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Bevezetés

A fluoreszcencia jelenségek vizsgalata a lumineszcencia ku-
tatadsok egyik legfontosabb teriilete. A lumineszkald oldatok vizs-
galata mar évtizedekkel ezeldtt megkezdddstt, mert a vilagitas
folyamata szoros Osszefiliggésben van az anyag szerkezetével, igy
a molekulak részletes analizisét teszi lehetdvé [1].

A csillapodasi idd, vagyis a fluoreszkald molekuldk gerjesz-
tett allapotanak atlagos élettartama, a vilagitds egyik legfon-
tosabb jellemzGje. A lecsengési fliggvényt kell ismerni a moleku-
1lan beliili és molekulak k&zdtti energiaépmenetek altalanos vizs-
galatahoz [2], felvildgositast ad a molekuldk reakciﬁinetikéjé-
r6l1 [3], a gerjesztett &llapotok élettartamanak ismeretére van
szlikség a megfeleld lézeraktiv anyagok kivalasztdsakor [4], stb.
A fluoreszcencia csillapodési idejének mérése kiiléntsen nagy
jelentdségiinek bizonyult az utdbbi években a molekuldris biold-
gia alapvetd fontossagu, dinamikus kémiai és fizikai folyamatai-
nak megértéséhez.

Mindezek alapjan érthetd, hogy szamos kutatd végez vizsga-
latot ezen a teriileten és a technika fejlddésével ujabb és ujabb
elven miik6dd fluoriméterek épiilnek, melyen egyre pontosabbak és
egyre rovidebb csillapodasi iddk mérésére alkalmasak.

Az utbbbi id&ben épitett fluoriméterek legnagyobb része im-
pulzusfluoriméter, minthogy az impulzusfluoriméter esetén /a
fazisfluoriméterekkel szemben/ a fluoreszcencia fényintenzités
iddbeli lefutédsa kdzvetleniil figyelhetd meg és ezaltal lehetsé-
ges nem exponencialis, vagy to&bb exponenciélisbél 4116 folyama-

tok vizsgalata is, valamint a mérés és a kiértékelés gyors.



Ezen elSnyds tulajdonsdgai miatt intézetlinkben is sor ke-
riilt egy impulzus fluoriméter megépitésére, amit jelen mun-
ké&nkban ismertetilink.

A dolgozat négy f6 részre tagozddik.

Az elsd fejezetben a lumineszcencia jellemzdket és ezen jel-
lemzdk k&zb6tti kapcsolatokat ismertetjiik, kiilénds tekintettel a
csillapodasi iddre. Foglalkozunk a csillapodasi iddt befolyaso-
16 egyéb tényezdkkel, és a szekunder lumineszcencidnak a csil-
lapodasi iddre gyakorolt hatésaval.

A masodik fejezetben bemutatjuk a csillapodasi idd mérésére
szolgald fazis és impulzusfluorimétereket, majd részletesen le-
irjuk az intézetben korabban késziilt, méréseinkhez felhasznélt
fazisfluorimétert és az &ltalunk épitett impulzusfluorimétert.

Mivel az impulzusfluoriméter mérési eredményként a fluoresz-
cencia fény intenzitdsanak a késziilékfliggvénnyel torzitott idd-
beli lefutdsat szolgaltatja, a harmadik fejezetben részletesen
foglalkoz unk a mérések kiértékelésének azon mdédszereivel, ame-
lyekkel a torzitott kisérleti eredményekbdl a torzitds nélkii-

li lecsengési folyamat iddfiliggése eldallithatd.

A harmadik fejezet masodik része mérési eredményeinket tar-
talmazza. Itt ismertetjik az impulzusfluoriméter hitelesitésére
végzett méréseinket, tovabba kiildénbdzd tipusu és lecsengési ide-
jui festékek esetén kapott adatainkat, amelyeket a fazisfluori-
méteren mért, valamint az irodalomban k&zdlt értékekkel hason-
litottunk Ossze. Néhany méréssorozaton keresztiil bemutatjuk, hogy

a késziilék szamos ismert fizikai jelenség vizsgalatdra hasznal-

haté.



Végiil kisérletileg vizsg&ljuk a szekunder lumineszcencia-
nak a csillapodasi iddre gyakorolt hatéasat, és azt, hogy a
szekunder lumineszcencia hatasat korrigald, a fazisfluoriméter
mérési koriilményeire kidolgozott eljaras [30] alkalmazhatd-e
az impulzusfluoriméterrel mért eredményekre. Ezen mérési ered-
ménYeink adalékul szolgalhatnak tovabbi szekunder lumineszcen-

ciara vonatkozdé vizsgalatokhoz is.



I. fejezet

1.1. A lumineszcencia jellemzdk attekintése

A lumineszcencia - és ezen beliil fotolumineszcencia
problémakdre a fizikai optika egyik legfontosabb teriilete. Va-

vilov [5] lumineszcencidnak nevezte a test hdmérsékleti sugar-

zasaval szembeni tobbletsugarzasat, ha az lO—lO s-nal tovabb
tart. Helyesebb azonban a Ljovsin [5] definicidja, amely sze-
rint a lumineszk&las gerjesztett részecskék,vagy beldliik alko-
tott fizikai rendszerek sajat, termikusan kiegyensulyozatlan
sugarzésa. Fotolumineszcenciardl akkor beszéliink, ha a molekula
fénykvantum abszorbedlasaval keriil gerjesztett allapotba.

Az 1.1. abra alapjan, amely a lumineszk&ld centrum lehetséges

1.1. abra



energiadllapotait mutatja, lathatd, hogy mind az 5, elsd szin-
gulett gerjesztett allapotba jutdsnak, mind pedig a dezaktiva-
16dasnak tdbb mdédja lehetséges. A gerjesztd fény hullamhossza-
toél filiggben eldfordulhat, hogy a molekula eldszdr az S, maso-

dik gefjesztett szingulett &llapotba keriil, ahonnan igen rovid

12

/10 s |/ 1dd alatt belsd konverzidval az S, szintre jut. Ha

1
az alapallapotba vald visszajutas fénykibocsatassal jar, akkor
SUgarzAasos /é/ ettdl eltérd esetben sugdrzas nililkiili /av/ dezak-
tivaciorol beszéliink. Maga a fénykibocsatas is torténhet spon-
tan, vagy induk&lt mdédon, az oldat valamely térfogategységében
jelenlévd sugarzdsi energiatdl filiggden.

A lumineszcencia jelenségének és jellemzbinek definicidi
az §, - S, szintek k&zott fellépd, spontan emisszids folyama-
tokra vonatkoznak.

A rendkivil sokréti fluoreszcencia jelenség kozlil mi csu-
pan szerves festékoldatok fotolumineszcenci&javal [azaz diszk-
rét centrumok viligitasaval/ foglalkozunk. A festékoldatok lu-
mineszcencia tulajdonsdgainak vizsgalata lumineszcencia jellem-
z0k: ‘az abszorpcids spektrum, emisszids spektrum, hatésfok, po-
larizacids fok és a csillapodisi idd meghatarozasén alapszik.

Abszorpcids spektrumon az anyag fényelnyelésére jellemzd ab-

szorpcids egylitthatd hullémhossz£6l /k(\) |, illetve frekvencia-
td6l [k (v) | vald fluggését értjik. A k (A) abszorpcids egylitthatd
megmutatja, hogy egy, az oldat belsejében haladdé, A hullamhosz-
szusagu nyalab, az igen kicsiny Al szakaszon valdé athaladas so-

ran eredeti intenzitdsdnak hanyad részét vesziti el abszorpcid

ko6vetkeztében, azaz a



dr) = -k I, (Ada 1.1.

Osszefiiggéssel adhatd meg. Itt IO(A) a A hullamhosszhoz tartozd
fényaram, amely dl vastagsagu rétegre esik, 4I (\) a rétegen va-
16 dthaladas soran bekdvetkezd fényaramcsdkkenés, k (1) pedig az
anyag elnyelési képességét jellemzd abszorpcids egylitthatd. Az
1.1. 6sszefliggés integralt alakja

-k(\) 1
e

I:IO s

az un. Lambert t&rvény.

Az oldatok elnyelési képességének jellemzésére gyakran, az
e(A) , vagy e (v) molaris dekadikus extinkcids koefficiens érté-
két adjak meg, melynek k (A} -val vald kapcsolatdt a kovetkezd

egyenlet irja le::
k(\) = 2,3026:c(\)-c 1.3.

ahol ¢ az oldat M-ben kifejezett koncentracidja.

A lumineszkdld anyagok kiilénb®z® csoportjainak abszorpcids
szinképei nagyon kiildnb6z6ek lehetnek. A festékek abszorpcibs
szinképe a lathatd tartomanyban altaldban egyetlen, széles sav-
bél &l1ll1, amely a rdvidebb hullamhosszak felé aranylag lassan, a
hosszabb hullamhosszak felé rohamosan csdkken. Sok festéknek a
lathatd tartomanyban meglévd alap abszorpcids savja mellett a
k6zeli ultraibolya tartomanyban is van egy-két erSs abszorpcids
savja. Mégis a festékek tdbbségénél teljesiil az emisszids szin-
képnek a gerjesztSd fény hullamhosszatdl vald filiggetlensége, ami

a mar emlitett, 32 és Sl szintek k&zt lejadtsz6dd energia atren-



dezddéssel értelmezhetd.

Az f()\) emisszibs spektrum a kibocsatott fény spektralis

eloszlasat adja meg. Nevezetesen f(A)d A azt jelenti, hogy az
egységnyi térszdgbe emittdlt fény hanyad része esik a A és a
A+d)\ intervallumba, tehdt erre az eloszlasi fliggvényre fenn

kell allnia az
o o]
fF)ax =1 1.4.
(o]

Osszefliggésnek. Attdl fiiggben, hogy a fényintenzitast erg/sec,
vagy kvantumszam/sec egységekben mérjilik, beszéliink fe(x) ener-
gia, vagy fq(k) kvantumspektrumrdl. Minthogy az egyetlen kvan-
tum 4ltal kibocsatott energia #-v, a kdzdttik 1évd kapcsolat a

kovetkezOképpen irhatd le:s
F N =hevf O) =S L F ()= const L £ O 1.5
e q A q- A g ? T

ahol a konstans a normalasi tényezdt is magaban foglalja.

Az emissziés szinképet, éﬁﬁgy, mint az abszorpcids szinké-
pet, az emittild, illetve az abszorbedld centrum 8sszetétele,
szerkezete és a k&rnyezd kdzeg hatadsa hatarozza meg. A fluoresz-
cencia spektrum a révidebb hullamhosszaknal viszonylag gyorsan
n6, a hosszabb hullamhosszak felé pedig lassan cs8kken. Az ab-
szorpcids és emisszids szinképek atfedésének tartomanyaban lét-
rejdvo reabszorpcid és szekunder lumineszcencia miatt a kézvet?
leniil mért szinkép alakja erGsen eltérhet a valddi emisszids
spektrumétdl.

Az abszorpcids és emisszibs spektrumok k$zdtt eldszOr Stokes
allapitott meg kapcsolatot. Ennek Lommel &ltal mdédositott alak-
ja [/Lommel-Stokes-tdrvény/ csaknem mindig teljesiil: "az emisz-

s2ids szinkép maximuma és maga az egész szinkép az elnyelési

szinképhez és ennek maximumihoz képest a hosszabb hullamok fe-



1é tolddik el". Lényeges még az abszorpcids és emisszids szin-
képek tiikSrszimmetridjanak kérdése. A rezgésszam fliggvényeként

f
abrazolt Eéﬁ) és _ﬁL%Q figgvények v metszéspontjukra /[bizo-
v
nyos feltételek mellett/ tiikdrszimmetridt mutatnak [6].

o

Mas jellegili 6sszefliggést ad meg a spektrumok k&z6tt a Kets-
keméty altal mdédositott Sztyepanov formula, mely szerint a flu-
oreszcencia fe(v) energiaspektruma ardnyos az oldat hdmérsék-

leti sugarzéasanak We(v) energiaspektrumaval, azaz

-hv/kT

f, @)~ k (V) ve e ~ W, )

fe(y)z‘k(v)D’(T)QvnzvS o THV/KT We(v) s

ahol T az oldat hdmérséklete, k a Boltzmann &llandd, Qv kvantum
hatasfok, n tdrésmutatd, D’ (T) hdOmérsékletfiiggd konstans.

A lumineszcencia hatasfokat kétféleképpen szokas definidlni,

nevezetesen mint kvantumhatasfokot és mint energiahatasfokot. Az
oldat valamely igen kicsiny, de a lathatdé fény hullamhosszéanak
kobénél joéval nagyobb AV térfogatelemébdl az iddegység alatt a
teljes térszdgbe kisugarzott fluoreszcencia kvantumok szama és
a A hullamhosszu, [ill. \):§ frekvenciaju/, gerjesztd fénybdl a
AV-ben iddegység alatt elﬁyelt kvantumok szamadnak hanyadosat ne-
vezziik kvantumhatasfoknak, és Qq(l}val, illetve nq(y}vel jeldl-
jiik ezeket. Ha a kisugarzott, ill. elnyelt kvantumok szama he-
lyett a definicidba azok energiajat helyettesitjiik, akkor az
Qe(n , il1l. Qe(v) energiahatdsfok definicidkat nyerjik [7]. A

kettd ko6zdtti kapcesolat:

> >1

Qe =, (0"



Gyakran nincs szilikség a hatdsfok abszolut értékének ismeretére
a jelenségek vizsgdlatdhoz. Ilyen esetben az eldbbi, un. ab-

szolut kvantumhatasfokkal ellentétﬁen, csupdn a relativ hatéas-

Q ()
Qmax(m

A lumineszcencia @ kvantumhatdsfoka a kovetkezd kifejezés-

fokfiiggvényt, az -ot hatarozzuk megq.

sel is megadhatd:
y_dt

N,dat

0“—30“—8

ha a mintat a [0, tll idéintervallumban gerjesztjik, és NA'az ab-

szorbealt kvantumok iddfiiggvényét, N, pedig a lumineszcencia

L
kvantumok iddfiiggvényét jelenti [8].
A lumineszk&aldé molekulédk kvantﬁm, ill. energiahatasfoka ki-
fejezhetd a molekularis folyamatokhoz tartozd &atmeneti gyakori-
sagokkal is. Az '1.1. abran kl az SZ els® gerjesztett szingulett

dllapotbdl So allapotba vald sugarzasos, k, a sugarzas nélkili

2
atmenet gyakorisaga, k3 az Sl-r6l a T elsd triplett szintre t&r-
ténd sugarzAas nélkiili atmenet, k4 pedig T-rdl S, -ra torténd su-
garzasos, k5 sugarzas nélkiili folyamatok atmeneti gyakorisaga.

A fenti mennyiségekkel a fluoreszcencia kvantumhatéasfoka:

k

1
Q:
kl + k2 + k

1.8.

3

Mivel a festékoldatok esetén a lumineszkald molekulan beliil le-
jatsz6do folyamatok miatt altalaban fellép sugarzas nélkili ener-
giaadtmenet, igy @ rendszerint egynél kisebb.

Az anti-stokesi tartomanytdl eltekintve a Vavilov t8rvény ér-

telmében a kvantumhatisfok sem filigg a gerjesztd fény frekvenci-
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ajatsl [5]

A fluoreszcencia fényt polarosnak tekintjik, ha a fényvek-

tor rezgéseinek amplituddéja nem azonos két egymasra és a tovater-
jedés irényéra mer61eges irdnyban. A polaros fénysugaraknal két
kitlintetett, egymisra merdleges irany taldlhatd, melyek egyike

az elektromos fényvektor legnagyobb, a masik a legkisebb rezgé-
sek iranyaval esik egybe. Az I teljes fényaram két részre bont-
hat6: jeldlje IZ a legkisebb, I, a legnagyobb rezgésii fényvek-
tor fényaramadt. A teljes fényaram polarossagénak mértékén de-
finicid szerint a lumineszkalas fényaramat képviseld, egymésra
merdlegesen polaros fényaramok maximalis kiilénbségének és a lu-

mineszkalas fényaramanak hanyadosat értjik, azaz

" Csillapodéasi idd. A lumineszkald anvagok egyik legjellemzObb

sajatossaga, hogy a gerjesztés befejezése utan kiildénbdzd ideig
vilagitanak. Korabban egyes szerzdk ezen tulajdonsag alapjéan
csoportositottak a lumineszcencia jelenségeket. Ez az osztalyo-
z8si szempont ma mar tulhaladott /tekintve, hogy kiilénbdzd ter-
mészetli emisszidés folyamatoknak is lehet azonos a csillapodéasi
idejiik/. Minthogy vizsg&lataink t&rgyat ez a lumineszcencia jel-
lemz® képezte, igy ezt részletesebben targyaljuk.

A fluoreszcencia T csillapodasi idejének definidlasa /az ed-
dig ismertetett paraméterekével ellentétben/ eddig még egyetlen
szerzdnek sem sikeriilt anélkiil, hogy az oldat molekularis szer-
kezetére, vagy a gerjesztd fény intenzitasanak modulalasara

nézve kik&tést ne tett volna. Tételezziik fel, hogy egy AV tér-
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N\
fogat|elemnyi oldatrészt a t = 0 iddpillanatig gerjesztiink,

majd ettdl a pillanattdl a gerjesztd fény intenzitésa nulla.
Az emittalt fluoreszcencia intenzitést, mint az idd filiggvényét
I[t) -vel jeldlve a csillapodasi idd a

TI (t) tat

R o) 1.10.
T.Z_—

P
[ I (t)at

o

formulaval adhatd meg. Ez az Osszefiiggés az atlagos élettartam-
nak egy lehetséges, Forster [9] &ltal mar 1950-ben megadott, &l-
talanos, gyakran hasznilt definicidja. Azt az atlagos iddét ad-
ja meg, amely alatt a gerjesztd energianak a lumineszkald a-
nyagban felhalmozott része lumineszcenciava alakul at.

Léteznek azonban a csillapodasi iddnek mas meghatarozasai is.
Ljovsin [10] a fentin kiviil tovabbi négy definicidt ad.

A

°f° tn (t) dt
.0

ojo n (t) dt
(o]

Osszefliggéssel, ahol n (¢) a gerjesztett centrumok szama, értel-
mezi a gerjesztett &llapot atlagos élettartamat. Diszkrét cent-
rumok vilagitasakor a gerjesztett molekuldk »n szamanak -dn csok-

kenésére fennall a
-dn = kndt 1.12.

differenciadlegyenlet, ahol k annak valdsziniliségét jelsli, hogy
valamely molekula gerjesztett allapotbdl alapallapotba keriil. Az
1.12. megoldésa a t = 0-ra vonatkozé n () = n, kezdeti feltétel

mellett



nl) =n_e 1 -

azaz a csillapodas exponencialis. 1.13-t 1.11- e helyettesitve

a —
T2 re

o
ot - 1.14.

Osszefiliggés addédik, ahol az 1.l1. &bra értelmében k = kl + k2 + k3.
A csillapodasi idd tehat szoros Osszefiiggésben van az atmeneti

gyakorisagokkal:

o= g % T s 1.15.

Abban az esetben, ha feltételezziik, hogy csak sugarzasos atmenet

van [azaz k2:k3:0/,

Ezt a mennyiséget definicid szerint természetes csillapodasi ido-
nek nevezik, és Te—vel jelslik. Mivel ez az eset a gyakorlatban
ritkan all fenn, a természetes csillapodasi idd meghatdrozésa a
hatidsfok és a csillapodasi idd k&zti kapcsolat /[/1lsd. 1.2.b pont/
alapjan to6rténik. Minthogy exponencialis csillapodas esetén
I ~mni), az 1.10 és 1.14. Osszehasonlitasaval belathato,
hogy T,=T,=T az az idd, amely alatt a fluoreszcencia intenzitéasa
e-ed részére csdkken.

Ljovsin a csillapodasi idd jellemzésére hasznalja még:

- azt a Tz idS6tartamot, mely alatt a lumineszcencia intenzitasa

meghatarozott tdrt részére [A/ csdkken:

ki A 1 17 )
I(o) g : * TN
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- azt a Ty iddintervallumot, mely alatt a gerjesztett centru-

mok szama cs8kken meghatarozott B tdrt részére: -
n(T,)
47 _
n_(a’)_ - B 3 1-180
- véglil azt a Ts iddintervallumot, mely alatt a luminoforban
felhalmozott teljes energia egy meghatarozott C értékre csok-

kens -

— 8

I (¢) at
4'1'5 .
= = C 1.19.
[ 1@ at
(o]

Exponencialis csillapodas esetén, ha A=B:C:2}— » akkor a fenti
egyenletekbdl beladthatd, hogy Tj:TZZT3:T4:T5 , vagyis az emli-
tett Osszefiiggések barmelyikét alkalmazva az atlagos élettarta-
mot kapjuk.

Szerves festékoldatok fotolumineszcencidjanak csillapodésa
tobbnyire exponencialis, de ettdl eltérd csillapodast talaltak
pl. koncentracids, vagy idegen anyaggal t8rténd kioltaskor, il-
letve keverékoldatok lumineszcencidja esetén. Nem exponencidlis
lecsengési tdrvénynél az emlitett definicidk k&zti kapcsolatok

meglehetSsen bonyolulttd valnak. Az I (t) = 1 ti-

) [1+(I k) 1/2 t}2

pusu hiperbolikus lecsengések esetén az 1.10. eggenlettel defi-

nialt csillapodasi idd érték pl. érvénytelen / végtelenné va-
1lik/. Hiperbolikus lecsengés adddik pl. néhany cink szulfid és
alkalifsdld-szulfid-foszfor esetén [8].

Az 1J4. és 1.18. definicidk alkalmazasahoz sziikséges explicit

alakban ismerni a gerjesztett allapotban 1évS molekuldk szama-
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nak iddbeli valtozasat [/n &) - t/, de ez nem fejezhetd ki a
fluoreszcencia empirikusan ismert I(t, intenzit&sara vonatko-

-

Z0

== 1.20.

egyenletbdl.

