TARTU ULIKOOL

Veesaaste varajase avastamise ja teavitamise
automaatsondi valjatootamine

Keskkonna Investeeringute Keskuse
keskkonnakorralduse programmi projekti nr 4352
aruanne

Tartu, 2014



Sisukord:

R e TO <o) 0 3§ PRSP 2
R 1071 0 A ] € Yo J SR 3
2.1 Luminestsentsi teoreetiliSed @alUSE..........cviiiiiiiiiiieee s 3
2.2 Fluorestsentsi kaudu avastatavad @INEA ............cccveeeririeieniiee e ees 6
2.3 Liihike iilevaade poliitsiiklilistest aromaatsetest siisivesinikest (PAH) ......ccccovcvveviiiiiiiiiiiiniinnns 7
2.3.1 Mis on poliitsiiklilised aromaatsed sUSIVESINIKUA? .......ceevivviiiiiiniiiiiie e 7
2.3.2 PAH-10E OMAAUSE ......ocuieiiiiiiiie e ettt sttt sre s et e saesteeseeseeereeseesreeneenneans 7
2.3.3 PAH-ide teke ja keskkonda Sattumineg ..........ccccveiiiiiicie s 7
2.3.4 PAH-id naftas ja Selle produKEides ...........coviiriieiiieecse e 8
2.3.5 PAH-de kasutamine naftareostuse indikaatoring............cccoovvveeiennienenisise e 11

2.4 Heitveed ei ole lihtsad ohtlike ainete 1aNuSEd ...........cccooveiiiiiie i 12

3. Uudne metoodika fluorestseeruvate kahjulike ainete selektiivseks detekteerimiseks...........c..c........ 14
3.1 Meie poolt vilja to6tatud metoodika katseteline KOntroll..........coovveviiviiiiiiieeiic s 19
3.2 Fluorestseeruvate saasteainete detekteerimise selektiivsuse tdstmise meetod. ........occvevevverinnenns 23
3.2.1 Ergastuslainepikkuse sinusoidaalne moduleerimine............c.ccooevviiieieicicinen e 23
3.2.2 Ergastuse ja fluorestsentsi detekteerimise lainepikkuste topeltmoduleerimine. .................. 24

3.3 Ergastava valguse lainepikkuse moduleerimise katseline Kontroll. .............ccooevviiveieiiveieinnnns 27

4. Meie poolt vilja tootatud metoodika katseline Kontroll ............ccooceeiiiiiiiiiiiiic e 31
4.1 Mudelkeskkondade 1aboratoorsed UUMNGUU ..........c.ooeieriiieieinisie e 31
4.1.1 Veekeskkonnale ohtlike lisandite neeldumisspektroskoopia...........ccoceoevriiiiinencnieniennen. 32
4.1.2 Veekeskkonnale ohtlike lisandite fluorimeetriline analiitis ..........ccoevvvvevieevieeiiiee e 36

4.1.3 Poliitsiikliliste aromaatsete siisivesinike (PAH) spektrofluorimeetrilised moStmised

VESTKESKKOMNAS ...t 38

5. Fluorestseeruvate saasteainete detekteerimise selektiivsuse tdstmise meetod: ergastuse ja
fluorestsentsi detekteerimise lainepikkuste topeltmoduleerimine ... 41
5.1 Modulatsioonspektroskoopial pdhinev veesaaste automaatsond .............ccceeveereereeneeiiesineenne. 41
5.2 Automaatsondi elektroonika PIOKSKEEIM ...........ciiiiiriiieciee e 42
B. TUIBVIKUPIAANI. ......cuiiiiiieic ettt st e et ae b e beeae e s besbe et e sbeeraesbesaeeneenre e 43
R Q0] <SPPSR 44
8. TANUAVAIAUSEA. ... ettt ettt b e sb e she e s b e st e sb e e beenbeenbeeneee s 45
0. KITJANAUS ...ttt bbb b s bbb bbbt e st e bt bt bbbt n s 46
Lisa 1. Ergastamise ja fluorestsentsi tuvastamise optilis-tehnilised eriparad............cccccooriinirinennennes 48
Valgusdioodi valgusallikana KaSUtamine..............ccuueiiiirineneiecsesee e 48
Valgusdioodi valgusvihu KOHMEEITMINE ........ooieiiiie e e 48
VAIGUSE JUNTIMINE ...t bbbt bbbttt n e 49
Valgusdioodist vajaliku lainepikkuse eraldamise vOImalused...........ccoovervrircninenineeene e 49
Pooljuhtlaseri kasutamine valgusalliKana .............ccuoiiiiiiiiiii e 51
Lisa 2. Poliitsiikliliste aromaatsete siisivesinike neeldumis-, ergastus- ja kiirgusspektrid.................. 52



1. Too eesmirk

"Veesaaste varajase avastamise ja teavitamise automaatsondi véljatootamine” on kompleksne
iilesanne, mis tuleneb reaalse elu vajadustest. Praegusel ajal toimub veekeskkonna seisundi seire
peamiselt proovide kogumise ja sellele jargneva laboratoorse analiiiisi teel, mis on kulukas, raskesti
praktiliste vajadustega tihildatav aegandudev tegevus. Teadmata on, milline on keskkonna seisund
proovide votmise vahelisel ajal. Ténapdevane ekspressanaliiiis pohineb printsiipidel ,,in situ & on-
line* (lad., ingl.: pidev infovoog asukohast), millest kujuneb kédesoleva aruande leitmotiiv.

Pohikiisimus on meetodi valik. Elektrilistest omadustest on niiteks vee elektrijuhtivus suurpirane
meetod selliste ioonsete saastajate nagu polluvietised ja jadtorje soolad avastamiseks heitvees. Aine
optilised karakteristikud hdlmavad valguse neeldumist, fluorestsentsi ja (Ramani) hajumist.
Fluorestsents on valguse kiirgumine ainest parast kdrgema energiaga kvandi neeldumist ning sellele
jargnevat faasi- ja vOnkerelaksatsiooni. Fluorestsents ,.ei méleta® neeldunud valguse sagedust ja
polarisatsiooni, kuid see-eest kannab endas infot molekuli vdi kompleksiooni vonkeseisundite kohta
(samuti nagu Ramani ja infrapuna e. IR spektroskoopiagi). Paraku kujutavad IR ja Ramani spektrid
endast suurepdrast vOimalust gaaside analiiiisil, kuid on védhesobivad veesaaste tuvastamisel.
Raskemetallide aatomite ja ioonide korral on perspektiivne rontgenkiirte neeldumine ja luminestsents.
Tundlikkuse ja selektiivsuse tdttu on fluorestsents néhtavas ja lahedases UV spektripiirkonnas viga
sobiv meetod mitmete ohtlike ainete tuvastamiseks.

Looduslike vete ja reovete fluorestsentsi mdotmistega on tegeldud aastakiimneid. Selleks vajalik
kommertsiaalne sisseseade on kallis ja kogukas. Probleemiks v&ib kujuneda mitmete reostusainete
fluorestsentsi puudumine, samas kui vihemkahjulikud komponendid kiirgavad intensiivselt. Kuigi
paljud ohtlikud reostajad signaali ei anna, saab kaasnevate ainete hulgast sageli leida hasti
fluorestseeruvaid indikaatormolekule. Néiteks annab naftaproduktidest marku tugevalt siniselt (400
nm) kiirgav komplekt aromaatseid poliitsiiklilisi siisivesinikke. Olmepesuvete reostuskomponendid
fosfaadid ja detergendid on ,,pimedad®, kuid alati kaasnevad pesuvalgendajad kiirgavad tugevalt.
Pollumajanduslike insekto-fungitsiidide ja herbitsiidide hulgast on voimalik leida fluorofoore.

TU Fiiiisika Instituudis on korjunud oskusteave seostest molekulide struktuuri ja nende
fluorestsentsomaduste vahel (valguse neeldumise ristldige, luminestsentsi kvantsaagis, spektriribade
lainepikkus ja laius). See vdoimaldab meil avastada vajalikud indikaatorained erinevate situatsioonide
korral.

Fluorestsentsanaliiiisi tilisuur tundlikkus vdimaldab detekteerida viikeses ruumalas iihtainsat molekuli,
mis on vdimeline enne fotokeemilist lagunemist kiirgama 10° -10° valguskvanti. Samas on spekter
toatemperatuuril nii lai, et ainet ei saa selle pohjal tiheselt identifitseerida. Siin tuleb appi kiillalt hasti
tuntud nn. kahemddtmeline spektroskoopia, mis pdhineb ergastamisel ja kiirguse mootmisel paljudel
erinevatel lainepikkustel. Meie poolt pakutud lahenduse uudsus seisneb viimastes aastatel
kéttesaadavate miniatuursete ergastavate valgusallikate (LED-id, dioodlaserid), dispergeerivate
elementide ja detektorite kasutamises. Eesmérgiks on viikesemdodulise, odava, vastupidava ja tiihise
energiatarbega aparaadi loomine, milles rakendatakse lisaks uusimaid infotodtluse ja andmeside
voimalusi.



2. Ettevalmistustoo

2.1 Luminestsentsi teoreetilised alused

Valguse poolt ergastatud nn. fotoluminestsents kujutab endast Rayleigh ja Ramani hajumise kdrval
tihte sekundaarkiirguse komponenti, olles viga sobiv pidevreziimis to6tavaks keemiliseks analiiiisiks.
Luminestsentsi meetodit iseloomustab korge tundlikkus (kuid ebapiisav selektiivsus), Ramani
hajumist mérkimisvédrne selektiivsus, kuid kahjuks vdga viike tundlikkus. Fluorestsentsi madala
selektiivsuse pohjuseks on kiire faasirelaksatsioon, mis vastavuses Heisenbergi printsiibile kutsub
esile spektrite (homogeense) laienemise. Luminestsents on Kustumisaja pohiselt klassifitseeritav
fluorestsentsiks voi fosforestsentsiks. Kuna pika elueaga tripletse elektronseisundi poolt kiiratav
fosforestsents kustutatakse lahustunud hapniku toimel, siis tuleb kdne alla {iksnes fluorestsentsi
kasutamine.

Paraku paljud molekulid ei fluorestseeru, sest neeldunud valguse energia muundub soojuseks (nn.
sisekonversioon), siirdub tripletesse olekusse (interkonversioon) voi hajub fotokeemiliste
reaktsioonide kdigus (joonis 1).

excited vibrational states

S / (excited rotational states not shown)
n

A= photon absorption

F =fluorescence (emission)
P = phosphorescence

5 = singlet state

Ic T = triplet state

IC = internal conyersion
ISC = intersystem crossing

4
electronic ground state

Joonis 1. Energianivoode lihtsustatud skeem tdidetud elektronkatetega molekuli jaoks
(Jablonski diagramm). A, neeldumine; F, fluorestsents; P, fosforestsents. S,, pohiolek; Sj,
ergastatud singletne olek; T;, alumine tripletne olek. IC, sisekonversioon; ISC,
interkonversioon.

Tripletses olekus lahknevad elektronide spinnide paarid, nii et summaarne spinn on 1, millele vastab
kolmekordselt kidunud nivoo. T, energia on singletse ergastuse energiast madalam, sest sama spinniga
elektronlained kattuvad vihem, mis kahandab kulonilist toukumist (nn. Fermi auk).


http://www.shsu.edu/~chm_tgc/chemilumdir/JABLON.GIF

Pérast valguskvandi neeldumist toimub mdnekiimne ps viltel relaksatsioon kdrgemast elektron-
vonkeseisundist olekusse S; (molekuli ,jahtumine). S; seisundi eluiga on nanosekundites. Selle aja
jooksul kas kiiratakse fluorestsentsi kvant voi spinn-orbitaalne vastasmoju viib siisteemi tripletsessse
olekusse, mille eluiga kiilinib millisekunditesse. Sedavdrd pika aja jooksul naaseb molekul
kiirgusvabalt pohiseisundisse (protsessi ISC+IC tulemusena) vai kiirgab kvandi madalsageduslikku
fosforestsentsi. Fotokeemilised protsessid toimuvad kas S; (millel on kdrgem energia) voi T, seisundi
(millel on pikem eluiga) osalusel.

Fluorestsentsi kvantsaagis @y on vdrdne fluorestsentsi kiiruskonstandi kg suhtega summasse (kg + Kisc
+ Kic).

