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Töö eesmärk 

Fotoluminestsentsi nähtusega tutvumine, kogemuse omanda-

mine fotoluminestsentsi iseloomustavate põhiliste spektraal-

karakteristikute korrektseks mõõtmiseks. 

Tööülesanne 

Spektraalseadme lahutusvõime määramine ning lainepikkuste 

skaala kontrollimine, värvaine lahuse fotoluminestsentsi 

kiirgus- ja ergastusspektrite registreerimine. 

Töövahendid 

Spektrofluorimeeter FluoroMax-4P, küvetid värvainete vesi-

lahustega. 

1. Sissejuhatus 

Luminestsents iks  nimetatakse sellist kiirguse emissiooni 

ainest, mis ei ole soojusliku päritoluga, st ületab aine soojus-

kiirgust antud temperatuuril. Selline kiirgus järelikult saabki 

tekkida vaid mingit laadi mittesoojusliku energia arvel, mis — 

vastandina kuumutamisele — ergutab spetsiifiliselt vaid tea-

tud seisundeid ja protsesse aines. Kõige tavalisem luminest-

sentsiliik on fotoluminestsents , mis tekib aine kiiritamisel 

valgusega. Peale ergastamise peatamist luminestsents ei lakka 

hetkeliselt, sest aine on endiselt ergastatud seisundis. Tähelda-

tav järelhe lendus on reeglina siiski väga lühikese kestu-

sega, sageli nanosekundite diapasoonis, ja seega praktiliselt 

hetkeline. Sellist laadi luminestsentsi nimetatakse f luorest -

sents iks . 

Fluorestsentsi võivad anda mitmesugused aatomid ja moleku-

lid, paiknegu nad siis gaasilises faasis, lahuses või tahkes 

maatriksis. Praktilistes rakendustes (luminestsentslambid, val-

gusdioodid, plasmakuvarid, valgusvõimendid, laserid jms) on 

oluline roll mitmesugustel luminestsentsmaterja l idel , 

mis põhinevad harilikult lisanditega aktiveeritud anorgaanilis-

tel tahkistel (näiteks Y2O3:Eu, mis tekitab punast kiirguskom-

ponenti luminestsentslambis, või YAG:Ce, mis annab kollast 

kiirguskomponenti valgetes LED-lampides). Seevastu analüü-

tilise spektroskoopia jaoks (põhiliselt keemia ja bioloogia ra-

kendused, aga ka keskkonnauuringud) on oluline eelkõige ve-

delas keskkonnas (vesi või mõni muu lahusti) lahustunud mo-

lekulide kindlakstegemine neeldumise või fluorestsentsi 

kaudu. 

Mitmesugused orgaani l ised värvained  

on tuntud kui suure efektiivsusega kromo-

foorid ja luminofoorid lahustes ja polümeer-

maatriksites. Nende neeldumis-, kiirgus- ja 

ergastusspektrid sisaldavad enamasti ühte 

(vahel ka mitut) väga intensiivset ja laia 

spektraalriba. Kõige primitiivsem energiata-

semete skeem molekuli spektraalomaduste 

kirjeldamiseks on kujutatud kõrvaltoodud 

joonisel, kus on näidatud põhi- ja ergastatud 

elektronseisund koos kaasnevate võnkeni-

voodega. Tulenevalt elektron-võnkeseisundite omavahelisest 

interaktsioonist toimub kõige efektiivsem valguse neeldumine 

molekuli põhiseisundist ergastatud elektronseisundi kõrgema-

tele võnketasemetele. Peale kiiret mittekiirguslikku relaksat-

siooni kõige madalamatele võnkeseisunditele järgneb kiirgus-

lik siire, mis eelistatult toimub omakorda põhielektronseisundi 

kõrgematele  võnketasemetele. Kirjeldatud mudel ennustab 

ühte laia neeldumisriba ja ühte samalaadset kiirgusriba, kus-

juures viimase tsentraalne lainepikkus on suurem kui neeldu-

misriba keskne lainepikkus (Stokes ' i  seadus). Vahepealse 

mittekiirgusliku relaksatsiooni tõttu molekul „unustab ära“ er-

gastava kiirguse lainepikkuse ning kiirgusspekter sellest enam 

ei sõltu. Mõningatel molekulidel võivad spektris eristuda ka 

individuaalsed vibroonsed üleminekud, andes molekulile ise-

loomulikuma spektraalse „sõrmejälje“. Kõrgema energiaga 

elektronseisundid võivad tekitada täiendavaid neeldumisriba-

sid UV piirkonnas. 