‘Az 1.17. és 1.19. egyenletek mi&s T értéket szolgaltatnak,
és ezek erGsen filiggenek az 4 és C konstansoktél..Mint lathato,
ilyen esetben nem rendelhetd egyértelmiien csillapodasi ido ér-
ték az I t gdrbéhez. A Ljovsin altal adott 1.17., ill. 1.19.
definicidk altalaban alkalmazhatdk, azonban mindig fel kell
tliintetni, hogy milyen definicidé alapjan hataroztuk meg a csil-
lapodasi idot. VizSgélataink soran mi az 1.11. definicidét hasz-

naljuk.

1.2. A csillapodasi id6 kapcsolata m&s lumineszcencia jellemzOk-

“ kel

A csillapodasi idd - definicidja értelmében - szoros kapcso-
latban van a gerjesztett molekuldk szam&nak iddbeli valtozasa-
val, és ezen keresztiil a t8bbi lumineszcencia jellemzdvel.

a, A k ) abszorpcibs egyilitthatd és az 1.16-tal definialt T,
természetes csillapodasi idd k&zdtt - az olyan molekulékra,
mint pl. a szerves festékek - Strickler és Berg [11], illetve
Birks és Dyson [12] feltételezve, hogy az abszorpcids sav in-

tenzitdsa bizonyos értéket meghalad /e > 8000 cm *

/|, tovabba,
hogy a molekulédk gerjesztett és alap &llapotadhoz tartozd mag-

konfiguracidéja azonos, bonyolult levezetés utan a kdvetkezd
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egyenletet nyerték:

- - - g " -
L - 2,880200% n? < 5,78 5 1 282 W) 45 1.21.
Te f Is1 v

ahol n a tdrésmutatd, 950 és 9g1 gerjesztett, illetve alapéal-
lapot degeneracids foka, vV az abszorbedlt fény hullamhossza, és
oy -3 ol J fq(v)dv
f )
[ ——dv
v

1.22.

az fq(ﬁ) fluoreszcencia spektrumhoz tartozd v}g atlagfrekvencia
érték reciproka. A fenti kifejezésekben az integréalast a f6 ab-

szorpcids savra kell elvégezni; tovabba a szingulett allapotok

g
k6z6tti atmenetekre 250 értéke rendszerint egy.

S1
Forster [9] a Blohincev-féle tiikdrszimmetria szabaly érvényes-

ségét feltételezve az

- _\3
_ g 2v _-v _ -
2L - 9,880-1079 n? 289 (29,73 je Gla s 1.23.
T g -

e S1 v

egyenlethez jutott, ahol 50 a tikdrszimmetridhoz tartozd hullam-
szam. Mint Birks és Dyson kimutattdk [12], annak feltételezése,
hogy a tiikorszimmetriaszabaly érvényben van, azonos a Strickler
és Berg altal a magkonfiguracidkra tett feltételezéssel. A ti-
korszimmetria frekvencia ismeretében a Strickler-Berg-féle e-
gyenlet atalakithatd a Férster-féle egyenletté.

Ezen Osszefliggések lehetdséget nyujtanak a természetes élet-
tartam szamitassal torténd meghatarozasara, igy a T, ismereté-

ben a képletekben szerepld egyéb paraméterek kiszamitaséara.
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b, A T, meghatirozisara nyujt lehetBséget a csillapodasi idd
és a kvantumhatasfok k&ézétt fennalld kapcsolat, mely az egyik
legkorabban felismert és legaltalanosabban alkalmazott Ossze-
fliggés. Minthogy T, definicid szerint i% -gyel egyenld, és ab-
ban az ‘altalanosabb esetben, amikor sugarzas nélkiili atmenetek

is jelen vannak T = % -mal, a hatasfok 1.7. egyenlete

_ T
Q = = 1.24.

alaku lesz, ahonnan Témhatésfok ésacsillapodasi idd mérésével
adédik. [1.24./ Ervényességének feltétele, hogy az esetleg fel-
1épS késleltetett fluoreszcencia mértéke elhanyagolhatd legyen.
Hamori [13] &sszehasonlitja az 1.11. 8sszefiliggés alapjén sza-
molt, illetve az dltalunk mért T csillapodasi idd felhaszné&lasa-
val 1.24. alapjan meghatarozott természetes csillapodasi iddket,
kiilonb6zd festékcsoportok esetén. Néhany esetben eltérd érték
adoédott T,-Tre, ami azzal magyardzhatd, hogy az 1.21. egyenlet
alkalmazhatdésagdhoz sziikséges szigoru feltételeket nem minden
esetben sikerililt betartani. Az utdbbi az oka annak, hogy a leg-
tobb szerzd [14], [15], [16] 1.24-t tartja alkalmasnak T, Meg-
hatarozasara, annak ellenére, hogy az abszorpcids és emisszids
spektrum legtSbbsz6r pontosabban meghatdrozhatd, mint a hatas-
fok, illetve a csillapodasi id®&. Mindh&rom emlitett mennyiség
e (v), fq®)s @, (V) &s a csillapodasi idd kozott létesit kapcso-
latot az eredetileg Nyeporent [17] &ltal megadott, majd Ketske-
méty [7] altal médositott

h -
2y 107% ¢ EAOR ——(V V)

- 1.25.
81y Qq(v)
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egyenlet, ahol Qmax a fluoreszkald oldat abszolut kvantumhatés-
fokadnak maximalis értéke, v, tiikérfrekvencia, n az oldat to-
résmutatdja, ¥ a Lotschmidt-féle szadm. A fenti relacid telje-
siilésének is feltétele, hogy az abszorpcids és emisszids szin-
képek kozdtti tiikkorszimmetria fennalljon.

c, A mar emlitett Sztyepanov-féle Osszefliggésbdl szamitott
hémérséklet érték bizonyos esetekben az oldat T hGmérsékleté-
nél kissé nagyobb, T* értéknek adddott. E jelenséget Aljencev
[18] ugy értelmezte, hogy az elnyelt energia egy része a ger-
jesztett allapotban a molekulédnak a T* > T homérséklet szerin-
ti eloszlasat hozza létre. Az abszorpcids és emisszibds szinkép-
bd1l meghatarozhatd 7* és az ebbdl addddé AT=T*-T az oldat csil-

lapodasi idejével a
AT" = AT exp -t/T° 1.26.

kapcsolatban all, ahol ATO': T*-T o 2 gerjesztés befejezésé-
nek pillanatéban,T*-T pedig az emisszidé pillanatéban fenn&dlld
hSmérsékletkiildnbséget jelenti. Szalay, Hevesi, Kozma [19] In;
tézetiinkben részletes vizsgalatot végeztek a T* és az 1.26.
egyenlettel kapcsolatban, és a fenti egyenletet alkalmasnak ta-
1altadk - a mért csillapodisi idd érték felhasznalasaval - a lu-
mineszkaldé centrumban lejatszddé folyamatok vizsgalatara.

d, Régodta ismert és sokak altal vizsgalt kérdés a csillapo-

dasi iddnek a polarizacidés fokkal vald kapcsolata, melyet a

Perrin-Ljovsin egyenlet ad meg: :
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ahol p, a hatarpolarizacid, k a Boltzmann-allandd, T az abszo-
lut hdmérséklet, n a kdzeg viszkozitésa, V a molekula ‘térfo-
gata a szolvatburokkal egyiitt. Az 1.27. egyenlet fizikai alap-
ja az, hogy a polarizacidét az orientalt molekuldk Brown-féle
mozgdsa hatdrozza meg, ami a gerjesztett allapot élettartama
alatt megy végbe. Igy hosszabb élettartam esetén a molekulék-
hoz rendelt lineéris dipdlus-oszcillatorok nagyobb atlagos
szdgelfordulast végezhetnek. Régebben a fenti Osszefliggést a

T meghatdrozasira hasznaltak; a fluoriméterek fejlddése és szé-
les kérben vald elterjedése 6ta inkabb a V molekulatérfogatot
szamitjak a mért T és p, P, értékekkel.

Jablonski és Szymanovski [20] kimutattdk, hogy a csillapo-
dasi idd az oldat p polarizacids fokan kiviil fiigg attdl is,
hogy az ‘oldatban keletkezd parcialisan polaros lumineszcencia
fény milyen rezgésiranyu komponensIe keril megfigyelésre.

A fluoreszcencia fény kiilonb6zd rezgésiranyu komponensei-
nek t-ja bizonyos k&riilmények kozdtt lényegesen is kiildnbdzhet
egymastol. f“ ill. Tl jeldlést hasznilva a gerjesztd fény elekt-
romos vektoraval pérhuzémos, illetve arra merdleges elektronos
vektoru lumineszcencia komponensek csillapodasi idejére az r
mérti&ro hatar emisszibds anizotrdpiak kdzdtt a kdvetkezd Ossze-

fliggés all fenn:

p = 2 r2H _ rzT 1.28
° T” (1+2 r)—T f—Tl(l - r) T

T a tényleges csillapodasi idd, [azaz a lumineszkald molekula
gerjesztett allapotban vald atlagos tartozkodasi ideje/, amit

[20] értelmében akkor nyerhetiink, ha /egy polaroid megfeleld
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bedllitasaval/ a lumineszcencia fénynek azt a részét figyeljik
meg, amelynek rezgési iradnya a gerjesztd fény elektromos vek-

toranak rezgési iranyaval o = 55%-0s sz8get zAar be. Az igy mért

) . a1 oAt il
T7-ra fennall a kdvetkezd egyenldség: 17 < T < 1 ° !

R

T a teljes lumineszcencia fény mérésének segitségével nyert
T csillapoddsi iddt&1 csak nagy viszkozitdsu oldatok esetén tér
el szamottevden [21].

Ha a gerjesztd fény polarizalatlan, és a megfigyelés is po-
larizator nélkiil tdrténik, a mért I (£} lecsengési gdrbe is
]/jb6 ktzelitéssel/ a keresett T csillapodasi iddt szolgaltatja,
mivel I (t) linearis kombinécidja a Il(ﬁ és I, (t) -nak. I, ()
és I“ (t}) azokat a lecsengési gdrbéket jelenti, amelyeket a ger-
jeszt® fény elektromos vektorira merSlegesen, ill. azzal parhu-
zamosan elhelyezett polarizatorokon keresztiil figyelhetnénk
meg [22].

. Bar a fazisfluoriméteren végzett méréseink soran polaros
gerjesztd fény és polarizitoron keresztiil td5rténd megfigyelést
alkalmaztunk, mig az impulzusfluoriméternél tdSbbnyire természe-
tes fénnyel gerjesztettiink és a teljes lumineszcencia fény meg-
figyelésre keriilt, az alkalmazott igen kis viszkozitasu oldatok
esetén az ebbdl szadrmazd eltérés az egyéb mérési hibaknal kisebb

(211, [22].

1.3. A csillapodasi idot befolyasold egyéb tényezdk

a, Elsd megfigyelések k&zé tartozott, hogy a csillapodési

idd filigg attdl, hogy milyen olddszerben, illetve kdzegben old-

juk a fluoreszkald anyagot. P&ldaul Strickler és Berg [11] mé-
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rései szerint a 9-aminoakridin csillapodasi idejére vizes ol-
datban T=16,04 ns—t; etanolos oldatban 13,87 ns-t mértek.

A leggyakrabban alkalmazott oldészerek [viz, glicerin, alkoho-
lok/ fizikai jellemzdi [siirliség, viszkozitas, stb./ és a 1 ko-
z6tti matematikailag leirhatd kapcsolatrdl nincs tudomasunk.
Altalaban az alkoholban mért hatasfok érték nagyobbaﬁizben, il-
letve glicerinben mérténél, igy amikora@ ~ T relacidé érvényes,
ugyanez a csillapodasi idore is igaz. Lugos, vagy savas adalé-
kok is nagy mértékben befolyasoljidk a lumineszcencia jellemzo-
ket [23], [20]. *

Az olddészer-hatas kisérleti és elméleti viZSgélatéval mind a mai

napig szamos kutatdé foglalkozik [23]}, [24], [25].

b, A csillapodasi iddt ugynevezett kioltd tényezdk is befo-

lydsoljak. Ilyen tényezdk lehetnek pl. az oldott lumineszk&ld
anyag koncentracidjanak novelése, vagy a rendszer lumineszcen-
cia-spektrumanak teriiletén abszorbedald, vagy nem abszorbedald ide-
gen anyagnak az oldatba vald bevitele [idegen kioltas/.

Tapasztalat szerint az oldott lumineszkaldé anyag, vagy az ol-
‘datba vitt kioltd anyag koncentrécidéjat névelve a kezdetben kons-
tansnak tekinthetd csillapodasi idd j61 meghatdrozott koncentra-
cid értéknél csokkenni kezd. Az 1.2. abra vizben oldott fluoresz-
cé% csillapodasi idejének koncentracids kioltasat [21] az 1.3.
abra vizben oldott rodamin B T-j&nak idegen anyaggal /k&liumjo-
diddal/ t&6rténd kioltasat mutatja [51].

Forster [9] az idegen anyaggal t&rténd kioltas kétféle ti-

pusat kiildnbdzteti meg.
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1.3. &bra

A statikus kioltds esetében a lumineszkald anyag molekula-

inak egy része a kioltd molekuldk jelenléte miatt nem keriilhet
gerjesztett allapotba. Ez a hatads a molekuldk asszociacidijan,
vagy valamilyen kémiai k&lcsShatdsan alapulhat. A lumineszcen-
ciara képtelen "kioltott" molekuldk tovabbra is abszorbeéalnek,
de ezt nem koveti fényemisszid, igy a hatédsfok csdkken. A csil-

lapodasi idd ezen kioltasi folyamatnal valtozatlan marad.
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A dinamikus kioltds folyamatdban a kioltdé molekulak a ger-

jesztés megtérténte utdn vonjadk el a gerjesztési energiat a ger-
jesztett allapotba jutott molekuldktdl, ezaltal a gerjesztett
dllapot atlagos élettartama, valamint a vilagitas hatasfoka csdk-
ken. A hatdsfok valtozdsa a Stern-Volmer egyenlettel irhatd le
[91. |

o

_ Q
& = TF X0 s 1.30.

ahol @ és @° a kioltott, illetve kioltatlan oldat hatasfoka, C
a kiolté anyag koncentracidéja, K pedig a kioltésra jellemzd
konstans.

Felhasznalva, hogy dinamikus kioltés esetén fennall az

relacidé [21], [9] és atrendezve az 1.30. egyenletet adddik, hogy

T = 1 + KC 5 1.30.a.

ahonnan a X kioltasi konstans és a kioltatlan oldat T, csillapoda-
si idejének ismeretében meghatdrozhatd a kioltd anyag koncent-
raciéjahoz tartozd T csillapodasi ido.
A kioltas jellemzésére gyakran hasznaljdk azt a kioltdanyag-
koncéntréciét /01/2/ is, amelynél t = 1/2 T,
Az 1.30.a. egyenletbdl szamithatd tovabba az A akceptor és
a gerjesztett allapotban 1évSd D* donor molekuldk kozti azon Ro

kritikus tavolsdg, amelynél azonos a valdszinilisége annak, hogy

D* emittalt, vagy A-nak adja at energiajat; vagyis az ugyneve-



Sipoge 1

zett hatadsgodmb sugara [26].

1/3

3 1 s %
_ { 3000 s . "
e <4nzv 01/2) = 7,35 (01/2> Q-ben 1731

ahol I az Avogadro-féle szam.

Szerves festékoldatok nem vizes oldatainak koncentracids ki-
oltasanal a csillapodasi idd altaldban a hatéasfokkal aranyosan
csOkken, ami dinamikus kioltasra utal.

c, Hamar felfigyeltek a csillapodasi iddnek a homérséklettdl

vald filiggésére is: ndvekvd hOmérsékletek mellett a T s6kkend
tendenciat mutat. Az utdbbi id8ben t&rtént vizsgalatok koOzmil
példaként Theiss és Weber [15] eredményeit emlitjik. Az 1.4. &b-

ra a természetes csillapodasi idd hOmérsékletfiliggését abrazolja

RODAMIN B

40 0 ~40 -80 -120 t(°C)

1.4 @bra
epoxidba agyazott rodamin B esetén, ahol egyidejiileg a koncentra-
cidk kiilénbdzGsége miatt addodd eltérés is lathato.
d, Amint a csillapodasi idd és a polarizacids fok kozti kap-

csolatnal mar emlitettiik, a T-t az oldat viszkozitasa is befo-

lyasolta.
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e, A gerjesztd, illetve megfigyelési hullamhossztdl vald

fliiggés vizsgalatat sokaig nehézzé tette, hogy igen kis inten?
zitasu viladgitast kell megfigyelni. Szevcsenko és munkatérsai
[27], illetve Miiller és mungkatdrsai [28] az anti-stokesi tar-
tomanyban valtoztatva a gerjeszt® fény hullamhosszat, a csil-
lapodasi id6t allandénak talaltak, de ezzel ellentétes adatok
is vannak [29]. Ez, az un. "anti-stokesi esés" 1étének kérdé-
se elméleti jelentdségii, melynek vizsgalatihoz az uj egyfoton-
sz&dmlialisos impulzustechnika /[lsd. 21.2.c. / j6 lehetOséget
biztosit.

Intézetiinkben szinte valamennyi emlitett hatés vizsgalata-
val foglalkoztak mar, a nyert eredményeket és tapasztalatokat
a mérések soran és a dolgozat elkészitésekor felhasznaltuk.

1.4, A reabszorpcid és a szekunder lumineszcencia hatésa

Az eldz6 pontokban leirt fluoreszcencia jellemzOk kisérle-
ti meghatdrozasakor az oldatbdl kilépd fény intenzitdsat mér-
jik. Ez az'un.."kﬁls6“ fluoreszcencia jellemzd rendszerint mas,
mintha k&zvetleniil az egyes molekuldk &ltal kibocsatott fény
intenzitasat mértiik volna. Minthogy az utdébbi, un. "belsd" flu-
oreszcencia paraméterek jellemzdk magara a molekuléara, tovabbi
kdvetkeztetések megallapitdsdhoz ezt kell ismerni. Az eltérést
egyrészt az okozza, hogy az egyes molekuldk &ltal emittalt fény
egi&észe még magaban az oldatban ujra elnyelddik /reabszorpcid/,
mé%%észt az, hogy az elnyelt fény szekunder, tercier, .... stb.

fluoreszcencia fényt hoz létre. A reabszorpcid és a magasabb-

rendi lumineszcencia jelensége valamennyi fluoreszcencia jel-



lemz8t befolyasolhatja, de ~ azonos kd&riilmények k&zt - a ha-
tasfokra és csillapodasi id3re gyakorolt haté&sa nagyobb, mint

a t&bbi jellemzdkre. Ezen zavard hatdsokra tdbb szerz® mar az
1920-as években felhivta a figyelmet és cstkkentésének érdeké-
ben kis rétegvastagsagu kiivettadk haszndlatadt ajanlottdk. Sza-
mitasos uton vald figyelembevételére néhany korrekcids elja-
rast dolgoztak ki, melyek k&ziil itt csak Budd és Ketskeméty
[30] munk&jat emlitjiik meg, mint mind a mai napig legegzaktabbat,
Valamint Birks [31] munk&jat, amelyre az irodalomban szintén
tébben hivatkoztak. Azonban, mint késdbb részletesebben leir-

juk, az utdbbi korrekcidval kapcsolatban problémak meriilnek
fel.

Itt szeretnénk megjegyezni azt a sajnalatos tényt, hogy bar
ponFos korrekcids eljaras évtizedek 6ta rendelkezésre all, 32
db /[t&bbnyire szerves festékoldatok t-jat koz1ld/ &ltalunk atta-
nulmanyozott cikk egyikében sem végeztek szekunder lumineszcen-
cidra vald korrigalast, mindSssze 3-an alkalmaztdk Birks korrek-
cidéjat, és 4-en jelezték, hogy a reabszorpcid és szekunder ha-
tas elkeriilése miatt vékony kiivettidt és kis koncentracidju ol-
datokat alkalmaztak. ’

a, Az Intézetlinkben Budd és Szalay, valamint Budd és Ketske-
méty [30] altal kidolgozott eljaras szerint a T és 1’ mért
csillapodasi iddk kozti kapcsolat egy k mennyiségg el adhatd
meg, amely a detektorba jutd primér és szekunder fluoreszcen-
cia fény intenzitasok hanyadosat jelenti.

Feltételezve, hogy a gerjesztés stacionarius, és hogy olyan

A’ hullamhosszu emittalt fény keriil megfigyelésre, amelyre a



B = k(A) -1 szorzat megkSzelitdleg nulla /k(k? : abszorpcids
koefficiens, 1 a kilivetta rétegvastagsaga/, a detektalt primer,

szekunder és magasabbrendii fluoreszcencia sugarzasok intenzi-

tasa aranyos az VN, ., N ... szamu primer, szekunder ... ger-
10 20 v Y
jesztett molekulak szamaval, azaz Kk = WEQ‘: WEQ .o
10 20

A gerjesztés megsziinte utdn a primer gerjesztett molekuldk sza-
manak valtozasat az 1.12. alatt mar emlitett egyenletnek megfe-

lelden

an
1 _ 1 . - -t/T
—C—ZT[;— = 7[_- N ill. N.Z = N.ZO e 1.31.

Osszefliggés irja le. A szekunder molekuldk széama a

dny N
2. _ %
egyenletnek megfelelden alakul, ahol a KN, noévekményt a primer
sugiarzassal vald gerjesztés okozza. K a stacionaris gerjesztés
N
estén fennadlld - —%g + KN,, =0 egyenletb6l nyerhetd: -
V0«
K=y—= 7 2
10
azaz
an N
2 _ 2 K
aE - T + T NZ . 1.33.