Luminestsentsi esmaseks aktiks on loomulikult neeldumine. Tahame teada neeldumise kiirust, s. t.
mitu kvanti neelab molekul sekundis. Lahtume algandmetest, milleks on (monokromaatse) ergastuse
intensiivsus (lo, iihik W/m®) ja aine ekstinktsioonikoeffitsient & (ithik M™cm™) samal lainepikkusel
(Tabelist 1). Neeldumise kiirust on lihtne arvutada neeldumise ristldikest ¢  (iihikuks m?), kuid
keemilises praktikas on enim levinud & Bougueri-Lamberti-Beeri seaduses optiline tiheduse D jaoks.
Viimane kujutab endast kiimnendlogaritm peale langeva ja ldbinud valguse intensiivsuste suhtest (D =
log (lo/l) = -ecx, kontsentratsioon ¢ on antud moolides liitri kohta (M) ja kiiveti paksus X
sentimeetrites). Sama avaldise vdime kirjutada naturaallogaritmi In kaudu, vdttes ¢” ithikuks m™, X" on
meetrites. Ndeme, et £’ = 3.82x10%¢. Neeldumise Kiirus ks on leitav lihtsa valemiga 1.922¢lo.

Niiteks ergastades {isna intensiivse laseriga 1 kW/cm? tugevalt neelavaid molekule £ = 10° Mcm™
532 nm juures saame neeldumise kiiruseks miljon kvanti sekundis (10° Hz). See on palju vihem kui
fluorestsentsi kiirus ky (~10% Hz), mistdttu S; nivoo asustus on viike ja siisteem on kaugel kiillastusest.
Fluorestsentsi Kiiruskonstant on kiirgusliku eluea T,y poordvéirtus (Tabel 1). Ergastava laseri
intensiivsust tdstes suurendame neeldumise kiirust Kas, kuid selle ldhenemisel kg viirtusele
fluorestsents kiillastub. Ergastava valguse voimsuse edasine suurendamine ei oma motet.

Tartu Ulikooli Fiiiisika Instituudi laserspektroskoopia laboris, kus taotlejad on tédtanud aastakiimneid,
tuvastasime seosed molekulide struktuuri ja nende neeldumisspektrite ning muude omaduste vahel.
Veelgi enam, meie uurimused vOimaldavad seostada molekuli struktuuri  oluliste
fluorestsentsomadustega, nagu kvantsaagis, eluiga ja Stokes’i nihe neeldumis- ja kiirgusspektrite
vahel. Seaduspirasused on tdpsemalt kirjeldatud empiiriliste korrelatsioonide abil, mida me
interpreteerime teoreetilise orgaanilise fotokeemia raamides. Kasutame ulatuslikult ka arvutikeemilisi
programme, kuid tuleb kohe tunnistada, et arvutuslikud tulemused jddvad oma usaldusvéirsuselt alla
meie poolt originaalsel viisil saavutatud empiirilistele tildistustele. Nagu 6eldud, on osa potentsiaalsete
saastainete fluorestsentsomadused ndrgalt véljendunud, mis vdib kujuneda takistuseks nende
avastamisel. Orgaaniliste  molekulide neeldumise ja luminestsentsi késitlemisel tuleb ldhtuda
kvantiseeritud energiatasemetest ja lainefunktsioonidest. Samas rShutame, et etteantud molekuli
struktuuri jaoks ei ole selle neeldumis- ja fluorestsentsomaduste piisavalt tdpne kvantmehaaniline
arvutus voimalik. Spektroskoopiliste, fotofiitisikaliste ja -keemiliste omaduste ennustamine eeldab
spetsiifilist kompetentsi ja laialdast kogemust, mis on TU FIs olemas.

Molekulis seovad aatomeid iiksik-(c) ja kaksik-(m)sidemed. Sidemetes mitte osalevad ,,iilearused®
elektronid on heteroaatomitel (N, O, CI) lokaliseeritud paaridena aatomi juures (n). Neeldunud kvant
16hub iihe sidemetest, nii et o-side katkeb ja molekul laguneb. n-sideme ergastamisel katkeb tiiks
sidemetest, jarelikult saavad pooled teineteise suhtes poorelda. Tdepoolest, alkeenide derivaatides on
taheldatav cis-trans isomerisatsioon ergastatud seisundis. Molemal juhul ldheb neeldunud kvandi
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energia kaotsi, ega saa taaskiirguda fluorestsentsina. Seevastu jdika benseeniringi sisaldavad ihendid
fluorestseerivad sageli. Mida suurem on alumise ja iilemise energiataseme vahekaugus, seda suuremad
on vdimalused Kiirguslikuks tileminekuks, ja seda kahel pohjusel. Esiteks, (dipoolse) ostsillaatori
kiirguse intensiivsus kasvab koos sagedusega neljandas astmes. Teiseks, suure energiaga kvandi
hetkeline muundamine paljudeks vonkekvantideks (,,peenrahaks*) on védhetdenédoline siindmus.
Kokkuvdttes on parimad voimalused vdorainete detekteerimiseks sinise ja eriti ultravioletse valguse
kaudu. Ulalpool mainisime ainult iiksikuid asjaolusid paljudest, mida spetsialist keemilise fiiiisika alal
peab kasutama optiliste omaduste hindamiseks pelgalt struktuurvalemi pdhjal.

Toatemperatuuril mdddetud spektrid on laiad, ja seda kolmel pdhjusel: 1) soojusvOnkumiste
pohjustatud kiire faasirelaksatsioon (valguskvandi poolt tekitatud molekuli pohi- ja ergastatud olekute
lainefunktsioonide summa e. superpositsioon on samuti lainefunktsioon, millel on oma faas); 2)
mittehomogeenne laienemine vedelikes (ja klaasides), tingituna sellest, et iga molekuli iimbrus igal
ajahetkel on erinev, 3) suur hulk molekuli omavdnkumisi ja timbruse vdnkumisi — foononeid, mis
koik ergastuvad, andes tulemuseks ,.kuuma* molekuli vahetult pdrast neeldumis- voi kiirgumisakti
toimumist.

Nende niiliselt keerukate protsesside olemus saab moistetavaks, kui vaatleme iilimadalal
temperatuuril registreeritud spektreid, mis on moddetud kiillmas molekulkimbus gaasis voi kristalses
maatriksis (nn. Shpol’skii efekt). Esiteks torkab silma kitsas, neeldumises ja kiirguses kokkulangev
(resonantne) puhtelektroonne joon, millega kaasnevad veidi laiemad vdnkejooned. On
tdhelepanuvéddrne, et toatemperatuurses lahuses, sealhulgas lahjendatud reovee keskkonnas,
aromaatsete siisivesinike korral vonkestruktuur sdilib ca 5-10 nm laiuste ribadena. Enamasti voib
eristada 3-6 riba, mis paiknevad iiksteisest 10-20 nm kaugusel, meenutades iildpildilt sérmkinnast.
,,Sormede* suhtelised pikkused on monevdrra erinevad neeldumises ja fluorestsentsis, ja mis veelgi
olulisem, iseloomulikud erinevate iihendite korral.

Vajadus arvestada keskkonna mojusid lahustunud aine optilistele omaduste komplitseerib meie
iilesannet veelgi. Arvutikeemikute seisukohad molekulide vaheliste mdjude arvestamise kohta
varieeruvad skaalal probleemi lootusetust keerukusest kuni pdhjendamatu optimismini. Onneks
pakuvad kogemusel rajanevad poolempiirilised meetodid kiillalt tédpseid tulemusi, lisaks protsesside
olemuse selgele maistmisele.



2.2 Fluorestsentsi kaudu avastatavad ained

Igapdevaelust v3ib luminestsentsi nditeks tuua aatomite kiirgus gaasis reklaamtorudes (punane neooni
ja sinine argooni korral), sddstulampide v&i kineskoopide pinnal olevast tahkest fosfoorikihist 1ahtuv
ioonsete lisandtsentrite kiirgus. Molekulaarse voi eksitoniseloomuga on orgaanilistestvalgusdioodidest
(OLED) ja ,,neoon“-pigmentidest kiiratud valgus. Enamike iihendite luminestsents on vihemargatav.

Alljargnevalt kirjeldame vees leiduvate iihendite kiirgusomadusi, ldhtudes KM dokumendist:
,» Veekeskkonnale ohtlike ainete ja aineriihmade nimistud 1 ja 2 ning prioriteetsete ainete, prioriteetsete
ohtlike ainete ja nende ainete rithmade nimekirjad* (https://www.riigiteataja.ee/akt/13345270).

§ 1. ,,0Ohtlike ainete ja aineriihmade nimistus 1 loetletud 8 riihmast on probleemideta fluorestsentsi
kaudu detekteeritavad:

e paljud ained, millel on veekeskkonnas véi selle kaudu kantserogeensed omadused (punkt 4);
e piisivad mineraaldlid ja naftapéritoluga siisivesinikud (punkt 7).

Fluorestsentsi kaudu méaératavaid iihendeid leidub rithmas:

e pisivaid siinteetilisi aineid, mis vdivad ujuda veepinnal, jadda heljumisse voi settida ning
takistada vee kasutamist (punkt 8).

Ulejaianud riihmades esineb iiksikuid ndrgalt fluorestseeruvaid aineid, mis vajavad tdiendavat uurimist.

§ 2. ,,0htlike ainete ja aineriithmade nimistus®™ 2 loetletud 10 ainete riihmast on fluorestsentsi kaudu
otseselt tuvastatava ka viga madalate kontsentratsioonide korral:

e cbapiisivad mineraaldlid ja naftapéritoluga siisivesinikud (alapunkt 7);
e omavad mérgatavat rohelist kiirgust uraani tthendid (alapunkt 2);

e mitmed mainitud iihealuselised fenoolid fluorestseerivad ultravioletses spektripiirkonnas
(alapunkt 10).

Pole huvituseta maérkida, et luminestsentsanaliiis ei ole rakendatav kuuenda rithma korral
(anorgaanilised fosforitihendid ja fosfor lihtainena).

§ 3. “Prioriteetsete ainete, prioriteetsete ohtlike ainete ja nende ainete rithmade nimekirjad* sisaldavad
33 {ihendit voi iihendite rithma, mis inimtegevuse tulemusena leiavad tee iimbritsevasse keskkonda kui
herbitsiidid, mineraaldlide koostisosad, lahustid, leegisummutajad, raskemetallid, insektitsiidid voi
poliimeersete materjalide plastifikaatorid ja stabilisaatorid.

Fluorestsentsanaliiiisi teel on lihtsalt avastatavad nr. 28 all koondatud poliiaromaatsed siisivesinikud:
benso(a)pilireen, benso(b)fluoranteen, benso(g,h,i)periileen, benso(k)fluoranteen, indeno(1,2,3-
cd)piireen.

Eraldi on vilja toodud individuaalsed poliitsiiklilised aromaatsed siisivesinikud nr. 2 antratseen, nr. 4
benseen, nr. 15 fluoranteen ja nr. 22 naftaleen. Antratseen, fluoranteen ja naftaleen on loetelus
esitatud teiste, ohtlikumate poliiaromaatsete siisivesinike indikaatoritena kiitustes, mineraaldlides ja
eriti kivisGetorvas. Benso(a)piireen, benso(b)fluoranteen ja benso(k)fluoranteen on tuntud ohtlike
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kantserogeeenidena. Et poliiareenid on véga sobivad fluorestsentsi kaudu tuvastamiseks, oleme
alustanud just nende iihendite testimist.

Nr. 12 di(2-etiiiil-heksiiiil)ftalaat, nr. 24 noniiilfenool, nr. 25 oktiiiilfenool fluorestseerivad
ultravioletses piirkonnas (300 nm), neist fenoolid kiillalt intensiivselt. Halogeenid kustutavad
fluorestsentsi pea-aegu téielikult jargmistes benseeni derivaatides: nr. 5 bromodifeniiiileeter, nr. 8
klorofenvinfoss (insektitsiid), nr. 16 heksaklorobenseen, nr. 26 pentaklorobenseen, nr. 27
pentaklorofenool, nr. 31 triklorobenseenid. Heteroaatom N benseeni tsiikli sees voi kiiljes kustutab
fluorestsentsi kiirendades interkonversiooni tripletesse seisundisse (vt. joonis 1). Tripletsest olekust
lahtuv fosforestsents on vedelikes omakorda kustutatud lahustunud hapniku poolt. Enamiku
herbitsiidide avastamine fluorestsentsi kaudu ei ole eriti lootustandev, kuid vajab siiski tdiendavat
uurimist. Nimetame siinjuures feniiiilatsetamiidi voi -karbamiidi derivaate (nr. 1 alakloor, nr. 13
diuroon, nr. 19 isoproturoon), symme-triasiini Klassi herbitsiide (nr. 3 atrasiin, nr. 29 simasiin) jat
dinitroaniliini derivaati nr. 33 trifluraliini.