Oma intensiivse fluorestsentsi ja selle spektraalomaduste tõttu 

on värvained rakendust leidnud timmitava lainepikkusega vär-

vilasereis, fluorestsentsmarkeritena ja valguse konverteritena. 

Orgaaniliste luminofooride peamiseks probleemiks rakendus-

tes on nende vähene fotostabiilsus: kestev intensiivne kiirita-

mine kutsub esile fotokeemilised muutused (nt molekulide la-

gunemise), mille tulemusel aine fluorestsentsomadused deg-

radeeruvad. Siinses praktikumis on värvaine (rodamiin 6G) la-

hus mugav katseobjekt demonstreerimaks fluorestsentsi 

spektraalkarakteristika korrektse mõõtmise põhimõtteid ja 

kaasnevaid aparatuurseid probleeme. 

Fotoluminestsentsil on kaks spektraalkoordinaati (vabadus-

astet): ergastava kiirguse lainepikkus erg ja detekteeritava 

kiirguse lainepikkus det. Vastavalt saab defineerida ka kaks 

põhilist spektraalkarakteristikut. Kiirgusspekter  kirjeldab 

luminestsentskiirguse spektraalkoostist (seejuures 

ergastamine toimub teatud kindlal lainepikkusel erg = const). 

Seevastu ergastusspekter  kirjeldab luminestsentsi 

tugevuse sõltuvust ergastava kiirguse lainepikkusest 

(seejuures luminestsentsi detekteeritakse teatud kindlal 

lainepikkusel det = const). 

Lahuste mõõtmisel toimub fluorestsentsi vaatlemine alati ris-

tuvas konfiguratsioonis, mis minimeerib hajumise ja on üht-

lasi sobilik ka kvantitatiivseteks mõõtmisteks, sest analüüdi 

piisavalt väikeste kontsentratsioonide korral (st kui neelduvus 

on hulga väiksem ühest) võime eeldada, et neeldunud kiirguse 
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hulk ja seega ka registreeritava fluorestsentsi tugevus on võr-

delised kontsentratsiooniga. See on ühtlasi ka kõige levinum 

konfiguratsioon spektrof luor imeetr i te  korral, mille üle-

sanne ongi fotoluminestsentsi kõikide erinevate spektraalka-

rakteristikate mõõtmine. 

Fluorestsentsi spektraalkarakteristikute adekvaatne mõõtmine 

on paraku komplitseeritum võrreldes neeldumise mõõtmisega 

spektrofotomeetris. Kõige rohkem tööd on ergastusspektri 

mõõtmisel, kus lisaks luminestsentsisignaalile tuleb 

paralleelselt teise detektoriga jälgida ka proovi ergastava 

kiirguse tugevust ja normeerida luminestsentsisignaal selle 

järgi. Lisaks tuleb arvesse võtta mõlema detektori 

spektraaltundlikkused. Kuigi meie praktikumides kasutatava 

seadme juhtprogramm suudab seda kõike automaatselt teha, 

siis antud praktikumi õpetuslikke eesmärke arvestades me 

teostame kõik vastavad korrektsioonid käsitsi hilisemal 

andmetöötlusel. 

2. Töö käik 

Spektrofluorimeetri ehitust ja kasutamist selgitav juhend on 

eraldi saadaval aineveebis [1]. See tuleks läbi lugeda enne töö 

alustamist. 

1. Töö alustamine. Lülitage sisse  spektrofluorimeeter ja selle 

juhtarvuti ning käivitage arvuti töölaualt programm 

FluorEssence. Salvestage vaikimisi avatud uus projekt kausta 

„C:\Kasutajad\Praktikum“ (vastasel korral küsitakse seda 

peale esimese mõõtmise lõppu). 