Hasonld egyenletek irhatdék fel a magasabbrendii gerjesztett mo-
lekuldkra nézve is. A megfigyelésre jutd teljes intenzitassal

aranyos N = I Ni-re a
Z



dn _ _ N N - _ N
a—_E fuy ? + K ? - Ts 1.34.
egyenlet addédik, amelybdl
t= (1-«)r . 1.35.
A k kiszamitésa a
k = [ n)F(r’) Max:’ 1.36.
o
bsszefiliggés segitségével lehetséges, ahol M az
azk (A) -2, B=k(A) 1, vy=k( X'} -1, é&s m=R/1 1.37.

mennyiség bonyolult fliggvénye, tovabba A a monokromatikus ger-
jesztd fénynek, A’ a megfigyelésre kerild fénynek, A’’ a primer
fluoreszcencia fénybdl reabszorbedlandd fénynek a hullamhossza.
A k meghatdroziasa meglehet®sen bonyolult szamitasi feladat,
azonban Géﬁi—féle [21] harompontos mdédszerrel a k konkrét érté-
kének kiszamitdsa nélkiil is eljuthatunk a valdédi T értékhez. A
modszer légyege a kovetkezb: A k-t két tag Osszegére bontjuk
aszerint, hogy tartalmaznak-e a-td6l fliggd tagokat, vagy sem.

Igy - hosszadalmas szamitds utdn - k-ra a kovetkezd kifejezés

adddik:
< = 1f, (R, Ky )- tinif, (kyss) s 1.38.
"ix 3 = 1 =2
ahol f;(R,k)= — 1nR + 3 k= g KR+ .. . 1.39.a.
-72)\“
f2(k*) s 1.39.b.
1.35-pb%61
1 _ 1 K .
- = = - = , amelybe 1.33-at behelyettesit-
T2 T T

ve
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7 1
s =2 lF, + ZngF2 4 1.40.
T
ahol
F, = =f;/T Fo, = 2,30 fo/T . 1..41.

Az 1.40. egyenlet 3 ismeretlent tartalmaz,(r, Fl’ F2), igy a
valdédi t-t akkor tudjuk meghatarozni, ha 3 kiilénbozd rétegvas-

tagsag mellett mért T2, T%, T3 csillapodasi idd értékkel megold-

juk a kobvetkezd 3 ismeretlenes inhomogén linedris egyenletrend-

szert:
i .1
;:- & ¥ ZZFZ + ZzlngFZ
1
L -1, 1.5, +1,1gl.F 1.42
, T 27 1 geRvrc 5 i
T
2
§ _ i
i + ZSFJ + ZSIgZSFZ
T3

A fenti egyenletrendszer a Yy négyzetes és magasabb hatvanyainak

elhanyagoldsa miatt szigoruan véve csak v, .= k") 1 <3

max
esetén adja meg néhany szazaléknyi pontossdggal a T értékét.
[30]-ban a szerzdk az elméleti levezetést - a leggyakrabban eld-
forduld mérési koriilményeket tartva szem eldtt - R sugaru, 1
rétegvastagsagu kiivettadra dolgoztdk ki /1.5. abra/. "Teljes
feliiletd" /R2H keresztmetszetli fénynyaldbbal t6rténd/ kis szog
[~ 200/ alatti gerjesztést, és "pontszeri" [azaz a megfigyelt
fénynyalab keresztmetszete << RZH/ megfigyelést feltételeztek,
tovabba figyelembe vették, hogy a fluoreszcencia fénynek a kii-

vetta els® feliiletén vald adthaladdsakor a térszdg megvaltozik

és reflexibs veszteségek lépnek fel. A fenti kik&tések ttbbsé-
'.f:', \\.

£
Y
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145, abra
ge kénnyen teljesithetd feltételt jelent, kivéve a pontszeri
megfigyelést. Ennek megvaldsitdsa ugyanis az emittalt fényt
bizonyos esetben oly mértékben gydngitheti, ami detektdlasi
nehézségeket okoz.

b, Birks [31] egy a paramétert vezetett be, amely azt a va-
16sziniliséget jelsli, hogy egy fluoreszcencia foton ujra elnye-
16dik. Igy annak valdsziniisége, hogy nem abszorbealddik, hanem
az oldatbdl kilép, I-a . M*-gal jeldlve a gerjesztett moleku-
13k molaris koncentracidjat /filiggetleniil attdél, hogy primer,
vagy szekunder gerjesztés soran keriilt-e gerjesztett allapotba

a molekula/ ennek iddbeli valtozasa a

%%t C (Z—a)kz +(7<2 g kg)] [M*] = = [M*] 1.43.

egyenlettel irhatd le, ahol kz, 131 k2 + k3 a sugarzasos

ill. sugarzas nélkiili atmeneti gyakorisadgok; T’ a mért csilla-

podasi idd. Ebbol

2= (1-a)ky +(ky + Ky) - 1.44.
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A csillapodasi idd 1.15. definicidjat, melynek értelmében

_ 1 . _ 1 . _ T
TS 5% 7 , valamint az 1.16. 1 =z — é&s 1.24. @ ==
1 2 k3 1 e.
Osszefliggéseket felhasznalva
1 -1 ; ag 5 azaz a valédi T = T’(J - aQ) . 1.45.
TJ

A korrekcidhoz sziikséges a.@ tag a kovetkezd integril segitsé-

gével hatarozhatdé meg: -

a@g =

o0—38

E() (1 - 1075£°%)ax ,  1.46.

ahol E(\) a kvantumhatisfokra normialt emisszids fiiggvény

@ = ? E(X)dA ' ef a molaris abszorpcids koefficiens a flﬁoresz—

cencga hullamhosszan, ¢ az a rétegvastagsag, amelyen az emittalt

fotonnak at kell haladnia, hogy elhagyhassa a kiivettat.
Ugyanezen a paraméter felhaszndlasaval Birks [31] a hatéasfo-

kot korrigald Osszefliggést

. I1-a
Q - Q l—aQ 1.47.

alakban adja meg; ahol @’ a mért hatasfok értéket jelenti.
Minthogy az a [definicidja értelmében/ nem lehet negativ szam,
és az ismert festékek hatidsfoka egynél kisebb [Q < 1/, az 1.47.
egyenletbdl az kdvetkezik, hogy a mért csillapodasi idd kisebb,
mint a valdédi, azaz @° < Q.

A szekunder lumineszcencia k&vetkeztében a mért hatasfoknak
éppen ndnie kellene a valdédihoz képest, igy 1.47. ellentmondas-
ra vezet. Minthogy az ellentmondas az a valdszinliség fenti be-
vezetésébdl adddik, » kérdésesat = f’(l - aQ) Gsszefiiggés he-

lyessége is.
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Impulzus-gerjesztés feltételezésével dolgozta ki a szekun-
der lumineszcencia hatdsat korrigald eljarasat Hammond [32].
Minthogy kiindul&sul Birks 1.45. alatti egyenletét hasznalja),

helyességét illetden hasonld kérdések meriilnek fel.
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IT. fejezet

2.1. Csillapodasi iddt méro fluoriméterek attekintése

Az elsd fejezetben targyaltak alapjan latszik, hogy a lu-
mineszkald molekuldrdl sok ismeretet gylijthetilink, ha ismerjilik
a lumineszcencia sugdrzas iddbeli tulajdonsagait. A szerves fes-
tékoldatok fluoreszcenciajanak csillapodéasi ideje 10'8 - lO-lO
s-os iddtartomanyba esik. Ilyen rovid ideig tartd vilagitéasok
vizsgalatara és mérésére a mechanikus foszforoszkoépok mar nem
alkalmasak. Viszonylag bonyolult eszkdzdket, modern technikéat
kell alkalmazni. Az ilyen tipusu berendezéseket nevezziik fluo-
rimétereknek.

Miik6dési elviik szerint harom alapvetden eltérd csoportra
oszthatodk: -

- harmonikus jel mbédszer alapjan,

- impulzus jel mdédszer alapjan,

- egyéb /pl. zaj/ mdédszer alapjan mikdddkre.

Mindegyik csoporton beliil tovabbi osztalyozas lehetséges a
~gerjesztés, a modulilis, a megfigyelés szempontjabol.A tovabbi-
akban - anélkiil, hogy teljességre tdrekedhetnénk - ezek f&bb

tipusait tekintjiik at.

2.1.1. Fazisfluoriméterek

A harmonikus jel mbédszerrel vald mérésnél folytonos iizemii

gerjesztd fényforrast alkalmaznak, melynek fényét k&zelitdleg

szinuszosan modulaljik. A mintaban létrejovd fluoreszcencia



fény intenzitdsanak valtozéasa koéveti a modulacidt. Irja le a
gerjesztd fény intenzitdsanak idbbeli valtozasat matematikai-

lag az
E(t) = E, (1 + mcoswt )

egyenlet, /ahol m a modulacids mélység, w a modulédléas koérfrek-

e—t/T

venciaja/. A fluoreszcencia intenzitéasra I = 4 exponenci-

alis csillapodast feltételezve a lumineszcencia intenzitésa is

kbveti a harmonikus torvényt:
I = A [1 + mcos(wt - ¢)] 2:1.;

ahol a fluoreszcencia fényintenzitas M modulacidé mélysége

M = mcos¢

m
(1+w2T2)1/2 .

¢

arctgwTt . 2752

A fenti Osszefliggéseket Dusinszkij [23] mar 1933-ban megadta.

f2.d. ) &bra]

modulalt gerjesztd fenyhullam

: i
————— modulalt lumineszcencia fenyhullam

2.1. abra



Kénnyen beldthatd, hogy a harmonikus jel médszer alapjan vald
mérés az elvi meggondolasok miatt csak exponenciédlisan lecsen-
g6 fluoreszcencia esetén adhat pontos értéket. A 2.l1l. egyenlet-
bol a T csillapodasi idd kétféleképpen is megadhatd: az % mo-
dulacids viszony, illetve a ¢ faziseltolddas mérése alapjan.
Nagyobb pontossaguk miatt az utébbiak a hasznilatosabbak. A fa-
ziseltolddas k&zvetlen mérésén alapuld berendezéseket nevezik
sziikebb értelemben véve fazisfluorimétereknek. Mivel méréseink
egy részét mi is fazisfluoriméteren végeztiik, ezért a kovetke-
zO0kben ezt az eljarast vizsgaljuk meg részletesen az alkalmaz-
hatdsagi teriilet, valamint a varhatd pontossag szempontjabodl.

Gerjesztd forrasként folytonos ilizemii és szinképli spektrosz-
képiai fényforrasokat /pl. hidrogén lampa, nagy nyomasu higany,
illetve xenon-lampa/, folytonos lizemii gdzlézereket /pl. argon-
ion [34, 35], hélium-neon [361/ hangolhatd festéklézereket /[35]/,
és szinkrotron sugérzést/[37, 38]/alkalmaznak .

A gerjesztd fény modulalasara tobbféle lehetdség kinalkozik.
Az 'els®, Gaviola altal 1926-ban készitett fluoriméterben a mo-
dulacidé Kerr-cellaval tdrtént. Ebben a késziilékben a vizsgalan-
dé anyag két Kerr-cella k&6z6tt helyezkedett el. A mérés e két
cellara adott nagyfrekvencias jel kozotti fazisklilonbségen ala-
pult. Az ‘elrendezést tdbb izben mdédositottdk, pl. Szimonovsky,
de elvi része sokaig valtozatlan maradt. Legnagyobb hatranya
fényszegénysége volt, ezért késSbb fénymodulatorként akkuszti-
kai diffrakcids racsokat alkalmaztak. Az elsd ilyen berendezést
A SZUTA Fizikai Intézetében Galanyin és munkatdrsai épitették
meg 1948-ban [21, 6]. A moduldcidét egy ulirahanggeneratorral
rezgésbe hozott piezokvarc kristallyal hoztak létre. Ennél a
berendezésnél mind a gerjesztd fény, mind a lumineszcencia

fény &athalad a modulilsd kristdlyon, aminek fazisa iddk&zben meg-



valtozik. A valtozas mértéke a két athaladas kozdtti idotol,
kovetkezésképpen az athaladasig megtett uttdl fﬁgg; Ez az ut-
hossz a fényutba helyezett tiikr&k mozgatasaval valtoztathatod.
Igy ha a fény intenzitasat a tiikrok kiilénb&zd helyzeteiben
megmérjik, megszerkeszthetjiik a fluoreszcencia, illetve a ger-
jesztd fény intenzitasanak optikai uthossztdl vald fliggését.

A csillapodasi id® a két gbrbe minimum&nak abszcissza kiildnbsé-
gébdl hatarozhatd meg.

Ezekt8l az ugynevezett FIAN fluoriméterektdl lényegesen kﬁ—.
16nbbzik az ugyancsak Galanyin altal 1950-ben épitett berende-
zés, melyben a fény csak egyszer halad at a rezgdkvarcon, és a
fény kimutatéasara kiilén fotoelektronsokszorozdé szolgal. Az al-
talunk hasznalt, intézetilinkben 1965-ben épitett berendezés az
utdébbihoz hasonlit leginkébb, ezért ennek felépitését és miko-

dését kissé részletesebben ismertetjiik a 2.2. abra alapjan.

2.2. abra



Az F fényforras [nagy nyomdsu higanygdzlampa/ fénynyalab-
jat 10 MHz frekvencidju ultrahanggeneratorral rezgésbe hozott.
@ kvarchasdbon bocsatottdk at, mely a fényt optikai diffrak-
cidés racsként modulalta. A T, tiikdrrel két nyaldbra bontott
fény (1) részét a lumineszkald P preparadtumra - illetve a helyé-
re tett szbrdokdzegre juttattdk, melyrdl a fény az Sl fotoelekt-
ronsokszorozdra jutott. A (2) fénynyaldb a sinen mozgathatd T,
és TS tikrdkdn kétszer visszaverddik, végiil az S2 fotoelektron-
sokszorozdra esik.
és E, szelektriv

1 2

erdsitdkhdz csatlakozik. Ezeknek jelét - megfeleld atalakités

Az'SJ és,SZ fotoelektronsokszorozd az E

utadn - a Ko katédsugéroézcilloszképon.figyelik meg. A K kocsi
mozgatasaval a lumineszcencia és a referencia fény k&ézti fazis-
kiildnbség valtozik, ‘s elérhetd, hogy a két csatornan a jelek
fazisa megegyezik. Ugyanez mas kocsihelyzetnél kovetkezik be,
ha a minta helyére szdrdk&zeget tesziink. Az igy meghatarozott
két kocsihelyzet AL kiilonbségébdl a csillapodasi idd szamitha-
t6. Ezt az eljaréast pohtosséga és egyszerilisége miatt mind a mai
napig szivesen alkalmazzak. [34] A mddszer nagy eldnye, hogy

a fénymodulilas frekvenciija a moduldtor frekvenciadjanak két-
szerese lesz. Hasonldan frekvenciakétszerezd tulajdonségokkal
rendelkezik a Pockels-cella, mint fénymodulator, ha munkapo;t—
jat megfelelGeh valasztjdk. Ez lényegében a Kerr cella szilard
anyagu /tdbbnyire KD2P04 kristaly/ analogonja. Ezt hasznaljak
pl. a Hauser és munkatdrsai altal épitett berendezésben [35].

Nagy frekvenciastabilitasu és széles frekvenciatartomanyban

miik6dd szinuszhullam generitorral miikddtetve nagyon rovid [1



ps-os/ csillapodasi idd mérésére is lehetdséget ad azaltal,
hogy nagyon nagy frekvenciaju /500MHz/ moduldlast hoz létre.
Vannak olyan fluoriméterek is, ahol magat a fényforras inten-
zitdsadt modulaljak /un. belsd modulacid/. Ilyen pl. Birks és
Dyson [39] berendezésében alkalmazott fényforras; a Lopez-Del-
gago altal haszndlt szinkrotron sugarzas [37], vagy a He-Ne
laser [36].

A ¢ faziseltolddads mérése is tobbféleképpen végezhetd. A fazis-
detektorok egyik legelterjedtebb tipuséanak, az ugynevezett

nulla-detektornak az alapelve a 2.3. abra alapjan érthetd meg.

modulalt 7
odwatt /) 7 | .55 ]
e ; / PD 0D |

N :nyalaboszto M . mintatarto
Ph1 Ph 2 :fotomultiplier PD . fazisdetektor
F, . F, :faziskeslelteto 0D :RF nulldetektor
2.3. abra

A faziseltolddéas a moduldcids frekvencia mellett tSrténik. A
fluoreszcencia és referencia jeleket fotomultiplierek szolgal-
tatjak, a fazis detektdlasa egyszerii "6sszegzd" erdsitdvel tdr-

ténik, melynek a kimend jele akkor zérus, ha az azonos intenzi-



tasu /amplituddéju/ fluoreszcencia és referencia jel pontosan
ellentétes fazisban érkezik. A féziseltblésra hitelesitett kés-
leltetd miivonalat, RC faziseltoldt [40], vagy valtoztathatd
optikai uthosszat [34] alkalmaznak. Az erGsitSt figyeld detek-
tor rendszerint radidvevo.

Egy masik lehet8ség a fazisdetektdlasra, hogy a fotodetek-
tor/ok/ utan elhelyezett erdsitdben, helyi oszcillator segitsé-
gével a fazis mérése eldtt frekvencia transzpondlast hajtanak
végre. Mivel ekkor a jel tovabbi erGsitése a kiilénbségi frek-
vencian torténik, a jel/zaj viszony jelentSsen [nagysagrendek-
kel/ novekedhet. Ilyen tipusu detektorrendszer lathatd a 2.4.

abran.

-

fluoreszcia jel

referencia jel A

transzformator b

mo4 g,

erosito ASZ

AS1,AS2 gyengitok A

S helyi oszcillator

RA szabalyozo erdsitd
AS1

FV frekvencia fesz.
_ B Raf /\
DC digital computer M Q

LIV faziserzekeny
teszultsegmero [

Fv

2.4, abra
A fazisdetektor-rendszerekhez tovabbi regisztrald, illetve ki-

értékeld egységek csatlakoztathatdk.



A t3bb szempontbdl is példaként megemlitett [34] és [35]-
ben leirt berendezések sematikus rajza a 2.5., és 2.6. abran

lathato.

R
[}~ vamr

SA
L M ———
G
0 oszcilloszkop K kuvettatarto
R amplitudo modulacios T tikrok
radio T W x
‘ M allohullamu
SA spektrumanalizator akusztooptikai
modulator
P fotomultipler .
, ' G szinuszhullam
S nyalabosztok generator
F  szlrd L folytonos hullamu
lezer
2.5. ébra

A fotodetektor valtdaramu komponensének megfigyelése AM-

radidval mint szelektiv O-detektorral t&rtént. 30 MHz-es

modulacids frekvenciaval miikédtetve + 15 ps—-os pontosséagot
eredményez. Ha a multiplierhez radid helyett spektrumanalizéa-

tort alkalmaznak, ez az érték * 4 ps-ra csokken.



PO1 /

AR-L —1 PC L
[ |'F
] PO2

Hs
. N L
SG1H{ PA ST ]IFD,L VM °

AR-L lezer

PC Pockels cella ° oA

P01, P02 polarizatorok [°

P minta DS

PS szoro kozeg

F szurd PA teljesitmeény erositd

VM voltmerd ST jelvevo

PM fotomultipler FD frekvencia kett6zo

BA szelessavy erosito DS detektalo rendszer

SG1 radiofrekvencias jelgenerator S feszultsegforras
2.6, abra

500 MHz-es moduldlas esetén 1 ps-os T mérését is lehetdvé

teszi.

2.1.2. Impulzusiizemi fluoriméterek

Az impulzus mdédszeren alapuld fluorimétereknél a luminofor

gerjesztése - amint az elnevezés is mutatja - fényimpulzusok-

kal tdrténik. Ha egy ilyen r6vid ideig tartd, [ugynevezett §/

fényimpulzust bocsatunk a luminoforra, az egy fluoreszcencia
fényimpulzust fog kibocsatani. Az igy keletkezett luminesz-

cencia impulzus /[lecsengési gorbe/ alakjanak vizsgalata médot
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ad a sugarzis iddbeli /exponencialis, vagy mas jellegii/ lefuta-
sanak vizsgdlatdra, ugyanakkor az 1. fejezet alapjan a csilla-
podasi idd k&zvetlen meghatdrozasara is alkalmas.

E mbédszert eleinte [/1955-ig/ csak szcintillacids szamlalok-
ban hasznalt luminoforok kb. 10-6 s-0s élettartamanak meghataro-

zasara alkalmaztak. A rdvidebb /lO_9 - 10710

s/ csillapodéasi
idejli sugarzasok T-janak meghatdrozasira e mdodszer attdl kezdve
lett alkalmazhatd, midta gerjesztésre igen kis id®beli félérték-
szélességli impulzus-fényforrasok /villanézilémpék, impulzus
izemii lézerek/, masrészrdl a detektalasra is megfeleld gyorsa-
sdgu berendezések vannak. Az ilyen rdvid ideji fényimpulzussal
miik6dd fluoriméterekkel vald mérési eljarasok tdbbféleképpen
csoportosithaték [401, [41]. Mi csupédn a ma leggyakrabban hasz-
nadlt médszereket ismertetjiik, melyek a kdévetkezdlk:

a, Egyes impulzus mbdszer

b, Mintavételes moddszer

c, Egyfotonszamlalasos mbdszer

a, Az egyes impulzus mddszer kozvetleniil a fent vazolt elv

gyakorlati megvaldsitéasa. Ilyen berendezés sematikus rajzat mu-

tatja a 2.7. abra. Az F fényforrasbdl szarmazd gerjesztd impul~

zus hatasdra az M mintdban létrejdtt lumineszcencia impulzus az

FD fotodetektorra jut. A detektor fotoidramdnak iddbeli valtoza-

'sadt az 0 oszcilloszkdp indik&lja, amelynek jele [a fluoreszcen-

cia intenzitas iddbeli lefutdsa/ fotozassal, vagy az oszcillosz-
kdéphoz csatlakoztathatd regisztrald berendezéssel rdgzithetd.