2.3 Liihike iilevaade poliitsiiklilistest aromaatsetest siisivesinikest (PAH)

2.3.1 Mis on poliitsiiklilised aromaatsed siisivesinikud?

Poliitsiiklilised aromaatsed siisivesinikud (PAH) on orgaanilised ) i
ihendid, mis sisaldavad {iksteisega liitunud benseenituumi, kuid OO N ; d
voivad sisaldada ka heteroaatomeid ja asendusriihmi. PAH-ide ?j

hulka kuulub rohkem kui 100 iihendit, mis kdik erinevad iiksteisest
oma benseenituumade arvu ja asetuse poolest molekulis. Koige
lintsama ehitusega PAH koosneb ainult kahest omavahel tihendatud
benseenituumast ja on tuntud kui naftaleen (joonis 2).

Joonis 2

2.3.2 PAH-ide omadused

PAH-ide fiiiisikalised ja keemilised omadused sdltuvad tugevasti molekulmassist: molekulmassi
suurenedes vidheneb PAH-ide vees lahustuvus, aururShk ning PAH-ide vastupanuvdime
redutseerumise ja oksiideerumise suhtes, kuid suureneb sulamis- ja keemistemperatuur. Ténu sellele
PAH-id, mis koosnevad suuremast benseenituumade arvust, on Maa keskkonnas stabiilsed, sest
lagunevad hiidroliitisi toimel viga vdhesel médéral ja oksiideeruvad raskelt Shuhapniku toimel. PAH-id
on elusorganismidele ohtlikud. Erinevate uuringute kéigus on kindlaks tehtud, et madalamate
molekulmassidega PAH -de tihendid on toksilised ning suuremate molekulmassidega iihendid v&ivad
olla mutageensete ja kantserogeensete omadustega. PAH-id on ohtlikud, sest nad on vdimelised
seonduma rakumembraani ja membraanensiiiimidega ning PAH-id on suutelised tekitama muutusi
pinnamamebraanides, suurendades seeldbi ka rakumembraani labimisvoimet, mille tottu tekivadki
molekulaarsed muutused.

2.3.3 PAH-ide teke ja keskkonda sattumine

Poliitsiiklilised aromaatsed siisivesinikud tekivad peamiselt mittetéielikul polemisel (oksiideerumisel).
Sellepdrast on PAH-ide allikateks kiituse poletamisel tootavad tehnilised siisteemid ja tehased,



vulkaanid, metsatulekahjud. Kuid orgaaniliste ainete mittetdieliku oksiideerimise protsessid esinevad
mitte ainult pdletamisel. Mittetdielik okslideerumine toimus fossiilsete kiituste tekkimise kiigus.
Sellepirast leiduvad PAH-id hulgaliselt fossiilses kiituses ja sellest valmistatud produktides, kivisoes,
toornaftas, torvades, asfaldis, kiituses, dlis ja mujal.

2.3.4 PAH-id naftas ja selle produktides

Nafta on iiks peamistest PAH-ide allikatest, mille kaudu nad jduavad meid timbritsevasse keskkonda.
Vaatamata sellele on nafta ja naftaproduktid kaasaegses elus praktiliselt asendamatud. Erinevad
tehased, tootmisprotsessid, transport, infrastruktuur - kdik kasutavad naftat ja selle produkte kiitusena.
Igal poool leidub esemeid plastikust, kummist vdi teisteks poliimeeridest, mille lahteaineks on nafta ja
sellega ka PAH-id. Seepérast vaarib PAH-de sisaldus naftas ja naftaproduktides erilist tdhelepanu.
Ulaltoodu ei tihenda seda, et PAH-ide sisaldust naftas ja naftaproduktides ei kontrollita. Vastupidi, nii
Euroopas, kui ka Ameerikas on vdetud ette palju meetmeid PAH-ide leviku peatamiseks. On loodud
kdige ohtlikumate PAH-ide nimekirjad, méératud nende lubatud piirkontsentratsioonid jadtmetes ja
heitvees, midratud PAH-ide normid td6stuses ja on kohustatud koiki todstusi neid norme jélgima [1-
6]. Vaatamata sellele on erinevad keskonnauuringud maailmas ndidanud, et PAS-ide kontsentratsioon
kui just ei kasva, siis on veel paris suur ja v0ib osutuda inimestele ja keskkonnale ohtlikuks.

On tehtud erinevaid uuringuid, et mddrata PAH-ide sisaldust naftas, ja kokku on leitud umbes 180
erinevaid PAH-¢ [1]. Kdige rohkem uuriti U.S. Environmental Agency poolt vilja toodud ohtlikke
PAH-¢ ja médrati nende kontsentratsioonid 48-s toornaftas (Tabel 1). Samad PAH-id on tunnistatud
ohtlikuks ka Euroopa komisjoni poolt [3,4,5,7].

PAH ja selle sisaldus naftas Miinimum Maksimum Keskmine
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Naphthalene 1.2 3700 427
Acenaphthene 0 58 111
Acenaphthylene 0 0 0
Fluorene 1.4 380 70.34
Anthracene 0 17 4.3
Phenanthrene 0 400 146
Fluoranthene 0 15 1.98
Pyrene 0 9.2 -
Benzo[a]anthracene 0 16 2.88
Chrysene 4 120 30.36
Benzo[b]fluoranthene 0 14 4.08
Benzo[k]fluoranthene 0 1.3 0.07
Benzo[a]pyrene 0 7.7 1.5
Dibenz[a,h]anthracene 0 7.7 1.25
Benzo[g,h,j]perylene 0 1.7 0.08
Indeno[1,2,3-cd]pyrene 0 1.7 0.08

Tabel 1. Kirjeldab USA ja Euroopa komisjoni poolt ohtlikuteks tunnistatud PAH-ide sisaldust 48-s
toornaftaallikas [8].

Mis puudutab naftaprodukte, siis PAH-e leidub ka bensiinis [12,13], diiselkiituses [7] ja teistes
kiitustes (Tabel 2 ja 3). Uldjuhul leidub PAH-e nendes vedelkiitustes viikestes kontsentratsioonides,
sest nende tootmisel kasutatakse kergemaid nafta komponente ja puhastatakse rasketest lisanditest.
Seepédrast ei avalda vedelkiitused ise suurt ohtu keskkonnale. Aga PAH-d voivad tekkida nende
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kiituste mittetéieliku pdlemise kdigus ja seetdttu panustada tugevalt iimbritseva keskkonna reostusse
[14]. Suurem osa PAH-de dhureostusest tekibki erinevate kiituste poletamisel. Tekkivad PAH-id on
toodud Tabelis 4. Vett ja mulda reostavad PAH-idega aga kummi ja rehvid, mille ldhteaineks
tootmisel on naftas sisalduvad raskemad siisivesinikud. Igal aastal teedel kuluvad autorehvid jiatavad
tonne oma koostisainet keskkonda. Kuna PAH-d kuuluvad ka raskemate naftakomponentide hulka,
siis loomulikult satuvad nad koos rehviainega teedele, kust vihmavesi viib neid edasi mulda ja
veekogudesse. Ohtlikud PAH-d, mida leidub rehvides, on toodud tabelis (Tabel 5) [2,9]. Samas
kasutatakse teekatete ehitamiseks bituumenit, mis tegelikult on {iks levinuim naftaprodukt meie elus.
Seejuures bituumen koosneb just raskematest siisivesinikest, mille seas leidub ka ohtlikke PAH-e [11],

(Tabel 6).

PAH
Naphtalene

Acentaphthylene

Acenapthene

Fluorene

Phenanthrene

Anthracene

Fluoranthene

Pyrene

Cyclopenta(c,d)pyrene

<«—Tabel 2

Tabel annab ettekujutuse sellest, milliseid
PAH-se leidub kiittustes kontsentratsioonid
varieeruvad soltuvalt kiittusest 0-st kuni 10
mg/L.

PAH
Chrysene+Triphenylene

Benza(a)anthracene

Benzo[a]pyrene

Chrysene

Benzo[e]pyrene

Benzo(b)fluoranthene

Indeno[1,2,3-c,d]pyrene

Benzo(k)fluoranthene

Benzo[b+j+k]fluorantenes

Benzo(e)pyrene

Benzo(a)pyrene

Perylene

Indeno[1,2,3-c,d]pyrene

Dibenz(a,h)anthracene

Benzo(b)chrysene

Benzo(g,h,j)perylene

Coronene

Tabel 3
Tabel annab ettekujutuse sellest, milliseid
PAHe leidub bensiinikiitustes ja mootordlides.

Tabel 4 |
Tabelis on toodud PAH-d, mis tekivad bensiini
ja diiselkiituste mittetdielikul pdlemisel.

PAH mis vdivad tekkida kiituste mittetdieliku pdlemise kidigus (peamised)

Phenanthrene

Anthracene

Fluoranthene

Pyrene

Benz(a)anthracene

Chrysene/Triphenylene

Benzo(b)fluoranthene

Benzo(k)fluoranthene

Benzo(e)pyrene

Benzo(a)pyrene

Perylene

Indeno(1,2,3-cd)pyrene

Dibenz(a,h)anthracene/Dibenz(a,c)anthracene

Benzo(g,h,i)perylene




Name

e  Benzo(a)pyrene (BaP) »  Passenger Benzo[e]pyrene

L] BEMU{E}P}'TEHE (BEP] cartyres Benzo[alanthracene

»  Benzo(a)anthracene(BaA) » Lightand —

»  Chrysen (CHR) heavy trucks S

- Bemo[ b:] fluoranthene [Bpr‘} tyres Benzo[b]fluoranthene

= BEIIZO[j]IﬂU]‘OGHIhEHE [EjFﬁ] E ﬁgl’lﬂlltlﬂ"ﬂl Benzo[k]fluoranthene

e  Benzo(k)fluoranthene (BKFA) e —

- Dihenzo{a,h]anthracene MOIOI’C}’L‘]E Benzo[j]fluorant
{_DBHM) t}i]‘ES Indenc[c,d]pyrene

Tabel 5. Tabelis on toodud PAH-d, mida vdivad sisaldada autorehvid [2,9].

PAHs/SAMPLES A B C D E
Naphthalene nd nd nd nd nd
Acenaphthylene nd nd nd nd nd
Acenaphthene ud nd ud 10.15 nd
Fluorene nd nd nd nd nd
Phenanthrene 7.79 1.07 nd 11.67 nd
Anthracene 9.54 nd nd 3.98 nd
Fluoranthene 5.37 249 5.87 14.30 374
Pyrene 6.46 2.38 7.68 14.55 2.35
Bengz[a]anthracene 531 2741 53.36 58.26 40.30
Chrysene 12.20 10.43 15.01 19.57 10.56
Benzo[b]fluoranthene 12.66 23.39 2.99 12.87 13.55
Benzo[k|fluoranthene 1.56 457 nd 2.79 1.20
Benzo[a]pyrene 8.05 11.98 7.74 8.06 5.11
Benzo[g.l.i]perylene nd nd nd nd nd
Dibenz[a.h]anthracene 25.75 24.11 4.45 10.72 5.06
Indeno[1.2,3-cd]pyrene 75.98 56.74 22.21 24.01 21.92
T16PAHs (mg kg™) 170.67 164.57 119.31 190.93 103.79
Fluoranthene/pyrene 0.83 1.05 0.76 0.98 1.59
Benz[a]anthracene/chrysene 0.44 2.63 3.55 2.98 4.61
Benzo[k]fluoranthene/benzo[b]fluoranthene 8.12 5.12 - 4.61 11.29

Tabel 6. Tabelis on toodud PAH-d, mida sisaldavad erinevatest kohtadest voetud bituumeni
proovid (ithikuks on mg/kg).

Muidugi, iile kogu maailma kehtivad erinevad piirangud, mis midravad PAH-de maksimaalse
sisalduse erinevates toodetes ja ei luba kasutada tooteid, milles PAH-de kontsentratsioon
iiletab lubatut. Selleparast on tehased kohustatud toodete valmistamisel jalgima nende koostist
ja vajadusel PAH-e elimineerima. Ideaalsel juhul peaks viimane protsess vdimaldama korjata
kdik PAH-d tootmisainest ja viia need imbertootlemisele voi lagundamisele. Reaalsuses aga
satuvad naftast ja naftatoodetest eemaldatud PAH-d tehaste jddtmetesse ja heitvette, mis
omakorda soodustab keskkonnasaastet.
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2.3.5 PAH-de kasutamine naftareostuse indikaatorina

Peale PAH-de on naftas hulgaliselt ka teisi ohtlikke aineid, mis vdivad sattuda keskkonda ja
sellele poordumatut kahju tekitada. Aga tildjuhul need ained ei ole stabiilsed, imbuvad kiiresti
iimbritsevasse keskkonda ja elusorganismidesse voi lagunevad. Seepirast on tihti vdga raske
hinnata naftareostusest tekitatud kahju ja efektiivselt sellele reageerida.