2. Neoonlambi kiirgusspektri mõõtmine. Neoonlampi kat-

seobjekti tavalisse asukohta asetada ei ole mõistlik, sest selle 

kiirgus on kaugelt liiga tugev otseseks mõõtmiseks. Selle ase-

mel eemaldage objektihoidja ja asetage selle kohale tükk val-

get paberit, mis toimiks hajutajana (selle täpne positsioneeri-

mine on siinkohal ebaoluline). Neoonlamp tuleks paigutada 

objektikambrist väljapoole laua peale, nii et selle kiirgus oleks 

suunatud hajutaja poole. Kuna ksenoonlambiga ergastamist ei 

lähe antud mõõtmise juures üldse vaja, siis monokromaatorite 

seadistamise dialoogis tuleks ergastusmonokromaatori seade-

tes võtta maha märgistus Activate. Registreerige neooni kiir-

gusspekter diapasoonis 580–730 nm spektraalpiluga mitte üle 

0,5 nm ja sammuga 0,1 nm (ribalaiuse seadmine alla 0,5 nm 

antud seadme spektraallahutust praktiliselt enam ei parenda, 

kuid väiksema sammu kasutamine võimaldab hiljem spekt-

rijoonte asukohti ja laiuseid väiksema vaevaga järgi vaadata). 

Nagu eespool mainitud, süsteemi spektraalse koste arvesta-

mine on jäetud selles praktikumis hilisema andmetöötluse 

hooleks, seega kastike Correction jääb siin ja edaspidi kum-

magi detektori jaoks märgistamata. Antud juhul tekib aga 

täiendav probleem seoses taustafooni arvestamisega. Nimelt 

lahtise katsekambri puhul annab taustafooni mõningase pa-

nuse ka toa valgustatus (millel on teatud spektraalsõltuvus), 

seega valik Dark Offset praegusel juhul ei anna korrektset 

tulemust (sest aparaat mõõdab taustsignaali vaid ühe korra 

vahetult enne skaneerimise alustamist). Selle asemel tuleb 

sama mõõtmist korrata nii, et neoonlamp on välja lülitatud, 

aga muus osas on identsed tingimused. Taustaspektri maha 

lahutamine jääb sel juhul jällegi hilisema andmetöötluse 

hooleks. 

3. Kiirgusspektri mõõtmine. Asetage fluorimeetrisse ob-

jektihoidja, mis on ette nähtud lahuste fluorestsentsi mõõtmi-

seks standardses 10 mm paksusega küvetis. Automaatse pime-

signaali korrektsiooni (Dark Offset) võib  nüüdsest sisse lüli-

tada, sest objektikamber on siin ja edaspidi suletud. Selle tõttu 

mõõdetavaks signaaliks saab olema S1c. Kuna antud proovi 

fluorestsents on võrdlemisi tugev, siis mõistliku signaal-müra 

suhte saavutamiseks piisab 0,1 s pikkusest signaali kogumise 

ajast katsepunkti kohta kombineerituna spektraalpiluga 1 nm 

(kummagi monokromaatori jaoks). Kuna kiirgusspekter on 

võrdlemisi lai, piisab skaneerimissammust 2 nm. 

Ergastamiseks sobilik lainepikkus valitakse tavaliselt neeldu-

misspektri põhjal, mis antud värvaine jaoks on toodud järgne-

val graafikul. Kiirguse registreerimise spektraaldiapasoon 

võiks ulatuda ergastusest umbes 50 nm sinisesse ning 200 nm 

punasesse. 

 

4. Ergastusspektri mõõtmine. Fluorestsentsi ergastusspekter 

on eeldatavasti üsna sümmeetriline kiirgusspektri suhtes ja 

sarnaneb neeldumisspektriga. Fluorestsentsi detekteerime 

kiirgusspektri maksimumis, mis on teada eelmisest 

mõõtmisest. Kuigi värvaine kiirgus- ja ergastusribad on üht-

viisi laiad, siis antud juhul õpetuslikel kaalutlustel mõõdame 

ergastusspektri siiski suurema spektraallahutusega, et spet-

siaalselt esile tuua ksenoonlambi enda kiirgusest pärinevad 

peenemad spektrijooned, mille hilisem (korrektne) andme-

töötlus peab elimineerima. Seega ergastusmonokromaatori 

skaneerimissammuks seame 0,5 nm. 