Az VN nyalabosztdédval kivalasztott és D diddaval detektdlt jel az

oszcilloszkdép inditésara szolgal. A mérés itt is két lépésben



o A i

torténik: a fent leirt médon felveszik a fluoreszcencia lecsen-
gési gdrbét, majd a mintat szdrd kdzeggel cserélve fel, a ger-
jesztd impulzus alakjat is rogzitik. Az igy nyert gbrbék alap-
jan a Tt csillapodasi idd [a 3. fejezetben taldlhatdé mdédszerek

valamelyikével/ meghatdrozhaté.

gerjeszto N
forras F M <EE;}—~ 0

2.7. abra

Annak érdekében, hogy minél r&videbb csillapodasi iddk le-
gyenek mérhetdk, egyre kisebb félértékszélességli gerjesztd im-
pulzusokat, gyors elektronikaju detektorrendszert kell alkal-
mazni.

A gerjesztd impulzus-sorozatot szolgaltatd berendezésnek
olyan ismétlddési frekvencian kell miikddnie, hogy az impulzusok
kibocsatasa k6zdtt eltelt idd hosszabb legyen, mint a vizsga-
landd anyag lecsengési ideje. Minthogy azonban a vizsgalt fes-
tékek csillapodédsi ideje a ns-os, vagy még rodvidebb tartomany-

ba esik, a fényforrasok ismétlddési frekvencidja pedig 100-10'3
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Hz-es tartomanyba, ennek betartdsa nem jelent nehézséget. Mig
korabban gerjesztd forrasként elektron, illetve ysugarzast,
késSbb igen kis félértékszélességili villandlampakat /flash-t/
alkalmaztak, napjainkban t&bbnyire impulzusiizemlii lézereket
hasznalnak, mivel a mddusszinkronizalt lézerek rendkiviil ré-
vid impulzusok elBallitdsat teszik lehetdvé. Selanger és mun-
katarsai [42 ], Schafer és munkatarsai [43] néhany /[kb. 8/ ps-os ger-
jesztd impulzust szolgaltatd mddusszinkronizalt neodimium-iiveg lézert,
mig masok [44, 26, 43, 45] mddusszinkronizalt rubin lézert alkalmaztak.
Hasznalnak Na°* vaG lézert, fazisszinkronizalt argon lézert és 1-1,5 ns-os
impulzus. szélességii N2 lézereket is.

Fotodetektorként o,2-0,5 ns felfutasi idejli gyors vakuumfotodid-
dakat hasznalnak [46, 26, 43, 45, 44, 42], mely jelénef indi-
kalasa valdés idejii, nagy frekvenciaju /SlﬁaHz/ oszcilloszkop-
pal tdrténik. Az ugynevezett haladdé hullamu oszcilloszkbdpok tipikus
felfutasi ideje 0,1 ns. Esetenként er6sitd fidkot kapcsolnak az
Ooszcillatorra. Ez rontja ugyan a rendszer felbontdsat, de sokkal
gyengébb intenzitasu fluoreszcencia fény detektalasat is lehetd-
vé teszi [26].

Néhany ps-os iddk mérésére a fenti elrendezés / fotodidda 4
oszcilloszkép/ lassunak bizonyul. Streak-kamera alkalmazasaval
f47] ez a nehézség athidalhatd, de rendkiviil drégg volta miatt
ggen ritkan alkalmazzdk még napjainkban.

b, A mintavételezd technika alapgondolata azonos a Benett

j[?é] dltal mar 196o-ban k6z6lt sztroboszkdpikus mddszer elvével.
A fluoriméter felépitése az egyes impulzus médszernél ismerte-
tetthez hasonld, de itt az oszcilloszkdp ernydjén minden egyes
gerjesztd impulzusbdl a lecsengési gdrbének csak egyetlen pont-

jat kapjuk meg. Ezt az teszi lehetdvé, hogy a fluoreszcencia
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fényt indikaldé fotomultiplier tapfeszililtsége iddben kes-

keny impulzus alaku. Megfeleld elektronikaval biztosithatéd,
hogy az egymast kdvetd impulzusoknal a tapfeszililtség impulzusa
mindig At iddvel késObb keletkezzék. Igy az oszcilloszkdpon
minden impulzusndl a fluoreszcencia csillapodasi gdrbe At ido-
koz8knek megfeleld intenzitdsértékeinek magassagaban jelenik

meg fényfolt az oszcilloszkdép ernydjén [lsd. 2.8. abra/.

1 fluoreszcencia intenzitas

P fotomultiplier kapu amplitudo

2.8. abra
A kiildnbség a ma haszndlt mintavételezd technika és a sztro-
boszkdpikus mbédszer kdzdtt a fotodram detektalaséban és az at-
lagolasra hasznalt mdédszerben van. Az impulzus mdédszer az ido-
alapjat az oszcilloszkdéptdl szarmaztatja, mig a sztroboszkdpi-

kus mdédszer kalibralt késleltetd vonalat hasznal.



A mintavevd oszcilloszkOpok felfutasi ideje éltalébanwgs—nél
rovidebb, és olyan mintavevd fidkok léteznek, melyek a viszony-
lag lassu oszcilloszkOpokat 1-7 GHz és még nagyobb frekvencia-
juakka alakitjak. A mintavételezd technika a gyors felfutéasu

| < 350 ps/, ugyanakkor nagy érzékenységii mintavételezd oszcil-
loszkOp kereskedelemben vald megjelenésével terjedt el. A min-
tavételezd mdodszeren beliili eltérések az oszcilloszkOp ernyo-
jén megjelend abra rogzitésébdl és atlagolasabdl adddnak. A
legt8bb mintavételezd oszcilloszkOp XY irdt vezérel, mely az
oszcilloszkdép és az XY ird kozdtt alkalmazott kis szamoldgép
[49! , vagy sok /kb. loo/ csatornds impulzus-nagysag analizator
jelatlagolasan alapszik [50]. Az [50]- ben hasznalt fluoriméter

a 2.9. abran lathato.

E----i Ph1 |———-I D ]-—-I

l}

Ll

.

F fenyforras D diszkriminator
M monokromator 0 oszcilloszkop
M mintatarto A analizator
Ph1,Ph 2 fotomultiplier x-y kiiro

D keslelteto mlvonal

2.9. abra
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Néhany esetben az atlagolds fotografikusan tdrténik, vagy
egyszeriien az XY kiird tdbbszOrdsen huzza ki a gorbét,
ami grafikus atlagolast jelent.

c, Az iddkorrelidlt egyfotonszamlalasos mbédszer [7o,

71, 72, 73, 74, 75 1 szamos eldnye miatt, ma a leggyakrab-
ban alkalmazott mdédszer. A mérés elvét a 2.lo. abran lat-

haté blokkdiagram mutatja.

M S 4
&
P1 o <
o »
¥
D, D,
Y

TAC

2.1lo. abra
Gerjesztd forrasként [F/ szintén nagy ismétlddési frek-

venciaju lézereket, vagy flashlampadkat alkalmaznak.



A megfigyelést két, egymastol filiggetlen, gyors fotomultiplier
/P, és P,/ végzi. Egyik kdzvetleniil az F gerjesztd fényfor-
rast figyeli meg, a masik pedig az M minta altal emittalt fo-
tonokat. Gerjesztd impulzusonként [legfeljebb/ egyetlen emit-
talt foton keriilhet megfigyelésre, amit a fluoreszcencia fény
S szlir6vel térténd lényeges gyengitése biztosit.

Azokat az idGtartamokat mérjlik, amelyek a gerjesztés és
a megfigyelésre keriild foton-emisszid k&z&tt telnek el. Ez az
id6tartam éppen azt mutatja meg, hogy az illetd molekula, a-
melybS3l ez a foton kilépett, mennyi ideig tartdzkodott gerjesz-
tett allapotban. A gerjesztd forras ugynevezett referencia je-
le inditja el az id6-amplitudd konvertert [TAC/ és a mintdbdl
kilépé fluoreszcencia foton allitja meg. A TAC kimend impulzu-
sanak amplituddéja aranyos az inditd és a megallitd impulzus

ko6z6tti idOkéséssel. [2.11. abral/

|
A:Kkilepo impulzus amplitudo - l
// |
>
# |
-
# |
7~
- Tl |
e kilepo impulzus |
// I
7~
< |
-
7 |
™
3 ! " 4 |
inditas P ’ |
#Z S ujra
27 megallitas % |
/ \I\ \ |
// l
N// \ N\
<

2.11. &abra
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Az id6-amplitudd konverter az egyfotonszamlald berendezé-
sek leglényegesebb eleme, amely az inditd és megallitd im-
pulzus kozdtti iddkiildnbséget megfeleld fesziiltségjellé ala-
kitja at. 4

A kijovo fesziiltséget az A sokcsatornas analizator osz-
talyozza és tarolja. Igy minden detektalt foton az analiza-
tor valamelyik csatornéjéhoz_tartozik - az altala képviselt
idGeltolédasnak megfelelden. Az egyes csatorndk szamértékét
/tartalmat/, - amely azt mutatja meg, hogy a mérés soran hany
foton - kibocsatas t6r£ént az adott csatornidnak megfeleld ido-
késéssel, vagyis aranyos az emisszids valdsziniliséggel - az
iddkésleltetés fliggvényében abrazolva "leCsengési hisztogram-
mot" kapunk, amely a fluoreszcencia lecsengési gorbének felel
meg.

A Dl’ D2 diszkrimindtorok szerepe az, hogy csdkkentsék
/korrigalja} a fotomultiplierek anddimpulzusainak valtozasa-
b6l addoddé idBeltolddast /jittert/ azaltal, hogy minden egyes
fotomultiplier impulzusbdl konstans amplituddéju és szélessé-
gli impulzusokat allitanak eld.

A gérjeszt6 impulzusokat s a STOP csatorna fotomultipliere
dltal detektalt impulzusokat egy vagy két szamlald [esetleg
aranymérd/ méri, igy elkeriilhetd, hogy egy gerjesztd impulzus
esetén kettd vagy tobb foton keriiljoén detektalésra.

Koester és téarsai [51] gerjesztd forrasként szinkron-pumpélt,
hangolhatdé festéklézert haszndltak, amelynek legfontosabb eldnyei,
hogy a gerjesztd impulzus szélessége 35 ps-nal rdvidebb volt és
profilja allandd,; a valtoztathatd hullémhosézuségu fénye polari-

zalt és. monokromatikus.
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Alkalmaznak gerjeszt® forrasként kettOGs hetero-atmenetii
félvezetd [DH/ lézert isp2], ami egyszeriibb a médusszinkro-
nizalt gaz, vagy festéklézernél, és nem ksvetel meg specialis
beallitast vagy hangolast.

A fentieken kiviil szinkrotron sugdrzist [SR/ is alkalmaznak
gerjesztd forrasként. R. Lopez-Delgago [37] az SR statisztikus
jellemzBinek analizise alapjan eldny®s tulajdonsagat abban 1lat-
ja, hogy az SR impulzusok valdban Gauss-alakuak és szé&lességiik
a tavoli infravdrdstdl a rontgen sugarzasig hullamhossz-inva-
ridns. Ez a tulajdonsdg nagy mértékben egyszeriisiti a fluoresz-
cencia lecsengési idd kiértékeléséhez sziikséges matematikai el-

jarast.

2.1.3. Egyéb fluoriméterek

A "zajos mddszer" Hieftje é&s munkatarsai [53] &ltal kidolgo-
zott, eldszdr 1977-ben k6zdlt mddszer a gerjesztd és a fluoresz-
cencia fény intenzitasbeli fluktuacibdjat, "zajat" hasznalja fel
jel /informacid/ hordozdként. Miikddési elve a kbvetkezd: Ha a
vizsgdlandé mintat folyamatos lzemi lézer pyors fluktudcidkkal
bird fényével gerjesztjiik lumineszkalasra, akkor az ilyen ger-
jesztés a mérendd fluoreszcencidban is fluktudcidkat eredményez.
Ennek a fluktuédcidénak a teljesitményspektruma informacidét tartal-
maz a lumineszcencia élettartamdrdl. A gerjesztd fény intenzités-
fluktuacidjanak nagyfrekvencias komponensei£ a mintaban a gerjesz-

tett allapot populdcidja nem tudja k&vetni, mert véges
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élettartama van. Ezért az intenzitasfluktuacid teljesitmény
spektrumanak nagyfrekvenciis komponensei hidnyoznak a fluoresz-
cencia intenzitasfluktuédcid teljesitméﬁy spektrumabdl.

Lényegében tehat a lumineszcencia folyamat /a minta/ egy
alulateresztd exponencidlis sziirdként viselkedik, amelynek sav-
dteresztd képessége fligg a mintat jellemzd fluoreszcencia élet-
.tartamatél.

A gerjesz£6 fény intenzitésfluktuécié teljesitmény spekt-
rumanak /P_(w)/ és a fluoreszcencia fény intenzitasfluktudcid
teljesitmény spketrumanak 6sszehasonlitasdbdl a csillapodasi
idd a kovetkezd mddon nyerhetd:

Ha a minta lecsengését matematikailag az I=Ioe-t/T figg-
vény irja le, akkor a fluoreszcencia intenzitasfluktuacid spekt-
ralis energiasﬁrﬁségét a w kdrfrekvenciatartomanyban a fenti
Osszefiliggés transzformacidjaval nyerjik; azaz

2

F 71+ 12w2

A PF(m) pedig nem més,'mint a mérhetd gerjesztd fény intenzités-
fluktuacid teljesitmény spektrumanak /Ps(w)/ és a szintén mér-
hetd fluoreszcencia intenzitdsfluktudcidé teljesitmény spektru-
manak [ P}(w)/ hanyadosa, azaz

P} (o)

PF(w) :W . 2.4.

A spektrumanalizatorral kdzvetleniil mért Ps(w) és P%(w) fligg-
vények ugyanis nem masok, mint a gerjesztd és a fluoreszcen-
cia fény intenzitasfluktuicié korrelacids filiggvényének Fourier

transzformaltjai; és igy a dekonvolucibés probléma k&zdnséges



osztassad egyszeriisodik.

A Pg(w) fliggvény meghatarozasa diszkrét értékekre vald ki-
szamitasaval torténik. Ezen pontok bufkolégérbéje - egyetlen
exponencidlisb6l 4116 lecsengést feltételezve - Lorentz alaku,
melynek félértékszélessége adja a T értékét.

Ugyanezen elv felhasznalasaval spektrumanalizator nélkiil
is mérhetd a csillapodasi idd, ugynevezett id6-korrelalt jel-

analizissel [54]. A 2.12. abran lathatd rendszerben felveszik

M
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Ph 2
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Ph 1
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' -
: kesleltetes At
| 1
! ]
]
* DBM . —J
\
L lezerek P prizma
N nyalaboszto S szaggato
M mintatarto A ampermero
Ph 1, Ph 2 totomultiplierek DBM kettos kiegyenli-ett

kevero

szuro , St
F E faziserzekeny erosito

2.+12. abra
a P prizmaval létrehozott At késleltetési idd filiggvényében egy-
szer a lézer fény autokorrelacids filiggvényét, masodszor a lé-
zer fény és az altala gerjesztett lumineszcencia fény kereszt-

korrelaciés filiggvényét ugy, hogy az M mintatartdéban egyszer



- 51 -

szordkdzeg, masodszor fluoreszkald minta van. Jeldlje ezeket az
autokorrelacids, illetve keresztkorrelacids fliggvényeket rendre
Con (bt) és Cpf.@iﬁ a minta lecsengését jellemzd filiggvényt pedig

Ile) = z, e~H/T, Belathatd, hogy

&
Cpp (B2) = € (b8) *T(82) = (J) ¢, (t-t7) I(¢’) at’ 25s

azaz I(t)—t a fenti konvolucids egyenlet megoldasabdél nyerjik.
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2.2. Az ismertetett fluoriméterek tulajdonsagainak Osszehason-

litasa

A fazisfluoriméterek a mar emlitett ¢=arc tgwt egyenlet

alapjan - az w korfrekvencia transzpondlasaval - igen roévid
/néhanyszor 10 ps-os/ id®k mérését teszik lehetdvé, mégpedig
nagy pontossaggal. A jel/zaj viszony az w alkalmas megvalasz-
tasaval és fazisérzékeny erGsitd biztositasaval tovabb javit-
haté. Minthogy a csillapodasi idd kétszeri fazismérési ered-
.mény kiilénbségébdl hatarozhatd meg, a fazis mérésére hasznalt
eszkdz feloldéképessége lényegesen korlatozhatja a mérés pon-
tossagat. Masik hibaforras - azon késziilékeknél, melyekbep
elektroncséveket alkalmaznak - az elektroncsdvek sodtét zaja &l-
tal létrehozott fluktuicid. Lényeges e fluktudcid minél ala-
csonyabb szintre vald szoritdsa. Az elektronatfutasi idd nem
korlatozza ugyan a felolddképességet, de megvdltozdsa befolya-
solhatja a mért csillapoddsi idd értéket. Az elektronatfutési
idd pedig filigg a fotokatddra esd fény intenzitdsiatdl, valamint
hullamhosszatél. Ez a hiba két elektronsokszorozd alkalmazasa-
val jelentBsen cstkkenthetd. Lényeges szisztematikus hibakra
vezethet az, ha a modulalt fénynyaldb spektrumanak és kereszt-
metszetének kiilénb6zd részeiben valtozd mértékii a modulacid
mélysége. Az utdbbibdl addédé hiba a késziilék hélyes geometriai
beallitasaval kiklisz6b8lhetd. Masik szisztematikus hiba lehet
az oldalrél, a kiivetta faldrdl és egyéb tartozékokrdl szdrddd
gerjesztd fénymek a detektorba jupésa, ami keresztezd szirok-
kel, vagy igen gyengén lumineszkdld oldatokndl korrekcids sza-

mitasokkal kiisztbdlhetd ki.
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Az egyes impulzus mddszer elvén miik6dd fluoriméterek eld-

nyei, hogy egyszeri felépitésiiek, a detektdlas és kiértékelés
gyors. Az Osszes ismertetett méromodszer koziil ez és a minta-
vételezéses technika a legkdzvetlenebb, legszemléletesebb moéd-
szer a fluoreszcencia élettartam mérésére. Hatranya azonban
egyrészt, hogy csak viszonylag nagy intenzitdssal lumineszka-

16 oldatok vizsgalatara alkalmas, masrészt, hogy a mérhetd
id6tartomanyt a fotodidéda, illetve fotoelektronsokszorozd
elektronatfutasi ideje és az oszcilloszkdp frekvencidja alul-
rol korlatozza. Véletlenszeri hibat okozhat a gerjesztd fény-
forras impulzusainak ido- és intenzitasbeli fluktudcidéja, mivel
tSbb impulzus hatasdra keletkezett lecsengési gdrbék egymasra
rakodott képe [atlaga/ keriil kiértékelésre. A lecsengési gor-

be alakjat jelentds mértékben torzithatjidk az oszcilloszkdp és

a fotoelektronsokszorozd kdzti, nem megfeleld illesztésbdl szar-
mazd elektronikus reflexidk, amelyen alkalmasan valasztott in-
pedanciaju terheléssel, kabellel, illetve vezeték-hosszusaggal
lehet javitani. Szintén hibat okozhat a fézisfluoriméteréknél
mar emlitett sz6rddd gerjesztd fény detektorba jutasa, ami szin-
te valamennyi fluoriméternél fellép hibaforrasként.

A mintavételezéses, illetve stroboszképikus mbédszerek eld-

nyei és hibaforréasai a mérés elvébdl addéddan azonosak az egyes
impulzus médszerével, azonbah rovidebb iddk mérésére alkalmasak,
mivel a mintavevd oszcillbszképban subns-os felfutéasi idd pa-
rosul miflivoltos érzékenységgel. Mindkét mdédszer megkéveteli,
hogy a mérés soran a gerjesztd impulzus alakja allandd legyen.

Az egyfotonszamldlis tekinthetd napjainkban a legtdbb eldny-

nyel rendelkezd mdédszernek. Iddfelbontasat nem korlatozza a fo-
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todidda, vagy multiplier elektronatfutédsi ideje, mint a tdbbi
impulzusfluoriméternél, csak az ennél joéval kisebb, statiszti-
kus idddiszperzid. Ez a mddszer lO—9 - 10-'6 s-o0s tartomanyon
tul is alkalmazhatd, és‘néhény nagysagrendnyi fluoreszcencia
intenzités atfoghatd vele.-Extrém gyengén lumineszkald oldatok
csillapodasi idejének mérését is kitlind iddfelbontassal teszi
lehetdvé. Erzéketlen a fényforras intenzitas fluktudcidjara. A
berendezéshez sziikséges egységek dragdk ugyan, de jo minSségben
a kereskedelemben beszerezhetdk.

A legfbb hiba abbdl szarmazik, hogy biztositani kell, hogy
impulzusonként legfeljebb egyetleh foton keriiljén detektaléasra.
Minthogy az id6—amplitud6 konverter mindig az elsd beérkezd
fluoreszcencia fotonra reagél,‘tébb,Aegymést kdvetd foton jelen-
léte neﬁ szolgaltat realis statisztikat. Ei a jelenség - az iro-
dalomban "pile-up"jelenség ismert,7 mind elméletileg [55], mind
kisérletileg [57].korrigélhat6. T6bb, de ugyanabban az iddpont-
ban érkezd foton altal keltett STOP impulzusok differenciéal
diszkrimindtor alkalmazisaval sziirhetBk ki. Nagy hatranya még,
hogy az adatgylijtés ideje rendkivﬁl hosszu is lehet, ha az impul-
zusokat szolgaltatd gerjesztd forras ismétlddési frekvenciaja
nem elég nagy.

Minthogy jelenleg a fazisfluoriméterekkel végezhetdk ponto-
sabb mérések , az impulzus fluoriméferek viszont lehetdvé te-

szik nem exponencialis, vagy tdbb exponencidlisbdél &116 sugirzas
vizsgalatéat is, a kétféle mbédszer kombindlasaval érhetdk el a
legjobb eredmények.