Selle probleemi tliheks lahendiks oleks leida nafta koostises selliseid aineid, mis on {ibritsevas
keskkonnas piisivad ja iseloomulikud ainult naftale, ning kasutada neid aineid naftareostuse
tuvastamiseks. Selleks tuleb votta eelpool toodud omadustega ainet, méérata selle keskmine
sisaldust naftas ja otsida selle aine sisaldust potentsiaalses reostuskohas. Kuna valitud aine on
naftale iseloomulik, siis sellise aine tuvastamine annaks kohe maérku, et meil on suure
toendosusega tegemist naftareostusega. Tuvastatud aine kontsentratsiooni médramine
vOéimaldaks aga hinnata reostuse ulatust.

Sellisteks piisivateks aineteks sobivad hidsti nditeks PAH-d. Tédnu oma chitusele on nad
pusivad vee ja Shukeskonnas. Nende iseloomulikud omadused véimaldavad neid eristada
teistest ainetest. Paljud nendest fluorestseerivad, mis vdimaldab detekteerimiseks kasutada
fluorestsentsspektroskoopia meetodeid. Teades valitud naftale iseloomulike PAH-de
neeldumis- ja fluorestsentsspektreid, saab erinevate meetodite abil tuvastada neid {imbritsevas
keskkonnas. Tavaliselt kasutatakse selleks erinevaid kromatograafilisi meetodeid. Aga meie
poolt vilja to6tatav metoodika vdimaldaks teha seda selektiivslt otse vees ja on-line reziimis.
Naftas sisalduvatest PAH-dest oleks mdistlik valida need, mille sisaldus naftas on kdige
suurem. See tOstaks naftareostuse tuvastamise tdendosust, kuna iildiselt on PAH-de sisaldus
naftas suhteliselt véike. Tabelis 1 ja artklis ,,Profile of the Polycyclic Aromatic Compounds
from Crude Oils“ [10] toodud andmete kohaselt sobiksid kdige paremini sel juhul jargmised
PAH-d (Tabel 7):

PA de e ed ald arta 0/KQ

Naphthalene 427
Fluorene 70.34
Chrysene 30.36
Dibenzo(b,d)thiophene 336.5
Penthathrene 128.7
Benzo(b)naphto(2,1-d)thiophene 102.0
Methyl-benzonaphthothiophene 59.9
3-methylchrysene (furan derivative) 43.9
Thiophene (derivative) 39.2
Benzo(e)pyrene 28.9
Tabel 7

Naftas koige suurema sisaldusega PAH-d, mis vdiksid kdige paremini sobida naftareostuse
detekteerimiseks.

Nendest koik on fluorestseeruvad ja seega sobivad naftareostuse indikaatoriteks.
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2.4 Heitveed ei ole lihtsad ohtlike ainete lahused

Veekeskkond on heterogeenne, mitmefaasiline siisteem. Néiteks olikile vee pinnal moodustab
omaectte faasi, milles kontsentreeruvad hiidrofoobsed saastained. Vees esinevad holjumid
jaotatakse emulsioonideks (vedelik vedelikus) ja suspensioonideks (tahkis vedelikus).
Lisandosakeste suuruse edasisel vidhenemisel rddgime kolloidlahustest, mis on
termodiinaamiliselt ja kineetiliselt stabiilsed, kuna soojusliikumine ei vdimalda osakestel
settida vOi pinnale tousta. Tdnapdevases moistes on kolloidosake nanofaas, mille erijuhuks on
globulaarne valk vesilahuses. Eralduspiir kolloidlahuse ja lahustunud ioonse makromolekuli
e. poliielektroliitidi vahel ei ole terav. Poliimeersed elektroliiidid vdivad olla orgaanilised
(humiinhapped, mis virvivad Emajoe kevadel tumepruuniks) vOi anorgaaanilised
(poliisilikaadid ja poliifosfaadid liimide ja pesemisvahendite jddkidena). Amfifiilsed
detergendid (mida iseloomustab ioniseeritud voi polaarne “pea” ja hiidrofoobne ,saba‘,
nditeks naatriumstearaat e. tavaline pesuseep) moodustavad mitsellaarseid lahuseid voi
bilipiidse membraaniga iimbritsetud vesikleid. Vees iilivihe lahustuvad miirgid nagu
poliiareenid ja DDT esinevad poéhiliselt solubiliseeritud olekus, olles seotud 6li mikrofaaside,
mitsellide voi poliielektroliiiitidega.

Eelnevast selgub, et meie poolt otsitav aine voib reaalses olukorras, mis nominaalselt kujutab
endast heitvett, olla seotud védga erinevate molekulidega. Spektrofluorimeetria aspektist on
kesksel kohal kiisimus, kuidas fluorestsentsi spekter ja kvantsaagis timbrusest olenevad. Kuna
tiheks kéesoleva projekti eesmirgiks on fluorestsentsanaliiiisi selektiivsuse oluline
suurendamine, siis tuleb selgusele jouda timbrusest sdltuvate spektrinihete suuruses ja suunas.
Neeldumise voi fluorestsentsi spektris toimuvad nihked on tipselt méddetavad, andes palju
infot uuritava aine molekuli 1dhitimbruse kohta. Meie uusimad uurimused néitavad, et 70-90%
nn. solvendinihkest on pdhjustatud kromofoori (,,varvi kandjat™) katva lahusti molekulide
esimese, koige ldhema kihi poolt. Késitleme kromofoori ja solvendi molekuli paari
polariseeritavate dipoolidena. Kvantmehaanilisest hdiritusteooriast johtub, kuid on ka
elektrostaatika pohjal hdsti arusaadav, et molekulide vaheline interaktsioon omab 4
komponenti: dipool-dipool, solvendi polarisatsioon vdrvaine poolt ning vastupidi ja viimaseks
on universaalne dispersioonijoud.

Spektrinihe tekib, kui pdhi- ja ergastatud oleku stabilisatsioonienergiad on erinevad. Nihke
arvutamiseks on tarvis teada aine dipoolmomenti ja polariseeritavust alumisel ja {ilemisel
energiatasemel. Keskkonna polariseeritavust iseloomustab véga tépselt murdumisnditaja
avaldis, nn. Lorentzi-Lorenzi (L-L) funktsioon, polaarsust aga monevorra halvemini
dielektriline ldbitavus. Vee murdumisnditaja n toatemperatuuril on 1.333, selle ruut 1.78
annab dielektrilise ldbitavuse valguse sagedusel. Vee dielektriline ldbitavus D
madalasageduslikus elektriviljas on viga kdrge - 80, mille pdhjuseks on H,O molekulide suur
dipoolmoment, kdrge kontsentratsioon ning omavaheline seotus domeenideks
vesiniksidemete abil. Meie teadustdddes sisalduvad andmebaasid mistahes molekulide
spektrinihete leidmiseks koikvdimalikus iimbruses, erinevatel temperatuuridel ja rohkudel.
Kuna poliiareenide dipoolmomendid on vidikesed, mingib olulist rolli dispersioonijoud . See
oleneb timbruse murdumisnéitajast, mis on vees 1.333 ja 6lis 1.4, vastavad L-L funktsiooni
védartused on 0.2 ja 0.24. Solvendinihke dispersioonikoefitsiendid soltuvad spektraalsiirde
tlilibist (o vOi p alternantsetes areenides), vastavalt -1500 (benso(a)piireen), -4000 (antratseen)
ja omavad vahepealset vddrtust mittealternantse benso(k)fluoranteeni jaoks (-2000 cm™).

12



Korrutades koefitsiendi L-L funktsiooni muuduga ja minnes tle lainepikkuste skaalale, saame
nihkeks vee ja 6li vahel ~400 nm juures nimetatud ainete jaoks 1, 2,6 ja 1,3 nm. Leitud nihke
védrtus on véike, kuid oluline juhul, kui fluorestsentsanaliiiis eeldab tipset spektri maksimumi
ja miinimumi asukohta ning tuletise arvutamist vahepealses piirkonnas.

Kuna mootmiste temperatuurivahemik vélitingimustes voib varieeruda 0 kuni 40 °C, siis
kahaneb vee murdumisnéitaja soojuspaisumise tdttul.334 kuni 1.331. Leiame eeltoodud viisil
dispersioonilise sininihke viirtuseks benso(k)fluoranteeni jaoks tiihise 3 cm™. Sellest suurem
ja vastupidise mérgiga on nn. puhas termiline nihe, ~-20 cm™, mida pdhjustab teist jirku
anharmooniline elektron-foononinteraktsioon. Seega nihkub spekter summaarselt hoopis
pikemate lainepikkuste suunas punasesse. Keeruline formuleering peidab meie voimetust
nimetatud efekti suurust tdpselt arvutada. Kui praktika vajadused seda eeldavad, tuleb
vastavad teadusuuringud tulevikus 14dbi viia. Lisaks spektrite nihetele erinevas timbruses tuleb
arvesse votta nende laienemist. Neeldumis- v&i fluorestsentsiriba laius on iisna heas
korrelatsioonis Umbruse polaarsuse voi dielektrilise ldbitavusega, kasvades reas
0li > etanool > metanool > vesi.
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3. Uudne metoodika fluorestseeruvate kahjulike
ainete selektiivseks detekteerimiseks

Kdige olulisem informatsioon, mis on vajalik ainete tuvastamiseks optilisel meetodil
(neeldumis- ja fluorestsentsispektrite maksimumid) saadakse fotomeetri ja fluoromeetri abil
neeldumis- ja fluorestsentsispektrite moGtmistel. See protsess nduab laboratoorseid tingimusi
ega voimalda teha modtmisi reaalajas. Lahtudes ettevalmistust6os saadud andmetest, dnnestus
meil vilja pakkuda metoodika, mis voimaldab kiiresti ja selektiivselt tuvastada saasteainet ka
ilma selle kogu spektri méotmiseta.

Metoodika pohineb sellele, et likskord moddetud spektreid ei pea mitu korda iile mootma,
vaid voib saadud andmeid kasutada, et ergastada ainet spetsiifilistel lainepikkustel ja modta
fluorestsentsi signaali sobivalt valitud spektri piirkonnas. See vdimaldab tundmatus ainete
segus tuvastada otsitava aine, kasutades neeldumis- ja fluorestsentsispektrite maksimume.
Metoodikat selgitame jargnevalt iihe konkreetse niite varal.

Votame niiteks benso(k)fluoranteeni (joonis 3), millel on viga korge fluorestsentsi
kvantsaagis (ca 100 %) ja seetOttu ta sobib meie metoodika jaoks ideaalselt.

Benso(k)fluoranteeni neeldumisspekter
0,44

COH

0,34

0,24

Neeldumine {OD)

0,14

010 ! | ! I 4 | ! | ! I T T T T
350 360 370 380 390 400 410 420
Lainepikkus (nm)

Joonis 3. Benso(K)fluoranteeni neeldumisspekter.
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Niitid votame sellest neeldumisspektrist tuletise, kujutame samal graafikul (joonis 4) ja
mérgime moned iseloomulikud punktid.

Benso(k)fluoranteeni neeldumisspekter

0,4 - 396,5 399,5
3745 S7° AN 1004
X
0,3 1 40,02
~ K%
D d—
) =
_qg) 0,2 — 0,00 9
3 13
g 3
0,02 £
0,1 '
AN
381
- -0,04
~-403,5 '
0,0 T T T T T T

I T I T I T I I
350 360 370 380 390 400 410 420
Lainepikkus (nm)

Joonis 4. Benso(k)fluoranteeni neeldumisspekter ja selle tuletis.

Sobivateks lainepikkusteks on neeldumisspektri tuletise maksimumid ja miinimumid, mis
madravad vastavalt neeldumise kiireima kasvu ja languse punktid, ning ka neeldumisspektri
maksimumid, mida me soovime tuvastada meie mootmiste kdigus. Nende punktide valik on
tingitud sellest, et esiteks, neeldumisspektri maksimumi ldhedase joone siimmeetria tdttu on
neeldumismaksimumi ja kiireima kasvu punktide vahe sama, mis neeldumismaksimumi ja
kiireima kahanemise punktide vahe. Teiseks, neeldumisspektri tuletise miinimum ja
maksimum asuvad neeldumismaksimumi suhtes kahel ,,poolel* teineteise vastas, kusjuures
tuletised nendes punktides on erimidrgilised. (See vdimaldab vodtta neeldumisspektri
maksimumi n.0. ,,kahvlisse®).