Ergastusspektri leidmisel on tarvis paralleelselt jälgida ergas-

tava kiirguse intensiivsust fotodioodiga. Seega antud mõõt-

mise tulemiks peab olema korraga kaks spektraalsõltuvust, 

mida kajastavad signaalid S1c ja R1c. Need sõltuvused salves-

tada eraldi failidesse. 

Et unifitseerida ja lihtsustada järgnevat andmetöötlust, ekspor-

tige kõik mõõdetud spektraalsõltuvused (kokku 5 tk) eraldi 

kaheveeruliste tekstifailidena  (File  Export  Ascii). Veelgi 

lihtsam on kasutada Notepad’i, kuhu tuleb lihtsalt kleepida 

andmeveerud. 

3. Andmete töötlemine ja protokolli vormis-

tamine 

Detailsed juhised või vihjed andmetöötluse läbiviimiseks 

Mathcad’i keskkonnas on dokumenteeritud eraldi failis, mis 

on saadaval aineveebis. 

1. Spektraalne tundlikkus. Laadige failidest spektraalse 

tundlikkuse sõltuvused mõlema detektori jaoks ja defineerige 

funktsioonid, mis interpoleeriksid mõlemat sõltuvust lineaar-

selt suvalise etteantud lainepikkuse jaoks. Neid funktsioone 

läheb hiljem korduvalt tarvis spektrite parandamisel. Esitage 

mõlemad tundlikkuskõverad ühel ja samal graafikul. 
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2. Neoonlambi kiirgus. Laadige neoonlambi spekter ja esi-

tage koos vastava parandatud spektriga samal graafikul. (Siin 

ja edaspidi kõik spektraalsõltuvused võib normeerida maksi-

mumi järgi ühikule kuna intensiivsuste telg on niikuinii suhte-

line.) Kuivõrd fotokordisti tundlikkus punases spektriosas ku-

kub drastiliselt, siis neoonlambi spektri korral on spektraalse 

korrektsiooni tulemust ka kõige selgemini näha spektrijoonte 

intensiivsuste vahekorra muutuse kaudu. 

Hinnake neooni spektrijoonte alusel aparaadi spektraallahu-

tust ja lainepikkuste skaala täpsust. Neoonlambi spektrijoonte 

tegelik laius on antud spektraalseadme seisukohalt kaduv-

väike. Kuivõrd antud spekter on üles võetud palju peenema 

sammuga kui on süsteemi spektraallahutus, siis piisab kui and-

med lugeda (või arvutada) spektrist ühe katsepunkti täpsu-

sega. Skaala täpsuse kirjeldamiseks piisab näiteks ruutkesk-

mise erinevuse arvutamisest tegelike ja mõõdetud lainepik-

kuste vahel. 

3. Värvaine spektrid. Selle etapi tulemina peab tekkima kolm 

graafikut. Esimesel graafikul tuleb näidata fluorestsentsi apa-

ratuurne kiirgusspekter koos vastava parandatud spektriga 

(viimase saamisel tuleb arvesse võtta spektromeetri tund-

likkust). Teisel graafikul tuleb esitada kolm kõverat: (1) algne 

ergastusspekter (ilma igasuguste parandusteta); (2) tegelik er-

gastusspekter, mis on juba parandatud ergastava kiirguse in-

tensiivsuse muutustele; (3) ergastava kiirguse tegeliku inten-

siivsuse käik skaneerimise vältel. Kahe viimase kõvera leid-

misel tuleb arvesse võtta fotodioodi spektraalset tundlikkust. 

Korrektsete arvutuste korral ergastusspekter muutub peale pa-

randamist siledaks. Viimasel graafikul esitage võrdlevalt 

värvaine neeldumis-, kiirgus- ja ergastusspektrid (lahuse neel-

dumisspekter on saadaval aineveebis). Kui suur on Stokes’i 

nihe antud ainel? 

Korrektselt vormistatud protokoll tuleb saata e-posti teel 

praktikumi juhendajale aadressil kiisk(at)ut.ee. 

Viited 

[1] Spektrofluorimeetri Jobin-Yvon Fluoromax-4P juhend, 

www.physic.ut.ee/~kiisk/Fluoromax.pdf. 
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