A "zajos mdédszer" eldnye, hogy szubnanoszekundumos csillapo-

dasi iddk mérését teszi lehetdvé anélkiil, hogy ilyen roévid le-
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csengésii impulzusokat szolgaltatd fényforras eldallitasat és
bonyolult detektald rendszert kdvetelne meg, vagy négyfrekven-
cias modulalas problémajat vetné fel. Hatranya, hogy a rovid

élettartamok mérésének hatdrt szab a detektor hattér zaja.
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2.3. Vizsgalatainkndl alkalmazott kisérleti berendezések leirésa

2.3.1. Fazisfluoriméter

Méréseink egy részét az Intézetlinkben 1965-ben Gati és mun-
katédrsai altal épitett berendezésen végeztiik. A berendezés rész-
letes leirédsa és a hitelesitd vizsgalatok [21]-ben talalhatodk,
ezért itt csak roéviden ismertetjik. Ez a fluoriméter a fazis-
fluoriméterek azon csoportjaba sorolhatd, ahol a faziseltoléd-
dast valtoztathatd optikai uthossz segitségével mértiik. A mé-
rdeszkdz [nem méretardnyos/ optikai elrendezése és az elektro-
nikus tartozékok blokkvazlata a 2.13. abran lathaté.

Fényforrasként nagynyomasu higanylampa /[HBO 500/ vagy xe-
nonlampa /XBO 250/ monochromatorral kivalasztott vonalait al-

kalmaztuk. A fény modulalasa az M., moduldtoregységgel tdrténik,

1
ami a Pl és P2 keresztezett polaroid sziir6bdl all, melyek kozé
a ¢ omlesztett kvarchasadb /MOM, 2,5x2,5x3 cm3/ van elhelyezve.
A @ kvarchasdab az 5,13 MHz frekvenciaju UHG.ultrahanggenerétor-
ral taplalt PqQ piezokvarc kristdlyra tamaszkodik [olajcsatolas-
sal/. A rezgBkvarc alaprezonancia frekvenciaja ~ 1,8 MHz, ezért
a generator a rezgodokvarcot annak 3. felharmonikusa ﬁézelében
hozza rezgésbe. A kvarchasab fesziiltségi kettOstdrdvé valik,
igy a rajta athaladd, kozel parhuzamos f£énynyalabot az UHG frek-
vencidjanak kétszerezésével modulalja /10,26 MHz/. A mbdulécié-
mélység 45 %-os.

A modulait gerjesztd fénynyaldbot a QL kvarclemez két rész-

re bontja. A merbleges iranyba reflektalt fénynyalabot az L,



S

UHG

abra
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lencsével a 03 dia{ragméra fékuszaljuk. Az ebbdl, mint pontsze-
rii fényforrasbdl kilépd fényt az LS teleobjektivvel igen jo ko-
zelitéssel parhuzamos nyalabba képeztiik, amely a teleobjektiv
D4 diafragmajan és a P, fénygyengitd polaroidon athalad, majd

a kb. 350 cm hosszu sinen mozgathatd, Tl’ T2 /MOM gyartmanyu,
elsd feliiletii, parologtatott Al/ tikrdkdn kétszer visszaverddik
és a bees® fénnyel parhuzamosan, ellentétes iranyban haladva az
FZ2 fényzaron és L, lencsén keresztiil az S fotoelektronsokszoro-
z6 [EMI 9558 A/ fotokatddjara jut.

A QL kvarclemezen atmend, gerjesztd fénynyalédb a P, gyengitd
polaroidon, FZ3 fényzaron TS’ T4 tikrdkon és L5 lencsén [f=5,
d=2 cm/ keresztiil a mintdra, vagy a helyére tolhatd szdérdkdzegre
fokuszaldodik. Igy pontszerii gerjesztés valdsithatd meg, ami a
szekunder lumineszcenciahatasat figyelembe vevd korrekcids elja-
rashoz sziikséges feltétel. A kiivetta ehhez képest nagy sugaru
/R=0,8 cm/ megfigyelt kdrfeliiletét a kiivetta normalisa iranyaban
elhelyezett L6 és L7 lencsékkel képezzik le az 52 fotomultiplier
katdédjara. Az Sz, szlir®0 a gerjesztd fény detektorba jutasat aka-
dalyozza meg.

A gerjesztési és megfigyelési irany altal bezart szdg kb.
230-05.

Mindkét fotoelektronsokszorozd kimenete a szelektiv EZ nagy-
frekvencias differencial erGsitdhdz csatlakozik, melynek kimend
feszililtsége a két bemend jel k&zdtti faziskiildnbségtdl filigg. Eh-
hez csatlakozik az E, keskenysavu, nagyfrekvencias erOsitdként

alkalmazott szelektiv csdvoltmérd [/RFT 5007/, amelynek jelét az

ER regisztrald egység rajzolja fel.



A referencia és a mérd fény kozotti fényut-kiilénbség miatt
az SZ és S, fotoelektronsokszorozdk jele kozott faziskiildnbség

van, melynek értéke a T,, T, tikrdk helyzetétdl filigg. Igy a min-

2
tatartdoba a vizsgalandd oldatot helyezve és aPP, gyengitl pola-
rizdtorral a referenciafény intenzitasat a fluoreszcencia fényé-
vel azonos intenzitasunak valasztva felrajzoltatjuk a "fluoresz-
cencia" gbrbét a K kocsi helyzetének fliggvényében. Ezutan a
vizsgalandd oldat helyére szord kOzeget tesziink, a szdrt fény
intenzitéasat a P, gyengitd polaroid segitségével a referencia

fény intenzitdsaval tessziik azonossa, és a regisztraldval fel-

vesszlik az un. "tikorgdrbét", 2.14. &abra.

szoro kozeg eseten

———— lum. oldat -n-

(skr) ——

2.14. abra

Az igy nyert gorbék minimumai - a fluoriméterek attekintésé-
nél mar leirt mdédon - ¢ faziskiilonbségének megfeleld fényuthosz-

szal kiilonbdznek. A csillapodasi iddt - exponenciélis csillapo-
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dast feltételezve - a 2.2. egyenlet alapjan szamitjuk ki. A
szamitas menete a 3.1. pontban talalhaté.

A fluoriméter :x méréshatara 0,1 - 30 ns. A 2AL optikai ut-
hosszkiil®énbség kdzepes abszolut hibdja /kelld lumineszcencia
intenzitas mellett/ kb. * 0,5 cm, ami 3-4 ns-os csillapodéasi
iddk esetében t 0,07 ns-os abszolut hibanak felel meg, de kisebb

csillapodisi idG értékeknél, jelentOsen megnd.

2.3.2. Az altalunk épitett impulzus fluoriméter

Mivel az impulzusfluoriméterek lehetdséget adnak a lecsen-
gési gbrbe "direkt" felvételére, és a fazisfluorimétereknél
gyorsabb mérést és kiértékelést biztositanak, ezért intéze-
tiinkben 1978-ban sor keriilt egy impulzus fluoriméter megépité-
sére, hitelesitésére és kiértékeld programok megirasara.

Az &ltalunk épitett berendezés a 2.1.2.a. pontban ismer-
tetett egyes impulzus mdédszer elvén miikddik, blokdiagramija a
2.15. abran lathatd. Gerjesztd fényforrasként egy - az intéze-
tiinkben 1977-ben kifejlesztett - transzverzdlisan gerjesztett,
atmoszférikus nyomasu nitrogénlézer /[TEA N2/ impulzusait hasz-
naltuk. A lézer felépitésének és miikddésének ismertetésére itt
nem tériink ki, mivel az [57]-ben részletesen megtaldlhatdé. A
lézerbdl kilép8 fényimpulzus jellemzd paramétereit a 2.I. téb-
lazatban gyiijtdttiik 8ssze. Az dltalunk vizsgalt festékek leg-
ttbbje a N2 lézer 377 nm-es gerjesztd fényét j6l1 abszorbealja.
'Azonban a minta abszorpcids szinképétdl fliggden néhany eset-

ben mas hulladmhosszon t8rténd gerjesztésre is sziikség lehet.
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Ilyenkor a T, tikdér - a TEA N lézerrel gerjesztett 7-dietil-

2

amino-4-metil kumarin lézerrel, vagy hangolhatd R 6G festéklé-

zerrel cserélhetd fel /2.16. abra/.

V LEZERFENY

FESTEK
LEZERFENY

2.16. abra
A kumarin lézer 800 ps félértékszélességii impulzusokat szolgal-
tat, és 430 - 470 nm-es tartomanyon miikédik.
A R 6G lézert a 575 - 605 nm-es hullamhossztartomanyon lehet
hangolni. Impulzuséanak iddbeli félértékszélessége 700 ps. A

nitrogén lézer impulzusok iddbeli lefutésa a 2.17. ab-

ran lathatd.
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a kijovd

fény

nyalab geometriai adatai: 1,0 x 3 mm

‘hullémhossza: 337,1 nm _frekvenciéja:‘8,9'lo14 Hz
az impulzus
divergenciaja: 3 x 10 mrad iddbeli -9
1,0-10 [
félértéke:

energiaja: 0,2 mJ

energia silirlisége: 2-102 J/m3

210110
cm

teljesitménye: 200 kW

‘teljesitmény 3
0,2 TW/m
siiriisége:

a berendezés

ismétlési frekvenciaja: 10, 25, 50 Hz

dtlagteljesitménye

: 2, 5, 10 mW

2.1.

tablazat
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‘A legtdbb mérésnél a TEA N, lézer impulzusait hasznaltuk ger-
jesztd impulzusként.

A 2.I. tadblazatban megadott divergencia és a kilépés he-
lyén megadott geometriai adatok segitségével kiszamithatd, hogy
a gerjesztd fénynyaldb az L 1lézertSl 100 cm-re elhelyezett F,
nyalabosztoénal mar 4,5 x 30 mm2 keresztmetszetii, amelynek csak
a k¥zépsd része tekinthetd homogénnek. A kiterjedt fénynyalab
egy része PDl—gyel jeldlt FEK 15 tipusu fotodidédara reflektald-
dik, melynek fotodrama vezérli az oszcilloszkdépot. A fénynyaldb
homogén részének kivagasa a D valtoztathatd nyilasu irisz blen-
dével, mint diafragmival t&rténik. Az irisz blende alkalmazasa
lehetdvé teszi azt is, hogy a gerjesztd fényfolt atmérdjét val-
toztassuk, igy kozel pontszerii, vagy teljes felliletli gerjesz-
tést valdésithassunk meg, ami a [30]-ban leirt szekunder-korrekcid
feltételének betartasa szempontjabdl lényeges. A blende atmérd-
jét cstkkentve csdkkenteni lehet a gerjesztd fény intenzitasat,
aminek alkalmas megvalasztidsa igen fontos. Egyfeldl elég nagy-
nak kell lennie a gerjesztd fény teljesitmény fluxusénak ahhoz,
hogy a fluoreszcencia fényt a rendelkezésiinkre al116 fotodiodda-
val megfigyelhessiik, masfell viszont elég kicsinek kell lennie
ahhoz, hogy a vizsgalandd mint&ban ne hozzon létre populacid
inverzibét. Szamitasaink szerint pl. 5 x 10-3 M koncentréacidéju
R 6G oldat esetén kb. 5 kW/cmz-nél nagyobb teljesitmény fluxus
értékeknél léphet fel a kényszeritett emisszid /ASE/ jelensége.
Ahhoz, hogy a maximalis teljesitmény fluxus mindig ezen érték
alatt maradhasson /G/ fénygyengitd sziird sorozatot alkalmaz-
tunk. A gyengitd sorozat egy elemének ateresztOképessége a

337 nm-es fény esetén 0,82 %-os.
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A gerjesztd fény a T1 és T2 /els6felﬁletﬁ,.pérologtatott Al/
tikrdkrdl visszaverddve jut a K kilivettatartéban elhelyezett
mintiara. A mintatartdét ugy alakitottuk ki, hogy kétféle meg-
figyelést tegyen lehetdvé. Kisebb /d £ 1 cm/ rétegvastagsagok
esetén kis szdg [kb. 200/ alatt tdrténd gerjesztést alkalma-
zunk, a megfigyelés a kiivetta normdlis&nak iranyabdél torténik.
Ez szintén a szekunder lumineszcencia hatasat figyelembe ve-
vO korrekcids eljaras alkalmazasahoz sziikséges feltétel [30].

Nagyobb /1 cm; 0,5 cm/ rétegvastagsagoknal [az alacsonyabb
koncentréacié tartoményban/ a T, tikdr fényutbol valé eltavoli-
tdsa utan lehet®ség van haséabkiivettadban 1év3 oldat gerjeszté-
sére is. Ilyenkor a megfigyelés a gerjesztésre merdleges ira-
nyu. [Ezt a fényutat a 2.15. abran szaggatott vonal jelzi/.

A minta altal emittalt fényt az L lencserendszer [d=8 cm,
f=4,9 cm/ 1 sr térsz&gbdl gylijti 6ssze, és fdokuszalja az
ITL HSO 1850 tipusu vakuumdidda /PDZ/ S-20-as katdédjara. A diod-
da rovid /100 ps-os/ felfutasi idejii és 100 ﬂ-amper/lumen érzé-
kenységli. A fotodiddak tapfesziiltségét stabilizalt nagyfeszlilt-

ségii tapegységek [STATRON/ szolgaltatjik. A PD., fotodidéda 1200

1
.V, a PD, fotodidéda 1600 V-os fesziiltséggel miikddik. Ezek az
értékek a diddak anédéfam-feszﬁltség karakterisztikajanak kons-
tans szakaszara esneks

A gerjeszt®O fénynek a detektorba vald szdrddasat a PD, did-
da ablakara helyezett, alkalmasan ﬁegvélasztott Fy szird gatol-
ja meg. A Nz-lézer 337,1 nm-es fényét 4 db GG-18-as, a 7-dietil-
amino-4-metil kumarin lézer fényét GG l4-es szilirovel vagtuk ki.

A hangolhatd R 6G lézernél olyan szirdt valasztottunk, ami csak

ott ereszt at, ahol a mérendd minta mar nem abszorbeal.
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A PD, fotodiéda jelét az O oszcilloszkép indikalja, melyek
k&zé 60 ns-os M késleltetd miivonalat iktattunk. A hasznalt osz-
cilloszképok 50 Q bemeneti impedancidjuak, ezért 50 Q-os ka-
bellel illesztettilk a diddat az oszcilloszképpal. Ily mdédon

az impulzus torzuldsit eredményezd elektromos reflexidk nagy
mértékben lecsdkkentek. |

T8bbnyire valds idejii, haladd hullamu S7-10 oszcilloszkodpot
hasznaltunk, melynek frekvencidja /a késleltetd kéabellel/ 400
MHz, érzékenysége - bemeneti erdsitd nélkﬁl‘— 3,4 V/cm.

Kisebb fluoreszcencia intenzitdsu oldatok mérésére S7-8 ti-
pusu 16 Hz-es frekvencidju mintavételezd oszcilloszkdpot alkal-
maztunk. Az Altalunk leggyakrabban hasznalt 100 mV/cm-es érzé-
kenység mellett kb. hatszor érzékenyebb volt az S7-10 tipusu-
nal. Mindkét oszcilloszkdép érzékenységét és idStengelyének li-
nearitasat hitelesitettiik. Az S7-8-as oszcilloszkOp idGtengelye
a nagyobb mintavételezési silirliségnél miar nem volt linearis, ezért
a méréseket kisebb mintavételezési siiriiség mellett végeztiik.

Az ernydn megjelend lecsengési gdrbét fotozassal régzitet-
tik, bar az S7-8-as oszcilloszkdphoz XY-kiird is csatlakoztat-
haté. Ezt azonban nem alkalmazhattuk, mert a kiiratashoz a leg-
nagyobb mintavételezési silirliséget kellett volna haszn&lni. Jo
minSségii felvételeket 27 dines filmre 3 perces expozicids idd-
vel lehet késziteni. Minthogy a lézer 10 és 25 Hz-es frekven-
ciakon miikédik, a felvételeken kb. 2-4000 lecsengési gOrbe
egylittes hatasa latszik, ami - az egyes impulzusok kisméreti
/< 5 %-o0s/ intenzitds fluktudcidéja miatt - egy kiszélesedett

lecsengési gdrbét eredményez. Feltételezve, hogy a g&rbéknek
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csupan az intenzitasuk valtozik, de az alakjuk nem, a kiérté-
keléshez a gdrbének fotodenzitometralassal legsdtétebbnek add-
ddé vonalat hasznaltuk fel.

A mérés két lépésben tdrténik. Eldszdr a vizsgdlandd min-
tat helyezziik az M mintatartdba, beallitjuk a megfeleld ger-
jesztd fényintenzitdst, és fényképezziik az oszcilloszkdép ernyd-
jén megjelend lecsengési gorbét. Ezutan a mintat nem fluoresz-
kaldé szbrdkdzeggel [/MgO/ cserélijiik fel, kelld mértékben gyen-
gitjliik a gerjesztd fény intenzitasat, és eltavolitva az F2 szii-
rot, fényképezzik a gerjesztd impulzust. Ugyelni kell arra,
hogy a két felvételen az iddtengelyek a /kisérleti koriilmények-
hez képest/ pontosan illeszthetdk legyenek, hogy a lecsengési
gorbét és a gerjesztd impulzust egymasra lehessen vonatkoztatni.

A kiértékelést a 3. fejezetben ismertetjiik.

A berendezés 0,3 ns-ndl nagyobb csillapoddsi id®k mérésére
alkalmas. A felsd méréshatarat elvileg csak az oszcilloszkdp
legkisebb eltéritésﬂéebessége befolyasolja, de a gyakorlatban
az elektromos reflexidk erdsen korlatozzdk. Az alsd méréshatér
értékét az siabja meg, hogy a lecsengési gdrbe még szignifikéns
médon megkiildnbbdztethetd legyen a gerjeszt6‘impulzust61. A leg-
roévidebb ilyen [dekonvclucids mdédszerrel szamitott/ csillapodéasi
idé 0,3 ns-nak adddott.

A készlilék relativ hib&dja [ a leggyakoribb 3 - 6 ns-os

csillapodasi iddk esetében 1 + 5 3.
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III. fejezet

3.1. Kiértékelési modszerek

3.1.1. A fazisfluoriméteren mért adatokhoz alkalmazott kiér-

tékelés

A 2.3.1. pontban leirt mérés soran koézvetleniil a K kocsi
helyzetének filiggvényében felvett fluoreszcencia és referencia
g6rbék munimumhelyzetei k&zti AL tavolsadgot mértiik. A ¢ fazis-

kiildbnbség és az optikai uthosszkiilonbség kapcsolata:

_ 2ALw

= =52 s 5,1

ahol ¢ a fénysebesség. Ezt a 2.2. egyenletbe helyettesitve, és

onnan t-t kifejezve a csillapodasi idd a

2ALw
e

_ 1
T—atg

egyenlet alapjan szamolhato.

A szekunder lumineszcenciara vald korrekcidt az 1. fejezetben
ismertetett eljaréassal végeztiikk. A valdédi csillapodasi idot
az 1.37. egyenletrendszer alapjan a Cramer-szabaly segitségé-

vel szamitottuk:

Ls s Ly
L = g ¥
L 1,019 88 + L 111982 + L 72,19 L2
T2 R T 7 = i
7 2 2 3 3 1

A fenti egyenletben 1%-vel a 3.2. alapjan szamitott "kiilsd"

csillapodasi iddket jel&ltiik. Matematikai okokbdél /a pontossag-
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ra vald tekintettel/ célszeri az Zi rétegvastagsagokat eléggé

kiilénbézOnek valasztani, példaul ugy, hogy 7, 251, % 31, le-
gyen. A szamitdsokat programozhatd, kézi szamoldégépen [Hewlett-

Packard 25 C/ végeztiik.

3.1.2. Az impulzusfluoriméternél alkalmazott kiértékelési mddok

Az impulzusiizemii fluoriméterek barmelyikét alkalmazva, kOz-
vetlen mérési eredményként a fluoreszcencia fény intenzitasanak
a késziilékfiiggvénnyel torzitott iddbeli D (¢) lefutésa adddik
analdg vagy digitdlis formaban. A D (¢} filiggvényt rendszerint
t6bb tényezd alakitja ki. Egyrészt a G (¢) valdédi lecsengési
folyamat [ami esetleg t&bb kiilénbdzd energiaszintrdl tdrténd
‘egyidejﬁ emisszibd szuperpoziciéja/, masrészt a X (t) késziilék-
fliggvény, amely a gerjesztd impulzus alakjat és a késziilék tor-
zitdé hatdsat veszi figyelembe. A K (t) gbrbe kisérletileg megha-
tarozhatd /1. a 2. fejezetet/.

Ezen fliggvények kapcsolata matematikailag a
t
D@ = [ k(t-t) G (¢’) dar’ 3.4,
o

konvolucids integrallal irhaté le. A méréskiértékelés feladata
lényegében a torzitds nélkiili lecsengési folyamat id&fiiggvényé-
nek elGéll;tésa a torzitott kisérleti eredményekbdl. A mért D (t)
lecsengési gdrbék harom csoportra oszthatdk a torzitads mértéké-
to6l fliggben [58]: :

- Gyakorlatilag torzitatlan a D(t), ha a gerjesztd impulzus §

impulzusnak tekinthetd /azaz ha a gerjesztd impulzus w iddbeli



félértékszélessége << 1/ 3.1. abra.