Jargmine oluline etapp meie metoodikas on aineproovi ergastamine. Me teeme seda
paarikaupa esialgu neeldumise kiireima kasvu ja maksimumi punktides ja seejirel
maksimumi ja kiireima kahanemise punktides, kasutades nendele punktidele vastava
lainepikkusega valgust (vt. joonis 5). Seejuures me moduleerime kahe erineva punkii
ergastuse valgussignaalid nii, et nad oleksid vastasfaasis. (Uks lihtsamatest meetoditest seda
teha on valgusallikate vaheldumisi sisse ja véljaliilitamine)
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Benso(k)fluoranteeni neeldumisspekter
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Joonis 5. Ulemisel pildil on kujutatud kaks ergastavat signaali, mis on vastasfaasis ja meie
poolt mdddetav fluorestsentsi signaal, mis on kahe fluorestsentsisignaali summa. Alumisel
pildil on kujutatud sama joonis, aga niiiid teise punktidepaari jaoks.
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Pérast aine ergastamist me detekteerime selle fluorestsentsi fotodetektori ja lock-in véimendi
abil. See voimendi lukustab ennast viga tdpselt moduleeritud signaali sagedusele,
voimaldades elimineerida suurema osa miirasignaale ja lubabades mdodta viga ndrku signaale
(Néiteks ka fluorestsentsi signaali, mis ei pruugi olla suur fluorestseeruva aine véikese
kontsentratsiooni tottu). Seejuures lock-in voimendi abil saab modta signaali amplituudi ja
faasi reaalajas. Kuigi metoodika on suhteliselt keeruline, saab kdiki mddtmesi teha viga
kiiresti.

Mootmistulemuste interpretatsioon on aga lihtsam. Kui me ergastame ainet kahel valitud
lainepikkusel vastasfaasis moduleeritud valgussignaalidega, siis loomulikult on ka
moddetavad  fluorestsentsi  signaalid vastasfaasis. Ja kui me mdddame kahte
fluorestsentsisignaali korraga, siis modtmistulemuseks on juba signaalide vahe (vt. joonis 6).
Mootmissiisteem liidab kahte vastasfaasilist signaali ja jérele jédéb signaal, mille amplituud on
vordne kahe amplituudi vahega ja ta omab suurema amplituudiga signaal faasi.

2sin(a)

VRV AN AN
/\/\\/\/\/\/ VAN

Joonis 6. Diagramm illustreerib, kuidas liituvad kaks erineva amplituudiga ja vastasfaasis
signaali.

V4

sin{a+7) = -sin(af)

See, kui suur tuleb kahe fluorestsentsi signaali vahe, sdltub sellest, millise lainepikkusega me
parajasti ainet ergastame ja kui tugev on aine neeldumine sellelel lainepikkuselel (kas meil
on tegemist neeldumismaksimumiga v3i mingi muu alaga). Kuna me ergastame ainet juba
valitud lainepikkustel, siis me ootame, et kahest fluorestsentsi signaalist hakkab domineerima
see, mille faas on sama mis signaalil, mida kasutati aine ergastamiseks selle neeldumisspektri
maksimumis. Kui me moddame sellist fluorestsentsi signaali kahe meie poolt juba valitud
spetsiifilise lainepikkuste paari jaoks ja modGtmistulemuseks saame umbes samasugused

signaali amplituudvéirtused, ja kui osutub, et need signaalid on vastasfaasis, siis me voime
péris kindlalt 6elda, et meil on tegemist neeldumisspektri maksimumiga, mis on otsitavale
ainele iseloomulik. Kui meil fluorestsentsi signaalid on samas faasis, siis meil kindlasti ei ole
tegemist neeldumismaksimumiga ja tdenidoliselt meil ei ole otsitavat ainet proovis, vdi on
selle aine kontsentratsioon detekteerimiseks liiga vdike. Kui meil on modtmistes kahtlusi,

nditeks parast mootmisi iiks lainepikkuste paar annab palju suurema signaali kui teine paar,
aga signaalid on vastasfaasis, siis me voime kontrollida mingi teise neeldumismaksimumi
olemasolu, mis on sellele ainele omane (benso(k)fluoranteenil on neid kindlasti vdhemalt
kaks). Nii me tagame selektiivsuse meie modtmismetoodika kasutamisel (vt. joonis 7).
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Benso(k)fluoranteeni neeldumisspekter

0,4 -
0,3 1
a
e}
202+
£
b=
iy
5]
(5}
z
0,11
010 T T T T T T T
350 360 370 380 390 400 410 420
Lainepikkus (nm)
Benso(k)fluoranteeni neeldumisspekter
0,4+
0,34
o
o
£ 0,2
£
>
h=y
[}
[}
P
0,14
010 T T T T T T T
350 360 370 380 390 400 410 420
Lainepikkus (nm)
Benso(k)fluoranteeni neeldumisspekter
0.4+
0.3
o
e
Q.
0.2 1
€
=
o
3
=z
0.1+
0.0

T T T T T T T
350 360 370 3 gineg’lagus (Lrll(r)n% 410 420

Kui me ergastamise kiigus
satume punktidesse, mis
neeldumisspektri peal asuvad nii,
nagu on ndidatud korvaloleval
joonisel, on meil tegemist
neeldumisspektri maksimumiga.
Signaalid on peaaegu vordsed ja
vastasfaasis.  Selline  olukord
toestab otsitava aine olemasolu.

Kui me ergastamise kaigus
satume punktidesse, mis
neeldumisspektri esimese
maksimumi juures asetsevad juba
ebastimmeetriliselt, siis me saame
juba  ebavordsed vastasfaasis
signaalid ja otsitava aine
olemasolu on juba kahtluse all. Et
16plikult aine olemasolu tdestada,
saab minna teise maksimumi
juurde ja teha analoogilised
mootmised. Kui me jalle ei saa
oodatud tulemust, siis otsitavat
ainet juba kindlasti ei ole.

Olukorras, kui me ergastame
ainet meie poolt valitud punktides
aga tegelikult me ei ole
neeldumisspektri maksimumi
peal, siis mee moddame kahte
signaali, mille vahe on kiill
ithesugune, kuid nad on samas
faasis. Sellisel juhul voib kindlalt
Oelda, et tegemist ei ole otsitava
ainega

Joonis 7. Lainepikkuste moduleerimismetoodikas esinevad juhud.
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3.1 Meie poolt vilja tootatud metoodika katseteline kontroll

Kontrollimaks iilalkirjeldatud ideed praktikas, ehitasime katseseadme, mille skeem on toodud

joonisel 8.
Moduleeritud LED: Pilu  Koondav Difraktsioonivore Koondav
: 3 405 nm lzats > > ..
sngnaal laats
L 4
. . . = Arvutiga
Fotodetektor Laatsede susteem Aine kvartsklaasist Kaks fiibrit .
) . hx ~ juhitavad
koos ﬁltnga kiivetis )
translaatorid

_3 Lock-in

L -~ . -
voimendi

Joonis 8. Katse skeem.

Sobivate lainepikkustega pooljuhtlaserite puudumise
tottu otsustasime kasutada suhteliselt kitsa spektriga
LED-e, mis kiirgavad meid huvitavas spektriosas.
Meie metoodika kohaselt pidime ergastama ainet
valitud lainepikkustel ja detekteerima signaali lock-in
voimendi abil. Selleks me moduleerisime toitevoolu
nii, et LED-d lilitusid vaheldumisi sisse ja vilja
(joonis 9).

Joonis 9. LED-de toitevoolu modulatsioon.
Siis lahutasime LED-idest tuleva valguse spektriks

difraktsioonivore abil ja suunasime saadud valguse 1mm fiibritesse. Fiibrid olid kinnitatud
translaatorite kiilge, mis liigutasid neid piki spektrit ja voimaldasid LED-ide spektritest vilja
selekteerida sobiva lainepikkusega ergastused. Selliselt spektraalselt selekteeritud valguse abil
ergastasime kvartskiivetis olevat ainet ja mddtsime fluorestsentsi 1dbi filtri (joonis 10)
fotodioodiga ja lock-in vdimendiga.
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Benso(k)fluoranteeni ergastus ja fluorestsentsi spektrid
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Joonis 10. Punasega on ndidatud meie poolt kasutatud filtri 1abilaskvus. Nagu néha, laseb see
filter 1dbi ainult fluorestsentsi signaali, mida me fotodetektori abil mdddame.

Ergastava valguse spektrid
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Intensiivsus
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Joonis 11. Kasutatud ergastava valguse spektrid, kui nende maksimumid on seadistatud
lainepikkustele 397, 400 ja 403,5 nm. Kiesolev joonis illustreerib ka seda, et ergastav valgus
oli vdimeline mdjutama ainet pShimdtteliselt ainult meie poolt valitud lainepikkustel, kuna
ergastava valguse spektrijooned olid suhteliselt kitsad, umbes 3 nm maksimumi poolel
korgusel.
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LED-ide kasutamine tegi siisteemi natuke keerukamaks, aga see ei takistanud meid saada
oodatud tulemusi. Esiteks me mddtsime uuritava aine ergastusspektri. Selleks modtsime
fluorestsentsi intensiivsuse Ir;(,y) sOltuvalt ergastava valguse lainepikkusest. Kuna
ergastava valguse intensiivsus eri lainepikkustel ei olnud konstantne, siis pidime modtma ka
ergastava valguse intensiivsuse lainepikkuse soltuvuse I, (A.y). Jagades fluorestsentsi
Ifl(lex)
Iex(lex),
ergastusspektriga, siis on néha, et saadud tulemused on véga sarnased, mis kinnitab, et meie

stisteem annab Gigeid tulemusi (joonis 12).

ergastusega saime ergastusspektri. Kui vdrrelda seda fluoromeetriga moddetud

Benso(k)fluoranteen
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Joonis 12. LED-ga mdodetud ergastusspekter (alumine graafik) ja fluoromeetriga mdddetud
ergastusspekter (iilemine graafik).
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Teiseks, me kontrollisime ideed, et ergastades ainet talle iseloomulikel lainepikkustel, saab
teda selektiivselt tuvastada Me tegime seda mdodtes fluorestsentsi intensiivsuste vahet
ergastades kahel valitud lainepikkusel. Ja saime oodatud tulemuse — fluorestsentsi vahed olid
sarnased ja signaalid olid vastasfaasis (joonis 13).

Benso(k)fluoranteen
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0=—10" | 6=170°
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Joonis 13. Faaside erinevus 0O-st ja 180-st tuleb sellest, et mddtmistel kasutasime
omavoimendusega fotodetektorit, mis natuke mdjutas moddetava fluorestsensisignaali faasi.
Nagu néha, on signaalide faasivahe ikkagi 180 kraadi, st nad on vastasfaasis.

Tegime ka lahuste kontsentratsiooni rea ja leidsime fluorestsentsi intensiivsuse soltuvuse
kontsentratsioonist (joonis 14). Selgub, et mdddetud kontsentratsioonide vahemikus on

signaal proportsionaalne fluorestsentsi intensiivsusega.

40 -
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Joonis 14. Fluorestsentsi intensiivuse soltuvus kontsentratsioonist

22



Kokkuvottes voime tddeda, et katsetes saadud tulemused tdestavad, et meie metoodika t66tab
ja tootab hdsti, ning seda saab tdepoolest kasutada kahjulike ainete detekteerimisel ja
tuvastamisel, kusjuures seda saab teha reaalajas!

3.2 Fluorestseeruvate saasteainete detekteerimise selektiivsuse
tostmise meetod.

3.2.1 Ergastuslainepikkuse sinusoidaalne moduleerimine.

Saasteainete fluorestsentsdetekteerimise selektiivsuse tdstmise iiheks voimaluseks on
fluorestsentsi ergastava valguse lainepikkuse sinusoidaalne moduleerimine. Meetodi
eelduseks on, et taustafluorestsentsi ergastusspekter on suhteliselt struktuuritu, aeglaselt
muutuv foon, mis vihe tunneb ergastava lainepikkuse véikesi muutusi. Samas detekteeritava
aine ergastusspekter omab tihti kitsaid spektriribasid (néditeks PAH-de korral) ja seetdttu selle
fluorestsentsi intensiivsus on tundlik ka viikestele ergastuse lainepikkuse muutustele. Nagu
néha jooniselt 15, on vdimalik valida, kas lainepikkust moduleerida spektririba kiire muutuse
iimbruses (joonisel 15 tihistatud [1]) vdi maksimumi ldhedal (joonisel 15 tdhistatud[2]).
Esimese valiku eeliseks on suur signaal juba viikese lainepikkuse muutuse Kkorral.
Maksimumi ldhedal moduleerides on eeliseks see, et fluorestsentsi modulatsioon toimub
kahekordsel ergastuse moduleerimise sagedusel, mis on iseloomulik ainult maksimumi
timbruses moduleerimisele. Samas piisava fluorestsentsi signaali amplituudi saavutamiseks on
vaja ergastava valguse lainepikkust moduleerida suuremas ulatuses.

