоресценции исследуемого вещества 
перекрываются (рис.2), т.е. молекулы флуорофора имеют 
небольшой стоксов сдвиг. Искажения регистрируемого 
спектра тем выше, чем больше оптическая плотность веще-
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Рис.1. Прохождение излучения через кювету с образцом (вид 
сверху) и эффект внутреннего фильтра при флуоресцентной 
спектроскопии
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ства в области перекрывания спектров. Таким образом, вто-
ричный эффект внутреннего фильтра также пропорциона-
лен концентрации образца. Хотя молекулы флуорофора, 
поглощая флуоресцентное излучение, могут вновь излучать 
свечение, интенсивность последнего вследствие безызлу-
чательного расхода части энергии будет неизбежно умень-
шаться.

Проблема компенсации эффекта внутреннего фильтра 
и  линеаризации зависимости интенсивности флуоресцен-
ции от  концентрации флуоресцирующего вещества рас-
сматривалась во многих научных работах и до настоящего 
времени остается актуальной. В  основном исследователи 
старались компенсировать первичный эффект путем введе-
ния в  расчетную формулу поправочного коэффициента  [2]. 
Поскольку такой коэффициент должен учитывать параме-
тры, которые при практической работе точно определить 
невозможно, обычно пользуются упрощенными соотноше-
ниями [3, 4].

Для  повышения точности измерений флуоресценции 
рекомендуется предварительно получать спектр погло-
щения образца и  использовать концентрации, оптическая 
плотность которых на  длине волны возбуждающего излу-
чения не превышает 0,1 ед. [5]. Если указанных мер недоста-
точно, то предлагается использовать длину волны возбу-
ждения на  10–50  нм ниже максимума поглощения, чтобы 
снизить влияние вторичного эффекта внутреннего фильтра. 
Также рекомендуется минимизировать длину оптического 
пути в  толще образца, применяя кювету возможно мень-
шего объема.

К  сожалению, проведение измерений при низких кон-
центрациях флуоресцирующих веществ во многих случаях 
нежелательно или даже невозможно, например, при изуче-
нии взаимодействия биологических макромолекул в  усло-
виях, близких к in vivo. Также с высококонцентрированными 

растворами приходится работать при изучении свойств флу-
оресцентных красителей, процессов самотушения флуорес-
ценции, образования димеров и  эксимеров. Поэтому изме-
рение флуоресценции растворов, обладающих высокой 
оптической плотностью, – задача чрезвычайно актуальная.

Анализ высококонцентрированных 
растворов с применением спектрального 
флуориметра Duetta
В  2018  году корпорация HORIBA представила спектраль-
ный флуориметр Duetta – первый в  мире серийный при-
бор, который может выполнять анализ с  одновременным 
использованием методов абсорбционной и  флуоресцен-
тной оптической спектроскопии (рис.3). В Duetta применен 
детектор на  базе матрицы ПЗС, что позволило на  порядок 
повысить скорость измерения по  сравнению с  флуориме-
трами, оборудованными фотоэлектронным умножителем, 
а  также расширить рабочую область в  ближнем ИК-диапа-
зоне до  1100  нм. Важное преимущество реализации двух 
дополняющих друг друга методов в одном приборе состоит 
в  исключении ошибок, которые возникают при перемеще-
нии образца между разными спектрометрами.

Основные режимы работы спектрального флуориметра 
Duetta:
•	 анализ спектров излучения флуоресценции;
•	 анализ спектров возбуждения флуоресценции;
•	 построение трехмерной матрицы зависимости спектров 

флуоресценции от длины волны возбуждения – так назы-
ваемого "отпечатка пальцев" исследуемых молекул;

•	 исследование кинетики флуоресценции;
•	 получение спектров или исследование кинетики погло-

щения и пропускания.
В  первых трех режимах одновременно с  регистрацией 

флуоресценции проводится измерение поглощения/про-

Абсорбция

Длина волны, нм

Реальный спектр
флуоресценции

Регистрируемая
флуоресценция

400 500 600

Рис.2. Вторичный эффект внутреннего фильтра искажает 
регистрируемый детектором спектр
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Рис.3. Спектральный флуориметр Duetta
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пускания. Поэтому технология построения молекулярного 
"отпечатка пальцев" получила название A-TEEM (Absorbance-
Transmittance Excitation Emission Matrix – матрица спек-
тров флуоресценции с  учетом поглощения/пропускания). 
На  основе измерения спектров пропускания выполняется 
автоматическая компенсация эффекта внутреннего филь-
тра. Результаты измерений обрабатываются программным 
обеспечением EzSpec (рис.4). Для  компенсации эффекта 
внутреннего фильтра в  расчетах используется следующая 
формула [6]:

	

ex emA +A
2

c oF =F ·10

∫

,

где Fc – скорректированная величина флуоресценции; 
Fo – измеренная или наблюдаемая интенсивность флуо-
ресценции; Aex – оптическая плотность на длине волны воз-
буждения; Aem – оптическая плотность образца на  длине 
волны излучения.

На  основе матриц A-TEEM может выполняться иден-
тификация компонентов хемометрическими методами, 
например, с применением параллельного факторного ана-
лиза. Важнейшее требование в  этом случае – независи-
мость результатов измерений от  концентрации образца, 

для чего необходима компенсация эффекта внутреннего 
фильтра.

Как показала практика использования Duetta, прибор 
позволяет с  хорошей точностью анализировать растворы 
высокой концентрации. Рассмотрим несколько примеров 
таких исследований.