10}

J\

0 10 20 30 t(ns)

3.1. abra
- Részben torzitott a lecsengési gbrbe, ha a kezdeti szakasz-
hoz tartozd része torzul, de az impulzus tovabbi szakaszén
a 3.2. abranak megfeleld, torzitatlan jelleget mutat.
- Ha a gerjesztd impulzus szélessége Osszemérhetd az emisszi-
6s folyamat lecsengési idejével w > %, akkor a gbrbe telje-

sen torzitott, 3.3. abra.
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a, Lineadris illesztési eljaras a linedris legkisebb négyzetek

mbédszerével

Torzitatlannak tekinthetd esetben a D(t) lecsengési gdrbe
természetes alapu logaritmusat eldallitva elddnthetd, hogy a
csillapodas exponencialis jellegii-e, illetve hogy hény expo-
nencialisbol tevddik Ossze. Amennyibén egykomponensii és a

t/T

G Ae exponencidlis egyenlettel irhaté le a folyamat, ak-

kor a logaritmdlas linearis 6sszefliggéshez vezet:

1n D (t) :1nA—% . 3.5.

Az egyenes iranytangensének negativ reciproka tehat az éléttar-
tam, tengelymetszete pedig a t=0 ponthoz tartozd 4 emisszida

intenzitéds logaritmusa. A 3.5. egyenlet megoldasahoz a.lineéris
legkisebb négyzetek mdédszere hasznidlhatdé, melynek lényege, hogy

a szadmitott és mért adatpontok eltéréseinek négyzetdsszege

n t’i 2 .
I [ln4a--—-1n D(t;)] 3.6.
7=

1

minimédlis legyen. Az Osszegzéshez az ]JLZ>@J tl—t6l tn—ig vett
linedris szakaszat haszndljuk fel, hogy a kezdeti torzitd ha-
tést,'valamint az alacsony numerikus értékeknél mar szamottevd
zajt és reflexids effektusokat kikiiszodbdljiik. Szamitasainkat
szintén a Hewlett-Packard 25 C kézi szamoldgéppel végeztiik.

A grafikus meghatarozast ugyancsak a 3.2. abra mutatja.
Eldfordulhat, hogy a [tl, tn] szakasz eredményes kiértékelése

mellett a rovidebb idSkh&z tartozd szakaszon gyors lecsengési

folyamat is fellép /3.4. abra/. Ezt ugy ellendrizhatjiik, hogy



5 15 25 t(ns)

3.4. abra
képezzilkk a kisérleti és a szamitott lecsengési filiggvény E(t)

kiilonbségét:
E{t) =D &) - & () . : iy

Ha a D (t) gdrbe csak a kiszamitott exponencidlis folyamatbdl &ll1,
akkor E (t) a kisérleti szOrés oszcillacidit mutatja. Ellenkezd
esetben egy masodik lecsengési folyamat paramétereit is meg le-
het hatarozni. Ekkor a 3.6. egyenlet szerinti maradékot kezel-
jik ugy, mint egy torzitott D (¢) fiiggvényt. A kétkomponensii
rendszerek rdvidebb lecsengési ideje a fenti kétlépéses illesz-
tési eljarassal meglehetdsen pontatlanul hatarozhatdé meg, kilo-
nOsen, ha a lecsengési iddk kozel azonos nagysaguak. Ilyen eset-

ben célszeriibb més, eleve td&bbkomponensii fiiggvények analizisére
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késziilt eljarasok valamelyikét haszn&lni /pl. Laplace v. Fou-
rier transzformlcid/.

Ha a kisérleti gorbe teljesen torzitott, akkor a lineéris
kozelitést nem lehet hasznalni, a G (t) lecsengési filiggvény pa-
ramétereit a 3.4. egyeﬁlet alapjan hatarozhatjuk meg. Elmélet-
ben a dekonvolucidé matematikailag jol kidolgozott mdédszer, azon-
ban a fluoreszcencia lecsengési méréseknél nyert adatok szerint
zajjal terheltek, ami a megoldast nehézzé, sokszor lehetetlen-
né teszi. Az irodalomban a 3.4. egyenlet megoldasarakiilénbdzd

eljarasokat ismertetnek.

b, Heiss-féle grafikus mddszer

A [59]-ben leirt eljaras akkor alkalmazhaté, ha a valoddi

a e-t/r

lecsengést egyetlen exponencidlis irja le. Erre G @) = -

alakot feltételezve, a 3.4. konvolucids integral nem mis, mint

az alabbi linearis differencidlegyenlet megoldéasa:
T-—L—+D(t) = ak (t] . 3.8.

A 3.5. abran lathatd szerkesztési eljarasbél a t értéke szamo-
las nélkiil, k&zvetleniil meghatidrozhaté. Az idStengelynek abban
a P_ pontjaban, ahol D (t) eléri a maximumat /P, pont/, a

Q%é;L = 0. Igy a 3.8.-b0l egy algebrai egyenlet addédik, amely-
ben csak az a konstans ismeretlen. A D(PO) = aK(?OI segitségé-
vel megszerkészthet6 egy tetszOleges P, pontban /ahol_%%¥2)¢ 0/
az'a-K(Pg) értéke.

A szerkesztés menete a kdvetkezd:
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D(t)

K (t)

ps

abra

£



Allitsunk merSlegest a t tengelyre a P, pontban, és jeldl-

je P, azt a pontot, ahol g, a K(t gbrbét metszi. A t tengely
1 1

szabadon valasztott PS pontjaban szintén allitsunk g merdlegest
a t tengelyre, valamint huzzuk meg az SP2 és SP1 egyeneseket.
/|S€t| A g egyenes és a D(t) gdrbe metszéspontjat jeldlje P4, a

g és K(t) metszéspontjat P P_-bd1l parhuzamost huzunk a ¢t ten-
5 P

50

gellyel, amely az SP, egyenest P6—ban metszi,; a P6—ba allitott,

1

t-re merdleges egyenessel SP2-b61 kimetssziik a P7, majd a P7-et
tartalmazd t-vel parhuzamos egyenessel g-bdl a P8 pontot. A
P.P, szakasz nem mis, mint a-X @}) . Ez kdnnyen belathatd a

parhuzamos szeldk tétele alapjan: a PoP és P P7 parhuzamos egye-

2 6
neseket az SP7, SP6 és t egyenesek metszik el. A P4 pontban

D(t)—hez huzott érintd a vizszintes P7P egyenest a P, pontban

8
metszi. A 3.5. abra alapjan irhatjuk, hogy

- dp _
PPy - 3’; D (P;) = P P, 3.9.
3

A 3.8., és 3.9. egyenleteket Osszehasonlitva kapjuk, hogy
T = P8P9' Az elérhetd At idSfelbontéds a 3.8. felhasznalasaval
adédik [59]:"

sD (¢)

AT ~ (th s

dt max

ahol 6D a kiird szerkezet, vagy a felvétel zaja. A grafikus
mdédszer pontossiga szamitdgépes kiérétkeléssel lett ellendriz-
ve. A szerzd Laplace transzformacidval, mi iteracids konvolu-

cidéval szamoltuk, mindkét esetben igen jo egyezés adddott.
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c, Iteracidés konvolucid

Az iteracids médszer soran G (¢) -re konkrét, pontosan de-
finidlt matematikai O6sszefliggést tételeziink fel /pl., hogy

Ae-t/T

alaku exponencidlis a lecsengés, esetleg tSbb exponen-
cidlis Osszege/. Kiildnbdzd Tt paraméterekkel szamoljuk a

ck) = ? k() Gj (t-t?) dt’> konvolucids integralt, és Ssszehason-
litjuk Z mért D (t) lecsengési gdrbével ugy, hogy a C(t) és D (t)

gbrbék eltérés-négyzeteinek sulyozott Osszegét képezziik:

x? = L { —12— [D(¢;) - cj(ti)]z} ' 3.11.
7 Oi

ahol 7 az illesztési pontok, § az iteracids lépések sorszama,

o pedig az 7 adatpont hib&ja. Az egyes iteracids lépésekhez a

" T értéket ugy valasztjuk meg, hogy a x2 érték egyre kisebb le-
gyen.

Az eljarast addig folytatjuk, mig az egymast kdvetd x2 értéke-
ket kevésbé kiilénb&znek egy eldre megadott, 6nkényesen valasz-
tott értéknél. A legkisebb négyzetek mddszere [LSQ/ [60] viszony-
lag egyszeril, az eljaras tetszlleges pontossidgig folytathatd,

€s tObb komponensb®l 4116 gdrbe kiértékelésére is alkalmas

[58, 61]. Azonban sokkal szamolas igényesebb, mint a nagyobb
hatékonysagu médszerek /pl. Laplace transzformécié/.

Adataink egy részének kiértékeléséhez mi is iterdcids mddszert
alkalmaztunk. Az MTA Kozponti Fizikai Kutatdintézetében FOCAL
nyelven késziilt [62] program konkrét feladathoz igazitott val-
tozatat hasznaltuk. A gerjesztd és lecsengési filiggvény értékeit,

amelyeken amplituddé normidlast végeztiink, tdblazatosan adtuk meg.
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A konvolucibés integral numerikus kiszamitdsa a [62]-ben ismer-
tetett Simpsori-specidl mdédszerrel tdrtént. Az egymast kovetd
T,-T

1 "2

J
Osszefliggés szolgdltatta, ahol j az iteracibés lépésszam, T, @

iteracids lépésekhez sziikséges T értékeit a T =Ty -

kisérleti gbrbe, T, a gerjesztd fiiggvény maximumhelye. A sza-

mitds TPA 1001 tipusu szamoldgépen tortént.

d, Momentumok mddszere

Kezdetben csak egyszerii, egy exponencidlisbdl 4116 lecsen-
gési gbrbékre alkalmaztdk, majd Isenberg és munkatdrsai [63]
fejlesztették a ma is hasznalatos formaba és szamoltak vele
tobb exponencialisbdl alld lecsengési adatokat. A mddszer el-
ve ‘a k&vetkezd: Definialjak a X (t} gerjesztd impulzus és a D (t)

mért lecsengési gdrbe k. momentumdt az

m, = | & k() at 3.12.
o

w, = f £5p (2) at 3.13.

5 .
integralok, és tételezziik fel a G () valddi lecsengési filiggvény
N db exponencialis Osszegének:

N
G(t) =1 a,e T . 3.14.

=1

A 3.4. egyenlet 3.13-ba helyettesitve

w =t [ Kk (t-¢) ¢(¢?) a*as 3.15.

o-“-8
O Yt

adoédik.
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Az integralas sorrendjét megvaltoztatva és bevezetve a t-t’=v

helyettesitést:

o o % k+1 BMis1-8
w = Je(e) § () k() avar = kiz IS 3.16.

o o s=1 )
ahol

v s
Bs :‘Z AiTi . 3.17.
=1

Azaz N komponensii oldat esetén 2N ismeretlenes egyenletrendszer
megoldisa szolgdltatja az eredményt.

KésBbb a médszert tovabbfinomitottak, hogy képes legyen korri-
galni néhény, a kisérlet sordn fellépd nem véletlen hibat is
[64] az ugynevezett momentum-index megvaltoztatassal, és vélet-e
lenszerii vagy statisztikus hibakat is [65].

LeggyakrabbanAtébb exponenciélisbél 4116 lecsengési gorbék ki-
értékelésére alkalmazzak, lehetdséget ad viszonylag kdzel 1lévd
Ti_k meghatarozasara is. Ehhez azonban az intenzitas valtozast

tObb nagysigrendben kell pontosan ismerni. Ezért nem alkalmas

az oszcilloszkdpos felvétel kiértékelésére ez a mddszer [58].

e, Modulacidés fliggvények mddszere

Sok komponensii gorbék dekonvolalasara Loeb eredeti javas-
latat kiboOvitve Valeur if Morez [66] alkalmaztdk ezt az elja-
rast. Szintén a D(t) = [ k (t-¢°) ¢ (¢9) dt® és G(¢) = g Aie_t/Ti
egyenletekbdl indultak zi. A modulaciés fﬁggvényekez olyan

fliggvényekkel definidljak, amelyeknek elsd derivaltja a ¢=0

és valamely t=T pontban zérus. Belathatd, hogy
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. .. () . o (=)
D(t) + a,D(t) + ayD () +...+ apD (t) =a K )+ agk (t)+... oy . K (),
3.18.
amelyben
a, = L T,
1 ! )
g )
ay, = z TiTJ B
v>d 3.18.a.
a, = L T.T.T, »
8 >G>k 17k
AN T T TeTz. .. Ty
és ‘
' N-1)
a, = alG(o)+ ayG (o) +...*ay Ié(o; s
_ . N_2 p
a, = aZG(o)+ asG(o)+...+aN (G{o)j , 3.18.b.
ay = aNG(o) R
és
G(O) =z Ai s
Z
. Ai
Gl) = -1 — |, 3.18.c.
ALY
(w) 4.

G =17 2 3,
1 1

A 3.18. egyenletet megszorozzuk a @, (t) modulald fiiggvénnyel, és

integralunk, ¢t = 0-té6l ¢t = T-ig.
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£l

Parcidlisan integrilva és a peremfeltételeket kihasznéalva:

. T.. ' T
a, zwl (t) D (t) dt-a, cj)ol (t) D (¢) dt+...+(—1)”’1 ay <j)a"l‘”(t) D.(t) dt +
3.19.

T. o0 [+ ]
+ “lz‘bl t) x @ dt-azéwz &) x ) at+. ..4(—1)1"'19”({1@@"1&) K(ﬂdt:(j)cpz @) D (dat.

Megfeleld szamu modulald fliggvényt vélas;tva, a 3.19zhez hason-
16 tipusu egyenletekbdl a4l11ld egyenletrendszer szolgaltatja az
o és a, értékeket. Ezek segitségéevel 3.18.a-bdl a (e 3.18.b-

-bS1 G (o) derivaltjai, végiil T,7k és G (o) -k ismeretében 3.18.c-

-bSl az 4. paraméterek széamithatdk. Fontos a modulalé figgvény
~ n AP
célszerii megvalasztésa, a szerzdk a ¢ {T—tﬂjalakuakat ajaljak.

Az igy szamitott t-értékek némileg pontatlanabbak, mint példaul

az LSQ mdédszerrel nyertek [61], de az n, p pér optimalizalasa-

val esetleg jobba tehetdk.

f, Laplace transzformacid

Fluoreszcencia lecsengési gorbék kiértékelégére elsOként
Helman [67] hasznalta a Laplace transzformacidét. Gafni és mun-
katarsai [68] lényeges tovabbfejlesztéssel alkalmassd tették
Helman médszerét N-komponensii exponencidlis filiggvények anali-
zdladsara. Az eljaras elve a kdvetkezd: Tegyiik fel, hogy a va-
16di lecsengés G (t) = g Ay et/ alaku.

Valamely X(ﬁ fﬁggvényiLaplace transzformaltjan definicid sze-

rint a k&vetkezdt értijiik: -

A < -8t
LILX@E)I=x(s) =) x@t)e dt, 3.20.
o]
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ahol s>0. Jaz 1X(t) | < ¢ feltétel mellett, azaz X(t) korlatos
fliggvény/
Képezziik a D(t), k(t) és G (¢) fiiggvények Laplace transzformalt-

jat. Minthogy a Laplace transzformdcié linedris operator, és

mert
A
y:|
[4e" /Ty = , 3.21.
s+1/7T

a 3.4. konvolucidés integral a

A A A

D) =K@ - G(s) 3.22.

alakot nyeri, ahonnan

A

N 4. A

E 57%7?i = ¢ (3) :'Xié— . 3.23.

K ()

Kénnyen belathatd, hogy 2N szamu, kiilénbdzd s értékkel felirha-

tunk egy 2N ismeretlenes egyenletrendszeft, amelynek megoldasa-

val nyerhetjiik az ¥ db amplitudd és az N db T értéket vissza-

transzformdlas nélkiil! Elvben barmely s-sorozat kielégiti a fen-

ti egyenletrendszert, mégis a pontossdg és érzékenység érdeké-

ben célszerii az s-eket 1/t nagysagrendiinek valasztani. A méd-

szert - a moduléacids filiggvények mdédszeréhez hasonldan - egysze-

ri médon képes szamitassal figyelembe venni a mérésnél esetleg

fellépd hibakat: -

- az ugynevezett "levagasi" hibat, ami abbél addédik, hogy a

. Laplace transzfdrmécié integrédlja o-«-ig van definialva, de
az:integrél numerikus kiszamitdsa O-T intervallumon t&rténik.

/[T azt az iddpontot jelsli, amig mérési adataink vannak/

- a beszb6rd6dd gerjesztd fénybdl szarmazd hiba kiklisz6bdlhetd,
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ha a 3.4. egyenlet helyett a k&zvetleniil mért lecsengési gor-

bét
¢
p@® = [ k{-t) ¢ () at® + c-k(t) 3.24.
(¢}

alakunak tekintjiik, ahol C szdrasi konstans mutatja a beszdrod-

d6 fénymennyiséget. A Laplace transzformlcidé utén igy a

A A A A
p() =kB - G() + ck (s 3.25.
alakot ©6lti, ahonnan
A
A N Aa.
D6 -G + 0= 3 L +c . 3.26.
A i=7 s+1/ri
K (9 -

A feladat: 2N+1 ismeretlenes egyenletrendszer megoldésa.
- szignifikans hibat okozhat, ha a D(t) lecsengési és a K (t)
gerjesztési fliggvények egymashoz képest iddben eltolddnak.

@ iddvel vald eltolddas esetén a konvolucids egyenlet alakja:

D(t+Q) = | k(t-t2)+ @ () ar® . 3.27.

Q *— ¢+

A Laplace transzformacidra érvényes matematikai Osszefliggések

szerint a transzformdlds utdni egyenlet

A A A -Qs

D) =k G(s) - e 3.28.
alaku , ahonnan

A A N Ai

D 3) - e‘QS G (S) = e-QS ¥ 3.29.

A “, s+l/T. 3
K’@) =1 7

és a feladat ismét [2N+1/ ismeretlenes egyenletrendszer megol-



désa.

A gyakorlatban eldforduld ¥ = 1,2,3 esetben igen j6l1 hasznal-
haté a fenti eljaras, de nagy komponensszam esetén az egyen-
letrendszer megoldasa nehéz. A fenti eldnydk miatt ezt az el-
jarast mi is alkalmaztuk. A szamitasokat a JATE Kibernetikai
Laboratoriumdnak R-40-es szamitdgépén végeztiik. [/E helyen
szeretnék koszbnetet mondani Bara Tamas matematikusnak a ma-
tematikai meggondolasokban nyujtott segitségéért, és Galam-

bos Gabor programoz6 matematikusnak a program megirasaért./

g, Az exponencialis sorozatok mobdszere

Kidolgozasaval Ware és munkatarsai [69] megoldottdk azt a
probléméat, hogy ne kelljen a torzitatlan lecsengési fiiggvény
egzakt formdjara a priori feltételezéssel élni. Az eddig leirt
mdédszerek mindegyike megkdvetelte ezt, pedig, mint mar emlitet-
tik, lehetnek olyan rendszerek, amelyek csillapodasi t&rvénye
ismeretlen.

A keresett G (t) fliggvény tetszBleges pontossiggal megk&zelithe-

to a

-

ay e-t/Yk 3.30.

[T e B

k=1

alakban, ha n elég nagy. Sem az ak—nak, sem a Yk—nak nincs
konkrét fizikai jelentése. A fenti kifejezésben az a; egylittha-
td lehet akar pozitiv, akar negativ. Eldre mega dott, fix Y
értékek mellett az ay értékeket az LSQ mdédszerrel /3.2.2./ ad-

dig valtoztatjak, mig a szamitott konvolucibs integril legjob-

ban nem illeszkedik a mért lecsengési gdrbéhez.



Ha a 3.30. kdzelitd filiggvényben az exponenciédlisok n szamat
tul nagynak valasztjuk, akkor a mérési hibak oszcillacidhoz
vezethetnek, ha tul kevésnek, akkor nem adja elég pontos rep-
rezentacidjat a G(ﬂ-nek. Bar G(t)hez tartozé lecsengési idok-
nek nem kell sziikségszeriien szerepelniiik a Yy sorozatban, meg-
figyelték, hogy a legjobb illesztés akkor addédik, ha a Y,k a
T korili intervallumban szimmetrikusan helyezkednek el. Ware
és munkatarsai sikerrel alkalmaztdk ezt a mbédszert nem exponen-
cidlisan lecsengd esetekre, tovabba olyankor is, amikor a va-
16di lecsengési gdrbe maximumot mutatott [69].

A mbdszert természetesen nem alkalmazzak egy exponencidlis
lecsengés meghatarozasara. Az Osszehasonlithatdésag érdekében
Ware és munkatdrsai megtették ezt, és kitlind eredményt nyertek.

Az eljaras viszonylag hosszadalmas, igy dréaga.

h, Fourier transzformacio

Nagyon elegans mdédszere a G (¢) meghatérozésénak, amelynél
szintén nem kell a G(¢t) alakjara nézve eldzetes feltételezés-
sel élni. A klasszikus Fourier transzformicidé rendkiviil ido-
igényes, igy nem is tudott tért hdéditani. Ezért dolgoztdk ki
az‘ugynevezet; gyors Fourier transzformidcidét /FFT/. Valamely

X ) fiiggvény Fourier transzformacidjat az
) o —amive
FIx@] =xm) = x@&e “™Y at 3.31.
-0

az inverz transzformaciét pedig az

- 0 © 0 .
x@) = F L gl = x(we?™V av 3.32.

Y}
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egyenletek definialjak.

Végtelen hatdrok ko&z6tti integralas a gyakorlatban lehetetlen,
ktzelitésképp az un. csonkitott Fourier transzformaltakat hasz-
naljuk, amikor [tztzl hatarok k&zt integrilunk. Ez nem okoz sz&- -
mottevd hibat, feltéve, hogy a filiggvények t2—né1 maximumuk 1 %-
ara cstkkentek mar.