Benso(k)fluoranteeni neeldumisspekter
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Joonis 15. Fluorestsentsi ergastava valguse lainepikkuse sinusoidaalse moduleerimise kaks
vOimalust: spektri kiire muutuse asukohas [1] ja maksimumi timbruses [2].

Aruande kirjutamise hetkel olemasoleva informatsiooni alusel tundub perspektiivseim meetod
parima selektiivsuse saamiseks ergastava valguse lainepikkuse sinusoidaalne moduleerimine
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neeldumismaksimumi {imbruses ja fluorestsentsi detekteerimine teisel harmoonikul. Kui
modulatsiooni lainepikkuse vahemikus neeldumisspekter on lainepikkuse lineaarne
funktsioon, siis teisel harmoonikul signaal tdielikult puudub. Seega heas ldhenduses on
otsitava aine puudumisel teisel harmoonikul detekteeritav signaal null. Samas, ka véikeste
detekteeritava aine kontsentratsioonide korral, mil tekib lainepikkuse lineaarsele funktsioonile
koverus, on teisel harmoonikul detekteeritav signaal nullist erinev.

3.2.2 Ergastuse ja fluorestsentsi detekteerimise lainepikkuste
topeltmoduleerimine.

Fluorestsentsi intensiivsus F avaldub neeldumis- ja kiirgusspektri kaudu:

F(Aex, Wey, Afl' wfl) =1 K Aoy, Wex ~ @ Afl: w5 1)

kus

Aex ja Agy on vastavalt ergastava valguse ja fluorestsentsi detekteerimise lainepikkused,
K Agy, We, on neeldumisspekter lainepikkusel 4,

@ As, wp on fluorestsentsispektri intensiivsus lainepikkusel Az,

n on fluorestsentsi kvantsaagise ja ergastuse intensiivsuse korrutis.

Vorrandis (1) oleme teinud eelduse, et ergastava valguse lainepikkust moduleeritakse
koosinusoidaalselt ringsagedusel w,, :

Adex t =29 1+ a: cos w,,t )
Ja fluorestsentsi registreerimise lainepikkust moduleeritakse ringsagedusel wg;:
Afl t = 2’?[ 1+ B * COS wflt . (3)

Eeldusel, et lainepikkuste modulatsioonide laiused on vidikesed vdrreldes lainepikkusega, st
koefitsiendid « ja 8 on viikesed vorreldes 1-ga (joonis 16), voime neeldumise lainepikkuse
A9, iimbruses arendada Taylori ritta ja selles reas alles jétta ainult kaks liiget, neeldumise
vadrtuse k A%, lainepikkusel 19, ja neeldumisspektri esimese tuletisega liikme:

di 19,
K Ay, @Wex = K /12,( +— Aex _)lgx . (4)

da
Asendades valemist (2)

Aoy — A%, = a- 20, cos w,,t
valemisse (4), saame neeldumise muutuseks

dr 29

K Aoy, Wey = K A9, +%a-l‘e’x © €COS Wyt . (5)
ex

Téiesti analoogselt saame esimese ldhenduse fluorestsentsispektri ajaliseks muutumiseks

de 29

0 1l 0
@ Appwp = @ Af +Tﬂﬁ-lﬂ-cos wgt . (6)
Asendades (5) ja (6) valemisse (1), saame
dic 22, o . do i}

F Aex,wex,/lﬂ,wﬂ =N K /12x +Tex0£'/12x'<105 Wt - @ lfl +Tﬂﬂ

A?, " €0s wpt

()
Saadud valemist (7) on nidha, et fluorestsentsi intensiivsuse ajas muutumatule osale

n-kil @ /1?, lisaks saame ostsilleeruvad liikmed. Ergastuse lainepikkuse

moduleerimise sagedusel w,, ostsilleeruv liige on vdrdeline neeldumisspektri tuletisega
ergastuse lainepikkusel
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dix 29,
n-@ i i,
Fluorestsentsi registreerimise lainepikkuse moduleerimise sagedusel wy; ostsilleeruv liige on
vordeline kiirgusspektri tuletisega registreerimise lainepikkusel
do 23
dis
Kolmas ajas muutuv fluorestsentsi komponent sisaldab koosinuste korrutist:
dr 29, do 2,
" "aa,, dis
Kasutades koosinuste korrutise avaldamist koosinuste summana

a-29, - cos w,,t .

n-k A9, - B4} cos wyt .

a- A9, cos w,,t - B 43 cos wyt

1
COSU'COS‘U:E cosu—v +cosu+t+v |,
Saame

0
1 0 0o dx 19, do ip
271 a B Aex A‘fl dlex dlf[

COS Wy — Wy L+ COS Weyx + g L. (8)

Seega oleme ndidanud, et fluorestsentsi intensiivsuse sagedusspektris leiduvad ergastuse ja
kiirguse lainepikkuste modulatsioonisageduste kombinatsioonid (sageduste vahe w,, —
Wgpja  sUMMa ey + wpy). Detekteerides  fluorestsentsi  ithel  nendest
kombinatsioonsagedustest kitsasriba-siinkroonvoimendiga (lock-in amplifier), saame otsitava
analiiiidi vilja valida topeltselektiivsusega. Tdepoolest, valides nii ergastuse lainepikkuse 12,
kui ka fluorestsentsi detekteerimise lainepikkuse /1]91 sobivalt, nii et nendes punktides on
vastavalt neeldumis- ja  kiirgusspektrite  tuletised  vOimalikult suured, saame
kombinatsioonsagedusel tugeva signaali. On iisna vdike tdoendosus, et mitmel analiiiidil on nii
neeldumis- kui ka kiirgusspektris véljavalitud lainepikkustel korraga kiired muutused.
Selektiivsus on seda suurem, mida suuremad on neeldumis- ja kiirgusspektri muutused
dic 29, . do A
diex dig
poliitsiikliliste aromaatsete siisivesinike detekteerimiseks, kuna nende neeldumis- ja
kiirgusspektrid sisaldavad suhteliselt kitsaid ribasid, mille tousudel voi langustel ongi

lainepikkustel A%, ja )L})l, st tuletised See meetod on hdsti sobiv

sobivaimad 29, ja A?l valikud. Kombinatsioonsageduse signaal on vdrdeline modulatsiooni
ulatustega a ja B. Maistetavalt ei tohi modulatsiooni piirviirtused A9, + a - A%, ja /1}91 +4-
/1]91 olla ilearu suured, nii et ergastuse vOi fluorestsentsi registreerimise lainepikkused
laheksid vastava spektririba kiire tdusu vdi languse piirkonnast vilja (joonis 16).
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Joonis 16. Benso(k)fluoranteeni neeldumis- ja kiirgusspekter. Paksu joonega on nédidatud
ergastuse ja kiirguse lainepikkuse sobivad moduleerimisulatused, millele vastab a =
0,004 ja 8 = 0,0075 .

Erijuhul vdib votta modulatsioonisagedused vordseks: wey = Wy = W,  Siis saame
stinkroondetekteerimise sageduseks 2 wg. Sageduse kahekordistamine on kordades lihtsam
kui laitmatu siinuselise signaali genereerimine sagedusel @,y + @y , siinjuures kaob ka
vajadus kahe erineva sagedusega sinusoidaalse signaali genereerimiseks. Negatiivseks
asjaoluks on siinjuures voimalus, et moGtesiisteemi mittelineaarsuse korral tekib kahekordsel
sagedusel 2 w, signaal ka detekteeritava aine puudumisel, st tegemist ei ole enam
nullvdirtusega signaali nivooga.

Vaatleme veel topeltmoduleerimise juhtu, kus objekti ergastatakse korraga kahe erineva
lainepikkusega valgusega AL, ja 42, kusjuures neid lainepikkusi moduleeritakse
kosinusoidaalselt vastavalt sagedustel wl, ja w?2,. Fluorestsentsi registreeritakse libi
ribafiltri keskmisel lainepikkusel A, ja see ajas ei muutu. Sellistel tingimustel avaldub

fluorestsentsi intensiivsus jargmise vOrrandiga:

F Agx: wéx' /‘lgx' wézzx' lfl =9 Iéx K lgx' wéx + ng K Agxr ng Q Afl . 9)
Siin tdhistab

9 kvantsaagist,

11, ja I%, ergastava valguse intensiivsusi vastavalt lainepikkustel AL, ja A2,

wl, ja w?, on ergastamise lainepikkuste AL, ja 42, moduleerimise ringsagedused.
Analoogselt vorrandiga (2) muutuvad ergastuse lainepikkused ajas koosinusoidaalselt:
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ALyt =29 1+ a'- cos wl it (10)
ja

A2, t =292 1+ a?- cos wi,t . (12)
Vaérrandile (5) sarnaselt saame moduleerimisest tulenevad neeldumise muutused
dr 291
k AL wl, = Kk 4 +Te"a1 - A% - cos wl,t (13)
ex
K A2 2, = g 202 4 IAE 0202 000 02 4 (14)
ex’ ex ex dlex ex ex '

Asendades need vorrandisse (9), saame

I, k% +4 A” al- 20} - cos wi,t +
F Aéx'wéxtlgx:ng'lﬂ =0 ¢ Afl ’ ) 02 d’ce; 02 5
ex
Ig, ' K gy +———— )lex COS wg,t

Aex
(15)

Seega oleme saanud ajast soltumatu litkme
9 @ Ap v Loy Ay + 15, K Ag}
ja koosinusoidaalsete liikmete summa:

dix 291 dr 292
9@ Ay Il al 20— cos wl it +I%,-a% 20%-—— - cos wit
dA,, dA,,
Erijuhul, kui nurksulgudes olevate koosinuste kordajad on vordsed
1 . .1.,01 925 _ 12 02  dx A% _
I, - o - Agy T =12, -a? 292 L. =K,

ja téhistades need kordajad K, saame koosinuste summa valemit kasutades

u-v
cosu+cosv=2- COS— COS—

1 2 1 2
Wey + @ Wey — @
2:K-9- @ A - cos exz 2. cos exz &

1 2
Wextweyx

Seega on tulemuseks signaal sagedusega , mis on 14bi moduleeritud madalama

1 2
Wex—Wex

sagedusega

3.3 Ergastava valguse lainepikkuse moduleerimise katseline kontroll.

Modulatsioonspektroskoopia rakendamisel tekkis vajadus moduleerida ergastava valgusallika
lainepikkust sinusoidaalselt detekteeritava aine neeldumismaksimumi imbruses. Naiteks, kui
meil on tegemist Bennso(k)fluoranteeniga, mille neeldumismaksimum asub 400 nm juures,
moduleerime ergastava valguallika valgust nii, et selle lainepikkus muutuks sinusoidaalselt
400 nm juures amplituudiga 5 nm. Valguse lainepikkuse muutmiseks on mitu vdimalust:
difraktsioonvbére pooramine (vOi valguse langemisnurga muutmine), akusto-optiliste
modulaatorite kasutamine (elektroonselt reguleeritav), interferentsfiltrite pddramine voi
elektrooniliselt muudetavate parameetritega vedelkristalliliste filtrite kasutamine. Otsustasime
kasutada kitsaribalise lébilaskvusspektriga interferentsfiltreid. Valik oli tingitud sellest, et
difraktsioonvére kasutamisel tekkisid suured valguskaod, meie poolt proovitud akusto-
optiline modulatsioon ei tekitanud piisavat lainepikkuste lahutust ja vedelkristallilised filtrid
on liiga kallid antud eesmérgi jaoks. Kitsaribaliste interferferentsfiltrite eeliseks on ka see, et
nende ldbilaskvusriba laius saab olla vaid 1 nm, mis voimaldab saavutada vdga head
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spektraalset lahutust lainepikkuse valimisel tdstes m&dtmiste tdpsust. Puuduseks on aga
asjaolu, et lainepikkuse muutmiseks tekib vajadus filtrit mehaaniliselt poorata, mistottu
moodtesiisteem muutub tundlikumaks raputustele ja 166kidele. Samas, kui kasutada filtri
pOdramiseks samm-mootori ja viimase juhtimiseks kaasaegseid teholoogiaid, v3ib saavutada
piisavat tdpsust ergastusvalguse lainepikkuse moduleerimises. Nagu joonisel 17 ndha, on

maksimaalne  koOrvalekalle  sinusoidaalsusest 0.1 nm, mis moodustab 2.2%
skaneerimisulatusest (4.6 nm).
Model Sine
. y=y0+A*sin(pi*(x-xc)/w)
399 _ Equation 0’5
Reduced 0,0023
Chi-Sqr 1
Adj. R-Square 0,99918 0’4
Value Standard Error i
398 yo 395,87219 0,00614
xc -36,80166 0,25593 0,3
WL MAX w 70,88995 016431 J
A 2,31638 0,00563 02
_ 397+ i
S
< 40,1 g
S 396 M,AUMVA Noo E
= \V
X (]
e =
% -1 '0,1 o]
I
£ 3951
| - -0,2
+4 -0,3
394 +
-4 -0,4
393 T T T T T T T T T T T T T T r -0,5
0 20 40 60 80 100 120 140
Aeg (s)

Joonis 17. Pooratavat interferentsfiltrit 1dbinud ergastusvalguse lainepikkuse ajast soltuvuse
graafik. Labilaskvusspektrid mooddeti minispektromeetriga FSD-9 ja aproksimeeriti Gaussi
kdveratega.