Анализ сульфата хинина
Сульфат хинина – сернокислая соль хинина, получаемого 
из коры хинного дерева. Это вещество применяется в лекар-
ственных препаратах для  лечения малярии, а  также вхо-
дит в  состав тоников. Сульфат хинина обладает флуорес-
ценцией и может исследоваться методом флуоресцентной 
спектроскопии. С  другой стороны, для  него свойственно 
перекрытие спектров поглощения и  флуоресценции, что 
обуславливает необходимость компенсации эффекта вну-
треннего фильтра при анализе.

На  рис.5  и  6  показаны результаты измерения на  спек-
тральном флуориметре Duetta шести образцов растворов 
сульфата хинина в хлорной кислоте с концентрациями 5, 14, 
20, 38, 63 и 86 мкМ [6]. На длине волны 349 нм их оптическая 
плотность составляла соответственно 0,03, 0,08, 0,12, 0,22, 
0,36  и  0,49  ед. В  качестве холостой пробы использовалась 
вода.

Спектры возбуждения флуоресценции (рис.5) и матрицы 
A-TEEM были получены в режимах с компенсацией эффекта 
внутреннего фильтра и  без таковой. При построении 
матриц A-TEEM излучение возбуждения изменялось в  диа-
пазоне от  270  до  450  нм с  шагом 2  нм, а  спектры флуорес-
ценции регистрировались в диапазоне от 300 до 700 нм при 
времени интегрирования 0,1  с. Все спектры были скоррек-
тированы с учетом темнового шума детектора и характери-
стик излучения лампы.

На  рис.5  хорошо видно, что без компенсации эффекта 
внутреннего фильтра форма спектра искажается тем силь-

Рис.4. Интерфейс программного обеспечения EzSpec
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Рис.5. Нормализованные спектры возбуждения флуоресценции: а – без компенсации эффекта внутреннего фильтра; б – с ком-
пенсацией эффекта внутреннего фильтра
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нее, чем выше концентрация образца. Причем максималь-
ные искажения свойственны диапазону возбуждающего 
излучения до  330  нм, где значительно влияние спектраль-
ного перекрытия. Рис.6  подтверждает факт существен-
ной зависимости результатов измерения от  концентрации 
при действии эффекта внутреннего фильтра. Вместе с  тем 
обе диаграммы свидетельствуют о  высокой эффективно-
сти применяемой в  Duetta системы компенсации данного 
эффекта, позволяющей успешно анализировать образцы 
высокой концентрации.

Измерение коллоидных квантовых точек фосфида 
индия
Флуоресцентная спектроскопия является одним 
из  основных методов исследования коллоидных кван-
товых точек – нанокристаллов, пассивированных слоем 
стабилизатора. Такие квантовые точки (КТ) могут созда-
ваться на  основе соединений A3B5. В  частности, боль-
шой интерес представляют КТ на  фосфиде индия (InP), 
которые обладают высокой стабильностью и  свойством 
люминесценции в видимом и ближнем ИК-диапазонах [7]. 

Среди возможных областей их применения – создание 
светоизлучающих устройств, систем получения изобра-
жений, фотодетекторов и  преобразователей солнечной 
энергии.

На рис.7 и 8 показаны результаты исследования на спек-
тральном флуориметре Duetta образцов КТ с  ядром из  InP 
и оболочкой из ZnS, предоставленных французским Инсти-
тутом химии Клермон-Ферран [8]. Концентрация исходного 
раствора составляла около 65 г/л. Помимо этого, были под-
готовлены еще два образца путем разбавления исходного 
раствора хлороформом в  10  и  100  раз. Образцы исследова-
лись в кварцевых кюветах диаметром 1 см.

На первом этапе была получена A-TEEM-матрица нераз-
бавленного образца, чтобы определить оптимальные спек-
тральные диапазоны возбуждения и  флуоресценции. Излу-
чение возбуждения изменялось в  диапазоне 300–700  нм 
с  шагом 5  нм, спектры флуоресценции регистрировались 
в диапазоне 300–750 нм при времени интегрирования 0,05 с. 
Одновременно проводилось измерение оптической плот-
ности. В  качестве холостой пробы использовался раствор 
хлороформа.
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На рис.7 приведены спектры поглощения для трех образ-
цов разных концентраций. При длине волны возбуждаю-
щего излучения 586  нм значения оптической плотности 
составляют 1,22, 0,13 и 0,015 ед.

На рис.8 представлены спектры излучения флуоресцен-
ции с  компенсацией эффекта внутреннего фильтра и  без 
таковой. Графики показывают, что этот эффект сильно вли-
яет на  результаты измерения высококонцентрированных 
образцов, однако применяемая в Duetta система компенса-
ции позволяет получить корректные спектральные данные.

* * * *
Эффект внутреннего фильтра оказывает значительное 

влияние на  результаты флуоресцентного анализа образ-
цов с  высокой концентрацией флуорофоров, уменьшая 
интенсивность регистрируемого излучения и сдвигая пики 
в  сторону от  их истинных положений. При использовании 
обычных флуориметров для решения этой проблемы необ-
ходимо разбавлять образцы, что приемлемо далеко не во 
всех случаях, или же требуется дополнительное оборудо-
вание. Спектральный флуориметр Duetta одновременно 
измеряет спектры флуоресценции и поглощения, что позво-
ляет компенсировать эффект внутреннего фильтра даже 
при анализе образцов высокой концентрации.
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Рис.7. Спектры поглощения: А – исходный раствор; B – образец, 
разбавленный в 10 раз; С – образец, разбавленный в 100 раз
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Рис.8. Спектры излучения флуоресценции: а – исходный рас-
твор; б – образец, разбавленный в 10 раз; в – образец, разбав-
ленный в 100 раз
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