AD(t) = ? Kk (t-t) ¢ (t?) at* konvolucibés egyenletben szerepld fiigg-

o
vényeknek a fenti definicid szerint a Fourier transzformaltjait

képezve o
)
G(v):-lo-)—-@l— 3.33.
K (v)

o
alakhoz jutunk. G(V) -t a frekvenciatérbdl iddtérbe visszatransz-

formalva
o O .
¢k) = [ gbv)e?™Vtay 3.34.
~00

adja a keresett valdodi lecsengést.
A mdédszernek igen nagy hatrénya, hogy az inverz transzformacid
rendkiviili mértékben érzékeny a mérési adatokat terheld zajra.
A zavarok kikiiszéb&lésére zajmentes adattdmbdket kell hasznalni,
amelyet szamitistechnikai simitd eljarassal és a kisérleti ered-
mények jel/zaj viszonyanak ndvelésével lehet elérni. Olyan ese-
tekben, amikor a lecsengési tdrvény ismert, a paraméterek egy-
szeriibben hatarozhatdk meg a Fourier-helyeken valdé illesztés-
sel. Azonban ugy tiinik, hogy ez nem vezet jobb eredményre, mint
'a hagyomanyos médszerek.

Az ismertetett kilenc kiértékeld mdédszer kozilil mi 5-6t al-
kalmaztunk. Megvizsgaltuk, hogy befolyasolja-e a csillapodéasi

idd értékét az, hogy melyik kiértékelési eljarast hasznaljuk.



A mérési hibanal nagyobb eltérés enm addédott, igy a késbbbiek-
ben koz81lt értékek egymassal Osszehasonlithatdk a szamitdsi el-

jaras feltlintetése nélkiil.
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3.2. Mérési eredmények

3.2.1. A vizsgélt oldatok kivalasztésanak szempontjai

Mindenekeldtt olyan oldatok csillapodéasi idejét szandékoz-
tunk mérni, amelyeket mar szamos kutatd tanulmédnyozott, hogy
igy médunk legyen Osszehasonlitéast Végezni. Ilyen oldatok pl.
kininszulfat, rodamin 6G, rodamin B, stb. oldatai. Abbol a cél-
b6l, hogy minél jobban megismerhessﬁk és ellendOrizhessiik impul-
zus fluoriméteriinket, igyekeztiink ugy megvalasztani a vizsga-
landdé oldatokat, hogy a csillapodasi idejiik adtfogja a késziilék
mérési tartomanyanak 0,3 - 30 ns-os szakaszat. Ennek megfeleld-
en alkalmaztuk pl. az egyébként standardnak is t&bb szerzd [76]
dltal javasolt kininszulfatot, mint "hosszu" és bengdli vdrdset
mint "roévid" csillapodéasi idovel rendelkezd festékeket.

Tekintettel arra, hogy az 1.2., 1l.4. pontdkban leirtaknak
megfelelden a valddi csillapodasi idd kapcsolatban van a t&bbi
fluoreszcencia jellemzdvel 1ehet65ég szerint olyan oldatokat
valasztottunk, amelyeknek ismerjiik az abszorpcidés és emisszids
szinképét, valamint a hatasfokat. Szempont volt, hogy legyenek
az oldatok k&zdtt olyanok, amelyek abszorpcids és emisszids
spektrumai jelent®s mértékben atfedik egymist, és kvantumhatés-
fokuk k&zel egy /ekkor a legnagyobb a szekunder lumineszcencia
hatasa/ és legyenek olyan oldatok is, amelyeknél elhanyagolhatd
mértékli az atfedés, ill. a hatasfok kicsiny.

Néhany festéknél megvizsgaltuk a csillapodasi idd értéké-

nek kiilénb6zd tipusu és mennyiségli adalékanyag hatasara beko-



vetkezd valtozasat. Az alkalmazott adalékok a dinamikus kioltd-
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ként ismert kalium-jodid, valamint a [76] &ltal ajanlott NaCl

volt. A kioltas hatédsénak felhasznal&dsaval egyre rovidild csil-

lapodasi idd értékekkel vizsgalhattuk a késziilék megbizhatd-

sagat a rovid csillapodasi id0k tartomanyaban is.

Az alkalmazott festékek szerkezetiiket tekintve is tSbb

csoportra oszthatdk, /[pl. xantén, akridin stb. szarmazékok/,

igy a lumineszkald vegyiiletek kiildnb&zd tipusait képviselik.

Oldoszerként spektroszkdépiai tisztasadgu etanolt, metanolt,

0,1 N NaOH-t, benzolt,

ill. 0,1 H

2SO4—t hasznaltunk. A vizs-

galt anyagokat, a haszndlt olddészereket, a festéket eldalli-

td cég nevét a 3.1I.

tablazatban tiintettiik fel.

festék festék neve oldébészer gyartd cég neve
csoport ' :
- rodamin 6G etanol, metanol |MERCK
¥ | rodamin 6G " " NEN PILOT 559
B
= rodamin B " " MERCK
< .
b fluoreszcein 0,1 NaOH MERCK
bengali vdros etanol
tripaflavin etanol HOECHST
/3,6 diamino, 10 me-
= til akridin-klorid/
H
A diamino akridin HC1 " FLUKA
=
o 9-amino—-akridin " MERCK
M rodulin orange " MICHROME
=
akridin
perilén benzol FLUKA
kininszulfat 0,1 N HZSO4 SIGMA
3.I. tablazat



A rodamin 6G-t kromatografias eljarassal, a fluoreszceint
és tripafalvint étkristélyositéssal tisztitottuk. A téablazat-
ban szerepld t8bbi festék vékonyréteg kromatografias vizsgala-
ta azt mutatta, hogy lényegében csak egy-egy fluoreszkald kom-
ponenst tartalmaznak, illetve a benniik 1év3 szennyezés olyan
kicsiny, hogy az varhatdéan a fluoreszcencia csillapodési ide-

jére nincs hatassal [77].

3.2.2. Az impulzusfluoriméter hitelesitése

A 2.3.2. pontban ismertettiik az altalunk épitett fluorimé-
ter miikodésének elvét, felépitését és az alkalmazott mérési el-
jarast. A fluorimétert a 0,3 ns-os alsd méréshatiaratdél a 30 ns-
-ig terjedd intervallumban vizsgaltuk meg, kiilénds tekintettel
a leggyakrabban hasznalt 2-20 ns-os tartomanyra.

A mérési tartomany 1,5 - 20 ns-os szakaszdnak hitelesitésé-
re Chen [76] kininbiszulfat oldatot javasol. A kininbiszulfat
helyett kininszulfat is hasznalhatd, mivel a két anyag kénsa-
vas oldatanak lumineszcencia jellemzdi megegyeznek [78], és a
lumineszkalé ion Gsszetétele kromatografiads eljarassal is azo-
nosnak mutatkozott. A kinint a kovetkezd tulajdonsagai teszik
alkalmassa arra, hogy hitelesitd oldatként alkalmazzuk:

- Az abszorpcibs és emisszids szinképek alig fedik at egymast
/3.6. abra/, ezért a szekunderlumineszcencinhatédsa figyelmen
kivil hagyhaté. Ugyanakkor a 0,1 N HZSO4-ben oldott kininszul-

fat hatasfoka elég nagy /Q=0,55/.
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KININ-SZULFAT
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10F EWnox
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3.6. abra
- Az abszorpcidé maximuma A = 345 nm-nél van, igy a nitrogénlé-
zer 337 nm hulladmhosszusagu fényével j6l gerjeszthetd.
- A kinin fluoreszcencidjat az oxigén nem oltja ki, ezért az
oldatot nem kell oxigén mentesiteni [79].
- Az oldat s&6tét, hiivos helyen lezart edényben tarolva lega-
14bb 6 hdénapig stabil marad.

Régdta ismert, hogy a klorid-ionok kioltjak a kinin fluoresz«
cenciajat [58]. A kioltéds tisztén dinamikus, diffuzidkont-
rdlalt folyamat a kioltd ionok barmely koncentracidéjanal [76].
Igy a kioltas folyamatara alkalmazhatdé a Stern-Volmer egyenlet
/1. 1.3.b. pontban/, amely igen nagy kioltd koncentracidknal is

egyenest szolgaltat.

Nincs tudomasunk mas, folyadékfazisban 1éve mintardl, mely a
kioltas ilyen magas fokaig k&vetné a Stern-Volmer egyenest. A
kioltatlan kininoldat csillapodasi idejének értékére kiilénbozd
szerzok altal mért adatokat a 3.II. tablazatban gylijtottik &sz-

sze. Atlagértékiik 19,75 ns, az eltérés igen kis mértéki: 3 %,
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Kininszulfat + 0,1 N HZSO4 T-ja

"1t (ns) IRODALOM

19,0 Chem [80]

19;4 Iguerabide [81]

19,5 Wéber [87] ([83]

20,1 Birks [31] [84]

20,5 Sajat /[fazisfluoriméteren/

20,23 Sajat /impulzusfluoriméteren/

19,75 | % 2,5 3 ATLAG

3.II. tablazat
igy az &ltalunk mért 20,3 ns ¥ 5 % érték az irodalmi adatok-
kal megegyezOnek tekinthetd. A fentiek miatt a kininszulfat
NaCl-dal kiil6nb&z0 mértékben kioltott oldatait valasztottuk a
hitelesitéshez. A kioltasi konstans ismeretében Chen megadta

1-107°

M kininszulfatot tartalmazé olyan oldatsorozat kioltd
anyag [/NaCl/ koncentracidit, amelyben a NaCl koncentracidjanak
novekedésével a csillapodasi idd 0,5 ns-os lépésekben csdkken.
Az altalunk hasznalt hitelesitd oldat-sorozatot ennek a lei-
rasnak megfelelden készitettiik el. Mivel tiszta kininbiszul-
fat nem allt rendelkezésiinkre, az oldatokat kininszulfatbol
készitettiik oly médon, hogy meghatdroztuk azt a kininszulféat
koncentraciét, amelynél az oldat kinin-ion tartalma azonos az

-6

1-10 M kininbiszulfat oldat kinin-ion tartalmaval. Az egyes

0,1 N H,S0, oldatok 5,55-10"°

M koncentracidban tartalmaztak
kininszulfatot és X M koncentracidéban natriumkloridot. A nat-
riumklorid X koncentré&cidjat és a mért 1 értékeket a 3.III.

tablazatban koz6ljik, amelyben feltiintetjlik a kioltatlan ol-
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dat 1° fluoreézcencia intenzitasara vonatkoztatott I intenzi-
tasértékek reciprokat, valamint a TO/T hényadost./ro a kiol-
tatlan kininszulfat-oldat csillapodasi idejét jelenti/. A 3.7.
adbran abrazoltuk az Io/I értékeket, a kioltd anyag koncentra-
cibdjanak filiggvényében /[folytonos vonal/, majd ugyanerre a gra-
fikonra X-szel felrajzoltuk a TO/T értékeket is. Mint 1l&thatd,
e pontok gyakorlatilag ugyanolyan merede ségii egyeneseket ha-
ta&roznak meg, azaz IO/I IS TO/T. A csillapodéasi idd adatokra a
legkisebb négyzetek mddszerével illesztett egyenes meredeksége,
azaz a K kioltédsi konstans, K = 164,2 M-l—nek addédott, ami az
IO/I egyenes 163,4'M_l-es meredekségével j61 egyezik és meg-
felel a Chen &ltal k&z8lt K = 161 M_l értéknek is.

A néhany M l-es eltérést azzal értelmezhetjiik, hogy az oldat
natriumklorid-tartalma a cikkben szerepld értéktdl 1 %-kal el-
tér. Az Io/I egyenes meredekségét és a 3.II. tablazatbol adédd
19.75 ns-os csillapodasi idot felhasznidlva a Stern-Volmer egyen-
let alapjan szamitottuk is az egyes NaCl koncentracidkhoz tar-
tozd Tsz—kat [3.III. tablazat/. A megfeleld mért és szamitott
érfékeket Osszehasonlitva lathatd, hogy kiildnbségiik nem halad-
ja meg a mérési hibabdol addodd eltérés mértékét.

Minthogy a kiolt&s soran az oldat hatadsfoka is csdkken és
l.lO_l M koncentracidéju NaCl-nal a fluoreszcencia intenzitdasa
elérte detektorunk érzékenységének alsdé hatarat, ezért a t<1,5
ns-os tartomanyba esd csillapodasi iddk méréséhez intenziveb-
ben vilagitdé oldatokat valasztottunk. Rodamin 6G festék kiildn-

-3

boz6, 1-10 M-nal nagyobb koncentracidju oldatait /ahol méar

fellép a koncentracidés kioltas/, rodamin 6G és fluoreszcein
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Cl\IaCE t Cmért To Jo | Tezém '[;I-T;z (G
Xx10 2M /ns/ T = /ns/ | /ns/ | 32
o) e v 1%/
0 [ 20,23 |1 1 19,75  [0,48 - |2,37
0,0128 19,47 1,039 | 1,040 |19,34 0,13 0,6
0,0307 18,80 | 1,76 | 1,095 [18,80 0,0 0
0,0485 18,5 1,003 | 1,12 |1s,29 - -lo,21- |o;2
0,0673 17,76 1,14° {1514 1,78 {e,e2 |0,
0,0891 - - 13176 117525 - 1333
0,1109' | 16,5 1,23 Fiee 16,72 " lo,22 |o,9
0,1347 16,3 804 iitar ligiieis le.31 | oe,69
10,1594 15553- | 1,30 |1,315 [15,67- {0,14 - | 0,39
0,1861 15,2 o oE o T PR DY
lo,2149 14,7 33376 [f1y37 4,61 lo,09 0,61
0,2455 13,72 | 1,458 | 1,45 |14,095 0,37 |2,69
0,2782 13,5 1,49 | 1,46 |[13,57 |o0,07 |0,52
0,3149 13591 | 1,54 = 1504~ 10506 - |- 0.45
0,3535 12,57 T3 61 1,6 12,52 0,05 0,39
0,3950 12516~ | 1566 - 1 1,66 - 12,00 - |0,16 -| 1,28
0,4404 355 530 JEglas Bl oel. | 0,346
0,4911 11,03 | 1,83 | 1,89 [10;96- lo.07- | 0,63
0,5465 10,4 1,93 - 10,43 [0,03 | 0,288
0,6079 9,95 | 2,03 2,12 |[9,91 |o,04 |o0,402
0,6762 . | 9,24 | 2,18 2 9sn Lo g4 135
05,7515 8,49 2,38 2,386 8,86 0,37 4,35
0,8366 8,42 | 2,40 = 8,34- |0,06- -|o,71
0,9347 Ts719 2,538 | 2,538 | 7,81 0,02 0,26
1,0396 7526 | 2;78 L T3 L 0205---| 0;69
1,1683 6,8. | 2,97 .{ 2,907 | 6,79 [0,01 [ 0,147
1,3168 6528 | |=3:56 = 606 ['e7es | 6:6a
1,4950 5463 3459 3,46 0¥ 62 0,10 1,77
1,7129 5,4 3,75 : 5,20 |0,20 | 3,70
1,9703 4,64 | 4,36 | 4,26 |4,68 |0,04 [ 0,86
2,2871 Bl A ve 'diea - [4de2 |13 -] 3,02
>,7030 3,57 | 5,66 | 5,617 | 3,64 |[0,07 | 1,96
3,2574 356 | 584 6211 13%12. |oj34 | 9,82
4,0297 3,2 : 763112560 : -1 036 .. |16875
5,1980 i - 1.9:54 2,08 |o0,04 | 1,88
712 157 11288 12,70 |1,56 - |oje1 | 063
3. III. tablazat
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kdliumjodiddal kiil6nboz0 mértékben kioltott oldatait, tovabba

az irodalom alapjan révid csillapodasi idejiinek ismert, metil-

alkoholban oldott 1-10~%

-4

M koncentracidéju bengali vordst, ill.
5-10 M koncentracidéju akridint. A festékeket, oldéézereiket,

C koncentracidéjukat, a méréshez alkalmazott kiivetta 7 rétegvas-
tagsagat, az altalunk fazisfluoriméterrel mért Tf és impulzus-
fluoriméterrel mért T értékeket, valamint Osszehasonlitasi
alapként az irodalomban k&zdlt 0 értékeket a 3.IV. tablazat-
els® részében foglaltuk &ssze. A Tf oszlopban talalhaté *-gal
megjeldlt értékek az intézetiinkben 1évo fazisfluoriméteren ko-
rabban mért adatok.

Ugyanezen tablazat masodik részében Osszegylijtdttiik a ki-
ninszulfattal hitelesitett 1,5 - 20 ns-os tartomanyba esd, to-
vabbi festékekre mért Tf, T és Tp értékeket ié. Valamennyi itt
k6261t adat mindennemii korrigdlast nélkiilszd, kdzvetlen, mérés
soran nyert eredmény. Ugyeltiink arra, hogy az egymadshoz hason-
litandd csillapodasi idBértékek olyanok legyenek, amelyeket
azonos koriilmények /[olddészer, koncentracid, rétegvastagsag/ ko-
z6tt mértek. Néhany esetben, amikor ezen feltétel nem teljesiilt,
a "Megjegyzés" oszlopban k&zdljiik az eltérd paraméter pontos
értékét.

Az altalunk mért T/ értékek eltérése az irodalomban k&zdlt,
valamint a fazisfluoriméteren mért értékektdl csupan néhany sza-
zalék, ami j6 egyezésnek mondhaté. A fazisfluoriméteren mért
eredményekhez képest azonban ez az eltérés mindig a hosszabb
csillapodési iddk iranyaba mutat, ami arra enged kdvetkeztetni,

hogy a szekunderlumineszcencia hatdsa [a mérési k&riilmények



o T

festék neve |0ldé~-| C 1 7; T} ¢; lirod. Megje.
szer | /M/ |/mm/ |/ns/‘| /ns/ |/ns/ hive |-

rodamin 6 G letOH 5x10"4 0,01]0,3 -
rodamin 6 G+ MetOH [5x1077 5  |0,6 0,69 |/85/
1%10"2 KJ -~
bengdli vorssMetOH [1x10™ 7] 2 |0,8 | 0,8% [ 0,93 |/85/ -
akridin EtOH |5x10 11 |0,88 0,7 -|/31/
rodamin 6 G MetOH [5x10°7 5 |1,27 1,12 |/85/ ¢=T,5%
5x10™2 KJ ¥10™2H
rodamin 6 G MetOH [2x1079 0,01|1,7 1,8 [/35/
rodamin B [EtOH |1x10~% 0,5 |2,95 | 2,55 |2,88 |/85/

2 24" 1 244 /83/
rodamin 6 G MetOH |5x10 7 5 2,62 | 2,62 | 2,36 |/85/
Px10™2 KJ
rodamin 6 G MetOH |1x10™4 1 4,7 | 4,63 | 4,62|/56/
perilén benzollx10~% 1 |4,8 4,79 |/11/

3-6 diamino [EtOH |1x10™4 1 |5,36| 4,297 5,2 |/44/

akridin klore.

fluoreszcein etOH 2%10™ 0,1 | 6,0 | 5,6%

fluoreszcein WetOH 2x16° -] 1 6,99 6,8 |/44/

rodamin 6 G MetOH|5x10™4 5 |[7,3 | 7,2 |9,5 |/a2/

9-amino akri-EtOH |5x10™% 1  f4,06 13,87|/11/ [két

din és 14,7 |/86/ kompo-—

P2 442 ensi

az 0l-
dat

kininszulfdt H,S0, 1x1074 2 bo,25 | 20,30 20,1|/12/

3« IV. tdbldzat

,,,,,
(384



miatt/ az impulzusfluoriméterben jobban érvényesiil. Ezt ta-

masztja ald az a tapasztalat is, hogy olyan esetekben, amikor
a szekunderfluoreszcencia hatasa kisebb, a Tf és T, kozotti
eltérés is kisebb /pl. kininszulfat, kumarin, rodamin 6G+ka-

liumjodid/.

3.2.3. Néhany jelenség tanulmanyozasa az impulzusfluoriméteren

A tovabbiakban néhany jol ismert fizikai jelenség, a kon-
centracidés és idegen anyaggal tOrténd kioltas jelenségének vizs-
galatara alkalmaztuk a megépitett és hitelesitett fluorimétert.

Az utdbbi iddben sokan tanulmanyozzak dinamikus kioltdknak
a csillapodasi iddre gyakorolt hatasat. Mi metanolban oldott
54162 M koncentracidéju rodamin 6G, illetve 2-10-3 M koncent-
racidéju fluoreszcein festékek kaliumjodiddal kioltott csilla-
podasi idejét vizsgaltuk. Az abszorpcids és emisszids szinké-

pek atfedése /3.8.a.,b. abra/, valamint az oldatok hatasfoka

FLUORESZCEIN RODAMIN 6G  METANOL

e e

450 500 550 A (nm) 450 500 550 Alnm)

3.8. abra
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mindkét esetben nagy /QRGé.= 0,01, QFl = 0,92/, ezért a sze-
kunderlumineszcencia szamottev® hatdsa volt varhaté. A korrek-
cid elvégzésére az l1l.4. pontban leirt harom-pontos médszert al-
kalmaztuk, miutan kisérletileg megvizsgaltuk, hogy a fazisflu-
oriméterrel kidolgozott eljarads [legalabbis elsO kdzelitésben/
alkalmazhatd berendezésiinkre /1. 3.2.4. pontban!/.

A korrekcid alkalmazhatdésaganak szigoru feltétele, hogy

Y < 3 legyen. Ezt a kikOtést azonban csak a rodamin 6G vizs-

max
galatanal sikeriilt betartanunk. A fluoreszcein oldatok a ger-
jesztés 337 nm-es hullamhosszan kevésbé abszorbedlnak, valamint
emisszids szinképlik nagy része a fotodidda kevésbé érzékeny
hullamhossz-tartomanyara esik, ezért a nagyobb fluoreszcencia-
-3

intenzitas érdekében nagyobb, 2-10 M koncentracidéju oldatot

haszndltunk, igy azonban a ¥y < 3 feltételnek nem tudtunk

max
eleget tenni.