Seda meetodit otsustasimegi kasutada meie uuringute juures, kuigi see peitis endas moningaid
véljakutseid. Esimene probleem seisnes selles, et filtri pooramisel sdltub lébilaskva valguse
lainepikkus mitte sinusoidaalselt, vaid omab keerulisemat sdltuvust. Seega, kui me muudaks
filtri poordenurka ajas lineaarselt, siis me kunagi ei saavutaks vajalikku tulemust. Probleemi
lahendamiseks tuli leida selline poordenurga ajafunktsioon, mille korral lainepikkuse muutus
oleks sinusoidaalne. Osutus, et selline iilesanne ei lahendu analiiiitiliselt. Siiski, moninga
pingutusega, meil Onnestus leida probleemile numbriline lahend ja maéédrata sellised
impulssidevahelised ajavahemikud, mis tagasid lainepikkuse sinusoidaalse muutumise ajas.
Iseenesestmoistetavalt tuli votta arvesse asjaolu, et samm-mootor pédrdub iga juhtimpulsi
saabumisel konstantse sammu vorra. Jirgmisena tuli saadud ajavahemike jada konverteerida
samm-mootori kontrolleri jaoks sobiva kujuga ajaliseks digitaalsignaaliks. Selleks sai
kirjutatud iiks vidike vaheprogramm Python programmeerimiskeeles. Kolmandaks ja kdige
suuremaks véljakutseks sai meie jaoks arvutiprogrammi kirjutamine, mis vOimaldaks filtri
pOOramist arvuti abil reaalajas juhtida. Programmi loomiseks me valisime
visuaalprogrameerimise keskkonna LabVIEW, kus hulgaliste katsete kdigus ja paljude
tehniliste parameetrite arvestamisel sai valmis programm, mille skeem on toodud Ik. 30.
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Programm votab sisendiks iilalmainitud ajalise digitaalsignaali ja suunab selle 10pmatus
tsiiklis mootori kontrollerisse. Seejuures programm {itleb kontrollerile, mis suunas peab filter
po6rduma, millal see peab pdorlemissuunda muutma ja suunab filtri algpositsiooni kui
operaator otsustab filtri pddramise peatada. Programm voimaldab muuta filtri pdoramise ja
sellega lainepikkuse skaneerimise sagedust ja viljastab digitaalse laine graafikul selle kuju
kontrollimiseks. Samuti on vodimalik seda programmi kasutada ergastus- ja
fluorestsentssignaalide jalgimiseks reaalajas. Vajaduse korral saab kahte mdodetud signaali
omavahel jagada, et vabaneda fluorestsentsi signaali mootmistulemuste soltuvusest
intensiivsusest, ja saada ainult lainepikkusest soltuvust. Analoogse tulemuse voib saavutada
ergastava valguse intensiivsuse stabiliseerimise teel, kui mdddame fotodioodiga ergastava
valguse intensiivsust ja kasutame seda signaali LED toiteploki tagasiside ahelas, nagu on
ndidatud katse skeemil (joonis 18).

Nende kahe voimaluse vordlemine ja parima meetodi valimine on hetkel késil ning t606 jatkub
projekti teises etapis.

Moduleerimise katse

<+—(

n USB %
NI digital-analoog :I_ =] PD
konverter/ \

. . fotodiood
signaali protsessor
/d./ /\
l PD +—(
ﬁ
S -
amm . fotodiood samm-mootor
mootrori £
kontroller > %@
ﬁ b o
LED . o .
juhtimis- ja —=0E, =
toiteplokk valgusjuh
;‘;—J LED koondav  Interferents- koondav
valgusallikas laats filter |aats

tagasiside

Joonis 18. Ergastuse lainepikkuse sinusoidaalse moduleerimise katse skeem.
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Steps:
. Read columns of digital waveforms

. Create digital output lines.

. Poll the task to see if it is done and
. Clear the Digital Write Task.

14. Wait until done.
15. Clear the Digital Write Task.

0
1
2
3
4
5. Configure the timing for the digital pulses..
6
7
8
9

from file, create digital waveform.

. Use the Write VI to generate the data values on the specified channel.

read the edge counter.

16. Clear the sample clock counter out task.
17. Return any errors to the user in a dialog box.

. Create an digital output of sample clock counter channel, and create counter input count edges channel.
. Configure the timing for the counter.
. Call the Start VI to start the counter output task and set the edge counting terminal.

. After clearing the digital output task, perform one more read from the counter task to make sure you are displaying the total number of samples written. At low Sample Clock Rates,
Samples Written and Final # Samples Written will be the same. At Sample Clock Rates near 1000 Hz and above, the Final # Samples Written will likely be larger than Samples Written
because some samples will be written in between reading from the counter task and clearing the digital output task.
10.Clear the edge counting counter input task.

11. Create digital output lines for homing the filter.
12. Configure the timing for the digital pulses.
13. Use the Write VI to generate the data values on the specified channels.
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4. Meie poolt vilja tootatud metoodika katseline
kontroll

4.1 Mudelkeskkondade laboratoorsed uuringud

Fotoluminestsentsil (kitsamas mdttes fluorestsentsil) pohineva ekspressanaliilisi meetodite
véljatdotamine eeldab heit- ja looduslike vete spektraal-omaduste detailset tundmist. Sellel
eesmirgil uurisime TU Fiiiisika Instituudi Laserspektroskoopia laboris erinevaid (s. h.
puhastatud) heitvete proove  spekrofotomeetriliste ja -fluorimeetriliste meetoditega.
Analiitisid viidi 14bi standardsetel, kuid heast klassist mooteriistadel JASCO V-570
UV/VIS/NIR Spectrophotometer ja Horiba Scientific FluoroMax-4 Spectrofluorimeter.
Veeproovide valimis on esindatud ettevotte Tallinna Vesi puhastatud heitvesi, Eesti Energia
Narva Elektrijaamad AS jahutusvesi, Eesti Energia Kaevandused AS Kohtla-Jirve
polevkivikaevandust vilja pumbatud selitatud vesi, aga ka Molycorp Silmet AS
tehnoloogiline tsentrifuugi jadklahus.

Kiéibetdde, et puhas vesi kujutab endast varvitut ja 1ohnatud vedelikku pole paris tdpne, sest
juba mone detsimeetri paksuses kihis (ndit. valge pohjaga vannis) omandab vesi sinise tooni
tdnu punase kiirguse neeldumisele H,O vOnkumiste iilemtoonides. Samas puudub mistahes
omaneeldumine ultravioletses valguses (isegi kuni 170 nm), nii et absorptsioon suurematel
lainepikkustel kui 200 nm néitab lisandite olemasolu. Saavutamaks maksimaalset tundlikkust
hankisime spetsiaalse 100 mm optilise teepikkusega kiiveti, mis mahub spektrofotomeetri
objektiruumi.

Valgust neelavad lisandid v&ib jagada anorgaanilisteks (mineraalseteks) ja orgaanilisteks .
Onneks on enamik neist tervise seisukohast vottes kahjutud vdi isegi kasulikud.
Demineraliseeritud vee pikemaajaline tarbimine pole ohutu. Suurimaks riskiks tervisele on
bioloogiline (bakteriaalne, pdhimotteliselt ka viiruslik) ja keemiline reostus. Kiesoleva
projekti raames peame silmas lahustunud orgaanilist ainet (DOM, dissolved organic matter)
ja eriti selle vdrvust omavat komponenti (CDOM, coloured or chromophoric dissolved
organic matter).

Eesti iiks hinnalisemaid loodusvarasid on pohjavesi, mis sisaldab védga vdhe orgaanilisi ained.
Teisest kiiljest annavad fulviin- ja humiiniihendid pinnavetele kollaka voi pruunika varjundi,
mis viitab neeldumise olemasolule 400 nm piirkonnas. Fulviinithendeid (lad. k. fulvus,
kollane) seostatakse bakterite elutegevusega. Nende ligikaudset koostist ja molekulmassi
viljendab valem Ci35H1095NsS,.  Teine ainete rithm, humiinhapped iildvalemiga
C1g7H136089NgS; ei lahustu happelises keskkonnas (pH < 2) ja omavad méirgatavalt suuremat
C/H aatomite suhet, mis viitab aromaatsete fragmentide olemasolule struktuuris. Nimetatud
asjaolu tingib fluorestsentsi ndhtavas ja ldhiultravioletses spektripiirkonnas. Teiseks
fotoluminestsentsi allikaks on otseselt valgulise péritoluga substantsid, mille koostisesse
kuuluvad aromaatsed aminohapped triiptofaan, tiirosiin ja feniitilalaniin. Edasisest kasitlusest
ilmneb, et looduslike ja enamike heitvete fluorestsents on spektraalselt lai (> 50 nm) ja
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mittespetsiifiline. See voimaldab realiseerida projekti kandva idee, mis pShineb poliitsiikliliste
aromaatsete siisivesinike (PAH) kitsaribalisel neeldumisel (> 10 nm).
Modulatsioonspektroskoopia printsiipe rakendades loodame tuvastada ohtlikke PAH lisandeid
laiaribalise loomuliku luminestsentsi foonil, mille intensiivsus voib iiletada miljon (10% voi
enamgi korda ohtlike lisandite oma.

4.1.1 Veekeskkonnale ohtlike lisandite neeldumisspektroskoopia

Keskkonnaministri 9. septembri 2010. a miirus nr. 49. ,,Pinnavees ohtlike ainete, sealhulgas
prioriteetsete ainete ja prioriteetsete ohtlike ainete ning teatavate muude saasteainete
keskkonna kvaliteedi piirvddrtused, pinnavees prioriteetsete ainete ja prioriteetsete ohtlike
ainete keskkonna kvaliteedi piirvadrtuste kohaldamise meetodid* kehtestati «Veeseaduse» §
265 1dike 10 alusel. Tabelis 1 on dra toodud eelnimetatud méérusest voetud aromaatsete
stisivesinike kontsentratsiooni lubatud piirvdartused pinnavees, mis muutuvad vahemikus 10
pg/l (benseen) kuni 0.002 pg/l benso(g,h,i)periileeni korral. Pole huvituseta mérkida, et
raskemate poliitsiiklite lahustuvus vees on viga madal, kuid tletab siiski paari suurusjargu
vorra nende lubatud mééra (0.26 pg/l B(ghi)Pe, 3.8 ug/l B(a)Py). Molaarse kontsentratsiooni,
ekstinktsioonikoefitsiendi € ja teepikkuse korrutisest leiame, et kiillastatud vesilahuse optiline
tihedus on isegi sptsiaalset 10 cm pikkust modtekiivetti kasutades spektrofotomeetri
tundlikkuse piiril (10® O. D. iihikut). Neeldumisspektri voimalused PAH detekteerimiseks
humiin ja flaviinainete tugeval foonil on veelgi vdiksemad. Seevastu Tabelist 2 ndhtub, et
PAH kontsentratsiooni madramine fluorestsentsi kaudu on paljulubav.

Kuna keemiliselt puhas vesi ei neela UV ja ndhtavat valgust, siis erinevate veeproovide
optiline tihedus annab hea ettekujutuse nendes leiduvatest lisanditest (joonis 19-22). Narva
Elektrijaama jahutusvee neeldumine 1 cm kihis 200 nm juures jddb alla 0.5, mis on iillatavalt
madal nditaja loodusest voetud vee kohta (joonis 19). Alles 10 cm teepikkusega kiiveti
kasutamine tuvastab neeldumise pideva kasvu 500 nm véiksematel lainepikkustel tinu laviin-
ja humiiniithendite moningale sisaldusele.