Efedményeinket a 3.V. és 3.VI. tablazatokban, illetve a
3.9. é&s 3.10. abrakon tilintettiik fel. A o, A, o-gel jeldlt gdr=s
bék az egyes rétegvastagségok'mellett mért 1’ értékeket jelen-
tik; a rodamin 6G esetén korrigdlas utan kapott 1 értékeket X-
-szel tilintettiik fel.

A gdrbék menete mindkét esetben azonos az irodalom alapjan
varttal: ‘a kdliumjodid koncentracidjanak névelésével a csillapo-
dési'id6 egy kezdeti, konstahsnak tekinthetd szakasz. utan, egy
j61 meghatarozott adalékanyag-koncentracidénal hirtelen csdkken-

ni kezd. Ez a Cg kritikus koncentricidé rodamin 6G esetén 2.1073

3

M-nak, fluoreszcein esetén 5-10 - M-nak addédott.

Osszehasonlitas céljabdél a 3.9. &bran szaggatott vonallal



9% =

5X10—5M Rhodamin 6G + MetoH + KJ csillapoddsi ideje —
1
Cig e 5 e 1 0,5 Cins/ | 705
7474 L
0 6,32 5473 5916 4,83 4:24 1
O
1x10™° | 5,68 | 5,16 5,00 14,63 | 4,33 0,98 -
px10™> | 5,57 | 4,95 4,72 | 4,47 | 4,00 1,06
5x10~% | 4,55
4,36 | 6,02 3,92 13,78 |18,58 1,18
11072 | 3,74 | 3,41 | 3,4 | 3,29 | 3,1 1537
0x10 - |'2,65 | 2,5 2,35 - 2,08 2,04
5x10 - cobuier | 142 1,15 > - 4,04
1x10°= | 0,6 0,58 0,47 3 _ R
3. V. tdbldzat
2x10—3M Fluoreszcein + 0,01 N NaoH + kJ csillapoddsi ideje
/ns/
1 0,5 0,1 0,05 | Tporp
/ns/
0 7,08 | 6,88 | 6,0 & 545
107 7,00 | 6,72 | 5,9 - 5449
10~< = 6,19 | 5,27 | 4,94 | 4,45
3x107° - 4,73 | 4355 - |+3,81-- | 287
10”1t - 2,2 2,1 2 1,83
3x107% B 0,51 | 0,5 0,48 |- 0,5
6x10~ 1 % 0,3 - . 0,3
3. VI. téblézat




--loo =

510 ° RODAMIN 6G

METOH KJ
i ol=5 mm

o|l=2

al=il =
I x| =05

S
- 1 1
-3 -2 lg €, (M) —
3.9. abra

7 foenea.
S
—
5 | T
(ns)
210’ M FLUORESZCEIN
- 107 N NaOH KJ
o | =05 mm
3

e | =01 mm
ol =005mm

-3 -2 -1 igctm- =

3.10. abra
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feltiintettiik a Harris és Lytle [85] eredményeit is, amit viz-

ben oldott l-lO—6

M rodamin 6G kaliumjodiddal kioltott olda-
tara nyertek. Lathatd, hogy a gdrbék menete hasonld, de [85]-
-ben kisebb abszolut értékii csillapodéasi iddk addédtak, amit
az oldészer és a rodamin 6G koncentracidbeli eltérésével ér-
telmeztiink.

Minthogy a rodamin 6G festék esetében az oldatra jellemzd
valdédi 1 érték allt rendelkezésiinkre, a Stern-Volmer egyenlet

alapjan meghatarozhattuk az oldat néhany molekularis paraméte-

rét. A Stern-Volmer egyenes a 3.11l. &bran lathatd, a TO/T ér-

15 F

1’0 /

L 1 1 1
-3 -2
510 10 CKJ(M)

rl|od

3.11. abra

tékeket a 3.V. tablazat tartalmazza. Az egyenes meredeksége

1

E=38,5 8 0k = qu ahonnan a kq bimolekularis kioltéasi

konstans értéke 8,69-10"2 M 1s™!, mutatva, hogy a kioltas lé-

0’

nyegében diffuzid &ltal meghatarozott. Ezen eredmény jo egye-
zésben van Harris-Lytle &ltal meghatérozott 7. 3600 T ot
-es értékkel.

A koncentracids kioltds jelenségét szintén metanolban ol-

dott rodamin 6G festéken tanulmanyoztuk. A koncentracidtarto-
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many 5:107° - 10”2 M-ig terjed. A fellépd szekunderluminesz-

cencia hatéds itt is jelentds, ezért a Yinis = 3 - az alkalma-
zott nagy koncentracidk mellett - nem teljesiilt, igy a mért
adatokat nem korrigadltuk. Méréseinket tobb kiilonbdzd rétegvas-
tagsagu kilivettaval végeztiik, az adatokat a 3.VII. tablazatban
gyiijtottik 6ssze; A mért T’ csillapodasi idd valtozasat a kon-

centracid filiggvényében a 3.12. abra mutatja. A gbrbék kisebb

{ﬁj/mi/ 0,5 | 0,1 | 0,05
5x1077| 4,62 | - -
1074 | 5,34 4,39| -

2x107% 5,90 | 5,05 | 4,1

RODAMIN 6G METANOL

|

4

15%10 7| 6,5 | 5,9 | 5,12 7t O1798

» 3 @1 =005 »

| 10 = 6,45 5,8

o |

2x102| 7,1 | 6,54 | 6,1
-3 ®© ®© O

518 786,21 | 5,98.) 5453 |

L10—2 L 545 | 4,9 4,77 -5 -4 -3 IgC(M)
3. VII. tdblazat 3.12. &dbra

koncentracidértékekhez tartozd kezdeti szakaszan 1’ a réteg
vastagsagtdl filiggd mértékben nd, majd meghatarozott koncentra-
cidértéknél erdsen csbkkenni kezd, ami a koncentracids kiol-
tassal értelmezhetd. A kioltasra jellemzd CO kiisz6bkoncentra-

cidé értéke, amit a 3.12. abra alapjan grafikus uton allapitot-



3 M-nak adédott, az ebbdl meghatarozhatd

tuk meg, C_ = 3-10°
RO kritikus tavolsag pedig Ro = 50 R-nek.

A csillapodasi id® hasonld menetét figyelte meg szamos
kutatd a koncentracid névekedésével [42],[21]. Osszehasonli-

tadsul Selanger és munkatdrsai altal 1977-ben k&zdlt eredménye-

it k6z61jlik a 3.12.b. &abran.

= o/b?‘ L 9
10 (ns)/ \

3 10 30 C(10“M)

3.12.b. abra
A mérések szintén metanolban oldott rodamin 6G oldatra vonat-
koznak, a mérésekre haszndlt kiivetta vastagsidgat nem kozlik.
[FeltehetSleg 1 cm, a nagyobb abszolut értékii csillapodéasi

iddk ennek tulajdonithatdk/.

3.2.4. A szekunderlumineszcencia csillapodasi iddre gyakorolt

hatasarol

A 3.IV. tablazatban k&zvetleniil mért csillapodasi iddket
hasonlitottuk O6ssze. Mint megallapitottuk, az azonos koriilmé-

nyek kozt mért eredmények job egyezési mutatnak. Azonban, ha



- lod4 -

egyazon anyaghoz tartozd, de kiilénbdzd koncentrécid, vagy ré-
tegvastagsag mellett mért t’-ket vizsgdljuk, nagyon eltérd ér-
tékeket talaltunk. /pl. rodamin 6G/ Az oldatra valdban jellem-
z0 csillapodasi idst a szekunderlumineszcencifl figyelembe véte-
lével kapjuk /1. 1.4. pont/. A fazisfluoriméteren mért eredmé-
nyek kiértékeléséhez egzakt korrekcids eljards &ll rendelkezé-
slinkre, amit staciondrius gerjesztés feltételezésével dolgoz-
tak ki.
A szekunderlumineszcencidelméletébdl ismeretes, hogy a 1

valédi csillapodasi idd vy, .. = Z’S'C'E(X%ax 1 = 0 hataresetnél

adédna. Mivel Yoqr adOtt anyag esetén a C koncentraciétdl és

x
az I rétegvastagsagtdl fligg, 14 kiilonb6zd koncentracidju olda-
tot vizsgdltunk meg, a méréseket 8 kiil6nbdzd rétegvastagsagu ki-
vettaval végeztiikk el. A C, 1 és y fiiggvényében abrazolt csilla-
podasi idd gdrbékbdl grafikus uton extrapolalva becsiiltiik meg

a valédi értéket.

Méréseinkhez rodamin 6G metanolos oldatat hasznaltuk, a
mért csillapodasi idd értékeket a 3.VIII. tablazatban adjuk megq.
A tablazat els® sorédban az I rétegvastagsag, elsd oszlopéban
a rodamin 6G koncentracidéja szerepel, a T-kat tartalmazdé négy-
szbgek jobb alsbé sarkaban pedig a hozzajuk tartozd Ymax értéke-
ket tilintettiik fel. Vastag vonalla) kiemeltiik a tablazat azon
részét, ahol a Ymax < 3 feltétel teljesiil. A « korrekcidban 1lé-
nyeges szerepet jatszd o, B é&s m mennyiségekre a mérés soran

a kovetkezdk teljesiiltek:

337 nm| értéke a maximalis

- az o = 2,3-e(lge

)t A
r,J) /ahol g

optikai siliriiségnek 7 %-a volt: a = 0,07 Ymax
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T
inpl o i ; T
korn|
i i
/i / 10 5 2 1 5X10_l 10"1,5 ECl‘O-Z 10"2 /ns/
100 -H00
4,3
1
J 4,35
| 4,24
4,01
E,6 4,03
7’1 ;6’45 ‘%,8 5,1 4’17
5,8 4,7 4,09
1515 1923
’l 5,05
243 0,45
5107 6,25 (6,0 5,6 [4,9
11’5 5,75 1,15
-z
1x10 i, 7 4,4
1l.b8 2.3

3. VIII. tdblazat
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- B =2,3-€ (3?) -Cl |/ahol A’ a megfigyelés hullémhossza/, az
abszorpcids spektrum maximumanal szamitott értékkel egyen-

16 Bmax = Ymax/’ mert a teljes fluoreszcencia-spektrum meg-
figyelésre keriilt és az abszorpcids spektrum maximuma az anti-
stokesi tartomanyba esik /ami a k-korrekcidt joval bonyélultab—
ba teszi/.

A koncentracid logaritmuséanak filiggvényében abrazolt csilla-

podasi iddértékek a 3.13. abran lathatdk, az egyes gorbék kii-

8 RODAMIN 6G METANOL

s
(ns)

3.13. abra

16nb6zd rétegvastagsaghoz tartoznak. A T1'-értékek 4,1 - 4,5 ns-

3

-t61 fokozatosan ndvekednek a kb. 5 - 8 ns-os maximumig /~2-lO— M/,

majd a koncentracids kioltads miatt csdkkennek. A gorbék kisebb

koncentracidkhoz tartozdé, "ellaposodd" szakaszat a kis fényin-



tenzitéds miatt mar nem tudtuk kimérni. A csillapodasi idd 1

rétegvastagsagtdl vald fiiggését a 3.14. adbra mutatja az egyes

RODAMIN 6G METANOL

CACHDC)

“\
i)

(i

=

_ -4 -
(\3)110 i 6 110 u

1
i
1
[ 1

0,5 10 15 | ({mm)

3.14. abra
koncentracidk esetén. Mint lathatd, a T’ értékek csbkkennek, ha
a rétegvastagsag O-hoz tart, ésAa gorbék ugyanahhoz a 4 ns ko-
riili értékhez tartanak. A koncentracid és a rétegvastagsag t-ra
gyakorolt egylittes hatasanak szemléltetésére a 3.15. abréan a

kozvetlenlil mért csillapodéasi iddket a N s | = 2,3-e@max)-c-l !
fiiggvényeként mutatjuk be. Az abran jol lathatd, hogy a gorbe
Foginsts O /C » 0, vagy L -» O/ esetben 4 ns-k&riili értékhgz tart,
azaz a valdédi csillapodasi idd varhatdan 4 ns. Lathatd, hogy
amennyiben Ymax<o'5 és m<5 feltételek teljesiilnek, a 1T’ értékek

4 - 5 %-ndl jobban nem térnek el a valddi értéktdl és ez az
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7 F .
?//r""'
’t T
(ns) ///////,,,é____
RODAMIN 6G METANOL
5 L
Ymax =k ()‘)mcx'l
3+
i
]
] ! x ;
1 5 Toow 10
3.15. abra

érték a berendezés kisérleti hibajanak felel meg. Megvizsgal-
tuk az 1.4. pontban leirt harompontos médszer alkalmazhatésa-
gat az impulzusfluoriméteren kapott eredmények korrekcidjdhoz,

a korrigalt értéket /T | szintén a 3.VIII. tablazatban tiin-

korr
tetjlik fel. A szamitéast a | - 3 feltételnek elegettevd csil-
lapodéasi idGértékkel végeztiik, amelynek eredményeként a 3.13.
dbra kezdeti, ndvekvd szakasza helyett a kiilénbdzd koncentra-
cidknéal, gyakorlatilag azonos, 4,17 ns-os értéket kapunk./3.16.
abral/

A tObbszOrds Osszehasonlithatdésag érdekében néhany koncent-

racid esetén fazisfluoriméterrel is megmértiik a rodamin 6G

csillapodasi idejét, és szamitottuk a valodi T-t.
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(:kc):rr RODAMIN 6G METANOL
S
[ ]
. L }
2l ™ ° ®
3

-5 -4 lg C (M)

3.16. abra

A 3.IX. tablazat ezeket az adatokat foglalja &ssze, ahol a ger-
jesztés hullamhosszat a megfigyelésnél alkalmazott sziirOtipusat
is feltiintettiik. A valddi csillapodéasi idd t = 3,87 ns-nak ado-
dott. Figyelembe véve, hogy a fluorimétereken mért adatok pon-
tossdga ¥ 5 &, azt mondhatjuk, hogy a fenti korrekcid megkdze-
1litSleg jo eredményt ad, mivel azonban az impulzus fluoriméter-
nél nem tudtuk betartani a korrekcid megbizhatd alkalmazhatdsa-
gadhoz tett szigoru gerjesztési és megfigyelési feltételeket, a
megfeleld korrekcidra vonatkozd szamitadsok tovabbi munkat igé-
nyelnek.

A 3.14. abrahoz hasonldan a szekunder-lumineszcencia miatt

rétegvastagsag-figgést mutat a v’ mért csillapodasi idd a kali-



umjodiddal kiilonb6zd mértékben kioltott fluoreszcein,

ra, és rodamin 6G, 3.18. &bra, valamint tripaflavin,

ra esetén is.

- 1llo -

* 0 M KJ x 5107 M KJ
L © 110°M KJ 01102 M KJ
+210°M KJ © 110" M KkJ

1 2 3 4 L(mm)

3.17. abra

3add 4

19

ab-

ab-
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FLUORESZCEIN KJ

- (ns)

x

KJ
i
I
i
|
]
— I 1
05 1 (mm)
3.18. abra
%
(ns) O
5 -k
10 M TRIPAFLAVIN
L =
|
|
| I I
1 2 | (mm)

3.19. abra



00 W 5 G

c MM/ Rétegv) A Sziird | 4L il e %
i | oy | | jans | soo| st | toes
lbx10~> | -5 535 | 0G=3 [719,4 {5552 | 3,85
2 TL; 5T 14394
1 65,89 |4,52
1x10”™%| 2 535 | 0Gg-3 |[72,37 4,99 | 3,91| 3,87
e
ity 70,38 | 4,85
|
0,5 65,58 | 4,5
5x10"% | 0,5 | 535 | oe-3 85,31 |5,98 | 3,84
0,2 73412+ 5,06
0,1 66,28 | 4,55
3. IX. tébléza‘t
festék oldészer|jele c B Q L—
neve M LI X
1
Jem™t/
fluoreszcein | 10~ i o2 10~ 0,18 0,92
NaoH+H20
rodamin 6G |MetOH o |1 107%* [o,237 | 0,914 22,7
(tripaflavin 19997 # o 45 | ehed-| 133
rodulin orant EtOH + |1 107% |o0,15 | 0,44 | 8,6
ge
proflavin | EtOH x |1 1074 [o0,09 | 0,60 | 19,2
szulfat f
30 Xs téblézat
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Végilil annak a régdta jol ismert ténynek a bizonyitésara
ko6zliink néhany tovabbi adatot, hogy 1’ a fentieken kiviil méas
paraméterektdl, [pl. a hatasfoktdél és az abszorpcids é€s az
emisszids szinképek atfedésének mértékétdl is fligg. A 3.X. tab-
lazatban feltilintettiik az oldatok Q abszolut kvantumhatasfokat,
valamint az atfedésre jellemzd B értéket is, melyet a kovet-

kezOképpen értelmeziink: E(N) fq (M)

ngX

B = 4 , ahol A: 3,1

}o Fa (A) ax

A rodamin 6G, fluoreszcein és tripaflavin mellé olyan anya-
gok csillapodasi idejét is megmértiik, melyre a hatasfok és
vagy a B értéke joval kisebb. Ilyen szempontbdl valasztottuk
a proflavin-szulfat és rodulin orange festékeket, melyeknek
T’ csillapodasi ideje a mérési hiban beliili szdérast mutat csak.
Mig a nagy hatasfoku és B-ji 1-3 anyagok csillapodasi ideje az
L csOkkenésével szisztematikusan csSkken, 4 és 5 esetén csak mé-

rési hiban beliili szdérast tapasztalunk,/3.20. &bra/.

1 1 (mm) 2

3.20. abra
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Osszefoglalas

A dolgozatban leirt eredményeinket a k&vetkezBkben foglalhat-
juk Ossze:

Részletes tervezd munka utan megépitettiink intézetilinkben

egy impulzus fluorimétert, mely az egyes impulzus elvén miikddik.
Legfontosabb egységei hazai, illetve szocialista kereskedelemben
beszerezhetdk, felépitése egyszerii, igy megépitésre javasolhatd
azon hazai kutatélaboratériﬁmokban, ahol csillapodasi idd méré-
sére van szilikség. A berendezés ujabb egységek beszerzésével kdny-
nyen tovabbfejleszthetd.

A mérés gyors, a kiértékelés folyamata programozhatd. 3 ns-
nal révidebb csillapodasi iddk esetén a mérés-kiértékelés a de-
konvolalas, sokak altal vizsgalt problémajat veti fel. A disszer-
tacidban megadjuk a dekonvolucids probléma megoldasara javasolt
eljarasok kritikai &ttekintését, kiildnds tekintettel az altalunk
is alkalmazott mdédszerekre. Az utdbbiak k&ziil haromhoz kiértékeld

programot is készitettiink.

A kiértékelésre alkalmas eljaras birtokaban hitelesitettiik a

megépitett impulzusfluorimétert. A hitelesitd vizsgalatok alapjan
megédllapithatjuk, hogy az irodalomban standardnak elfogadott
anyagok altalunk mért csillapodasi ideje j6l egyezik az iroda-
lomban k&z8lt, valamint a kioltasi elmélet alapjén szamolt érté-
kekkel. A berendezés 0,3 ns-nadl hosszabb csillapodidsi iddk méré-

sére alkalmas, pontossaga * 5 %-o0s.
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cibés és idegen anyaggai td6rténd kioltast/, amelyek mdédot adtak
néhany molekuladris paraméter kiszamitadsara. Ezeknek az iroda-
lomban k62861t értékekkel vald jo egyezése ujabb bizonyiték im-
pulzusfluoriméteriink alkalmazhatdésiga mellett.

Végilil méréseket végeztiink a szekunder lumineszcencia csilla-

podéasi iddre gyakofolt'hatésénak tanulmadnyozasara. A korabbi ta-

pasztalatokhoz hasonldan megéllapithatjuk, hogy a szekunder lumi-
neszcencia hatéasa a mért csillapodasi idd 100 %-al is nagyobb le-
het a valdédinal. E hatas figyelmen kiviil hagyadsa eredményezi el-
s6sorban azt a tényt, hogy nincsenek un. "irodalmi adatok" az

egyes anyagok csillapodasi idejére nézve. A szeékunder luminesz-
cencia hatéséanak szamitassal vald figyelembevéfelére preciz korrek-
cids eljarast dolgoztak ki.[30], melynek szélesebb korii propaga-
lasaval és szamitdgépre vitelével a fenti sajndlatos helyzeten
javitani lehetne.

Megvizsgaltuk, hogy a fazisfluoriméterre kidolgozott korrek-
cibds eljaras alkalmazhatd-e impulzusfluoriméter esetén. Eredmé-
nyeink azt mutattdk, hdégy a fazisfluoriméter kisérleti feltéte-
lére kidolgozott mdédszer alkalmazhatd, de a megvaltozott mérési
kdriilmények miatt pontossdga nem kielé&gitd.

Mérési eredményeink bizonyitjdk, hogy az &ltalunk megépitett
impulzusfluoriméter tovabbi csillapodasi iddvel kapcsolatos fi-

zikai problémak vizsgalatara alkalmas.
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E doktori disszertacid a Jb6zsef Attila Tudoményegyeteme
Kisérleti Fizikai Intézetében miikdédd Lumineszcencia és Fél-
vezetd Tanszéki Kutatdcsoportban késziilt.

Ezen a helyen szeretném megkdszdnni dr. Ketskeméty Istvan
egyetemi tandrnak, a fizikai tudomanyok doktoranak, hogy a disz-
szertacid elkészitését az Intézetben lehetdvé tette, valamint
munkam irant tanusitott érdeklddését.

Koszbnettel tartozom dr. Kozma Laszld docensnek, a fizikai
tudomanyok doktoranak, dr. Német Béla és dr. Varju Karolyné ad-
junktusoknak a felmeriilt kisérleti problémak megoldasa és az
értekezés 8sszedllitdsa sordn nyujtott allandd és készséges se-
gitségilikért, iranyitd észrevételeikért.

Klilon mégkdszéndm a disszertécid technikai kivitelezése so-

ran kozremikoddk gondos, faradsagos munkajat.