Erinevalt enamikust proovidest, mille spektrites puuduvad silmatorkavad isedrasused, omab
Silmeti tehnoloogiline vesi teravalt vdljendunud maksimumi 301 nm juures. Siimmeetriline
riba omistatakse nitraat-anioonile. Kasutades ekstinktsioonikoefitsiendi ¢ véartust 7.06 M’
'em™, leiame NO; kontsentratsiooniks 1.13 M e. ca 5%. Sellist lahust ei tohi muidugi
loodusesse lasta. Kontsentreeritud kujul 1dheb lahus kaubaks vaartusliku lammastikvéaetisena,
mistottu on haruldaste metallide tootmine Silmetis pea-aegu jéddtmevaba. Tallinna Vee
puhastatud heitvesi ja Kohtla-JTarve pdlevkivikaevanduse vesi omavad 220 nm juures optilist
tihedust ~1, mis viitab orgaaniliste komponentide olemasolule, mis aga erilist ohtu
keskkonnale ei kujuta. Neeldumisest oluliselt informatiivsemaid fluorestsentsi ja
ergastusspektreid késitleme jargmises peatiikis.

All on toodud iilalolevas tekstis viidatud tabel ja joonised.
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Nr. Nimetus Liihend Valem Molekul- Piirviartus Kontsent-ratsioon € Optiline Lahustuvus
(stinoniitim) mass pinnavees 10 (M) (M'em?) | tihedus 107 vees
(9/mol) (ngll) (Amax, NM)° x=10 cm ()
2 antratseen A 178 0.1 5.6 7400 (375) | 4 73
4 | benseen B ® 78 10 1280 200 (260) | 26 1.8x10°
28a | benso(a)piireen B(a)Py 252 0.05 2 4000(403) | 0.8 3.8
(3,4- bensopiireen) Cr0 27500(385) | 5.5
28c | benso(g,h,i)periileen B(ghi)Pe | 1) 276 0.002 0.07 500(408) 0.004 0.26
(1,12- bensoperiileen) O“O 31600(388) | 0.2
28d | benso(k)fluoranteen B(K)FI ) 252 0.03 1.2 14450(400) | 1.7 ~2(?)
(11,12- ot 56200(308) | 6.7
o

bensofluoranteen)

Tabel 8. Veekeskkonnale ohtlike prioriteetsete ainete - benseeni ja polilaromaatsete siisivesinike - spektrofotomeetriline maéramine

%, dekaadiline molaarne ekstinktsioonikoefitsient neeldumismaksimumis A (€tanoolis).
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Joonis 19. Puhastatud heitvee neeldumis- ja fluorestsentsispektrid. Fluorestsentsi ergastuse
lainepikkused on mérgitud punaste nooltega. Neeldumine moddeti erinevate teepikkuste 1, 10
ja 100 mm jaoks.
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Joonis 20. Narva Elektrijaama jahutusvee neeldumis- ja fluorestsentsispektrid. Fluorestsentsi
ergastuse lainepikkused on méargitud punaste nooltega. Neeldumine moddeti teepikkuste 10 ja
100 mm korral.

34



Tsentrifuugivesi (Silmet)

2,5 - eefd. T mm
100jmm —_— meeld. 100 mm
1mm —— fluor., ergast, 350 nm

\

Uy
o

N

FL I\

O. D./ Norm. fluorestsents
[N
W

/\ /Rema‘ni joon \H\

0,5
/\ (H,0,3550cm™) W
o \/ L
'200 300 400 500 600

Lainepikkus (nm)

700

Joonis 21. Haruldaste metallide sadestamise protsessis tekkiva tsentrifuugilahuse neeldumis-
ja fluorestsentsispektrid. Neeldumine moddeti teepikkuste 10 ja 100 mm korral.
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Joonis 22. Polevkivikaevandusest viljapumbatava selitatud vee neeldumis- ja fluorestsentsi
ergastusspektrid. Neeldumine moddeti teepikkuste 10 mm paksuses kiivetis.
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4.1.2 Veekeskkonnale ohtlike lisandite fluorimeetriline analiiiis

Fotoluminestsentsi esmaseks aktiks on loomulikult kvandi neeldumine. Neeldumise kiiruse, s.
t. molekuli poolt neelatud kvantide hulga sekundis arvutame ergastuse intensiivsuse (W/m?) ja
aine ekstinktsioonikoefitsiendist &€ (M™“cm™) pdhjal (Tabel 8). Neeldumise kiirust on lihtne
leida neeldumise ristldikest € (ithikuks m?), mis on lineaarselt seotud & Bougueri-Lamberti-
Beeri seaduses optiline tiheduse D jaoks (D = log (l¢/l) = -ecx, kontsentratsioon ¢ on antud
moolides liitri kohta (M) ja kiiveti paksus X sentimeetrites). Sama avaldise voime kirjutada
naturaallogaritmi In kaudu, vottes c¢° tihikuks m’, X' on meetrites. Nieme, et
g = 3.82x10%¢. Neeldumise kiirus ks on leitav lihtsa valemiga 1.92)¢l,.

Niitlikustamise mottes leiame, et B(ghi)Pe kontsentratsiooni iilivdikesele piirvéértusele
pinnavees 0.002 pg/l vastab 4000 molekuli 1 mm® ruumalas! Kuna kasutame monokromaatse
valgusallikana valgusdioodi, mille intensiivsus on l, = 1 mW/mm? = 10° Wn?, siis kiirgavad
ruumalas 1 mm® asuvad 72000 meie vordlusaine benso(k)fluoranteeni molekuli vilja ca
miljon kvanti sekundis (viimane tulp Tabelis 9). kuws = 1.92A[m]xe[M em™]xIo[Wm?]; I,
ergastava valguse intensiivsus lainepikkusel A; 1;=1 mMWmm?=10% Wm. kg = Kupsx D5
Fluorestsentsi kiirus ruumalast 1 mm?® (kvantide arv, mis kiirgub sekundis lahuse 1 mm?
ruumalast ruuminurka 4z sr).

Fluorestsentsi intensiivsuse edasiseks suurendamiseks tuleb kasutada laserergastust.
Fokuseeritud laserivalguse (1 kW/cm?) toimel tugevalt neelava molekuli korral (¢ = 10°
M'cm' 532 nm juures) on neeldumise kiiruseks miljon kvanti sekundis (10° Hz). Seejuures on
siisteem ikkagi kiillastusest kaugel, sest fluorestsentsi kiirus kq on suurem (~10° Hz) ja
iilemise S; nivoo asustus on viike. Fluorestsentsi kiiruskonstant on Kiirgusliku eluea t
poordvéartus. Laseri intensiivsuse tdstmisel suurendame neeldumise kiirust Kays, Kuid selle
lahenemisel kg védrtusele fluorestsents kiillastub. Ergastava valguse vdimsuse edasine
suurendamine ei oma motet.

Eelnevalt veendusime fluorestsentsanaliiiisi  Ulisuures tundlikkuses, mis voOimaldab
detekteerida viikest hulka molekule, ideaaljuhul iihtainsat. Ohuhapniku manulusel on
molekul enne fotokeemilist lagunemist vdimeline emiteerima 10% -10° valguskvanti. Peale
tundlikkusega seotud kiisimuste lahendamist omandab aktuaalsuse selektiivsuse probleem.
Spekter on toatemperatuuril sedavord lai, et mitme aine segu korral on komponentide
identifitseerimine raskendatud. Joonistelt 19 ja 20 ilmneb, et fluorestsentsi maksimum saltub
ergastuse lainepikkusest. Joonisel 21 illustreeritud jahutusvee fluorestsentsiriba maksimum
muutub jargnevalt (x1 nm): 440.5, 443.5, 412, 411, 424, 425 nm vastavalt ergastustel 260,
280, ..., 360 nm jaoks. Selline mittehomogeensus vedelfaasis viitab Kiirgurite erinevale
keemilisele struktuurile. Kiirguse lainepikkuse jirgi selekteeritud fluorofooride
ergastusspektrid on toodud joonisel 21. Naidatud ergastusspektrid kujutavad endast 410 ja
450 nm juures kiirgavate lihendite neeldumisspektreid, mis omavad maksimume vastavalt 320
ja 350 nm juures. Seetottu pakub nn. 2 mddtmeline spektroskoopia, mis pohineb ergastuse ja
kiirguse moOtmisel paljudel erinevatel lainepikkustel suuri eeliseid vorreldes
vaheinformatiivse  absorptsiooniga. Meetod on seotud suurte andmemahtude ja
mérkimisvdirse ajakuluga, kuid on ennast digustanud keeruliste ainesegude analiiiisis, eriti
keskkonnakeemias.
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Nr. Nimetus Piirvéértus pinnavees Konts. 10° Neeldumise Fluorests. Fluorests. Fluorests.
(lithend) (na/l) (mm™®) Kiirus Kaps kvantsaagis @y kiirus kg kiirus 10°
(S-l)a (S-l)b (mm—SS—l)C
2 antratseen (A) 0.1 336 5.3 (375 nm) 0.3 1.6 540
4 benseen (B) 10 76800 0.10 (260 nm) 0.06 0.006 460
28a | benso(a)piireen 0.05 120 3.1 (403 nm) 0.42 1.3 160
(B(A)Py) 10 (385 nm) 4.2 500
28c | benso(g,h,i)periileen 0.002 4 0.4 (408 nm) 0.38 0.15 0.6
(B(ghi)Pe) 12 (388 nm) 4.6 50
28d | benso(K)fluoranteen 0.03 72 11 (400 nm) 1.0 11 790
(B(K)FI) 33 (308 nm) 33 2400

Tabel 9. Veekeskkonnale ohtlike prioriteetsete ainete - benseeni ja polilaromaatsete siisivesinike — spektrofluorimeetriline madramine
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4.1.3 Poliitsiikliliste aromaatsete siisivesinike (PAH) spektrofluorimeetrilised
méotmised vesikeskkonnas

Uuriti ohtlike PAH kéitumist vees, ldhtudes tihenditest, mida on nimetatud KM dokumendis:
,»Veekeskkonnale ohtlike ainete ja ainerithmade nimistud 1 ja 2 ning prioriteetsete ainete,
prioriteetsete ohtlike ainete ja nende ainete rihmade nimekirjad*
(https://www.riigiteataja.ee/akt/13345270).  Selle § 2 ,,Ohtlike ainete ja ainerithmade
nimistus® nr. 2 loetletud 10 ainete riihmast on fluorestsentsi kaudu otseselt tuvastatavad viga
madalate kontsentratsioonide korral: nr. 28 all koondatud poliiaromaatsed siisivesinikud:
benso(a)piireen, benso(b)fluoranteen, benso(g,h,i)pertileen, benso(k)fluoranteen,
indeno(1,2,3-cd)piireen. Eraldi on vilja toodud individuaalsed poliitsiiklilised aromaatsed
stisivesinikud nr. 2 antratseen, nr. 4 benseen, nr. 15 fluoranteen ja nr. 22 naftaleen.
Antratseen, fluoranteen ja naftaleen on loetelus esitatud teiste, ohtlikumate polilaromaatsete
siisivesinike indikaatoritena kiitustes, mineraaldlides ja eriti kivisdetorvas.

Joonisel 23 on toodud benso(k)fluoranteeni  fluorestsentsi spekter destilleeritud vees
kontsentratsioonil (4x10™° M), mis iiletab kdigest 3 korda selle ohtliku kantserogeeni lubatud
piirvddrtuse pinnavees. Korrigeeritud spekter saadakse pérast vee hajumisprotsessidest
tingitud fooni mahalahutamisel. Vees on B(Kk)FI fluorestsentsi 0-0 riba maksimum punanihkes
413 nm, vorreldes 406 nm metanoolis. Kuna H,O ja CH;OH murdumisnditajad on samad,
siis on nihke pdhjuseks dielektrilise ldbitavuse suurenemine 35 kuni véértuseni 80. Teeme
jarelduse, et rolli mingib B(k)F1 dipool- ja kvadrupoolmomendi kasv ergastatud olekus.

- Benso(k)fluoranteeni (4)(10'10 M) flyorestsents vees
.
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Joonis 23. Benso(k)fluoranteeni (4x10™° M) fluorestsentsi spekter destilleeritud vees.
Hajumisprotsessidest tingitud fooni (must joon) mahalahutamisel saadakse tdeline spekter.
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Joonis 24. Pdlevkivikaevandusest viljapumbatava selitatud veele on lisatud 4x10™° M
benso(k)fluoranteeni, mis iiletab 3 korda pinnaveest lubatud piirvadirtuse. Fluorestsentsi
spektrid on mdodetud ergastusel 310 nm.
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Joonis 25. Pdlevkivikaevandusest viljapumbatava selitatud veele on lisatud 4x10™° M
benso(k)fluoranteeni, mis iiletab 3 korda pinnaveest lubatud piirvaartuse. Fluorestsentsi
ergastusspektrid on mdddetud registreerides 410 nm juures.
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Joonis 26. Benso(k)fluoranteeni absoluutne neeldumisspekter metanoolis ja selle esimene
tuletis. Neeldumiskdvera tdusu suurimate absoluutviértuste ldheduses ergastamisel on
fluorestsentsi intensiivsuse modulatsioon maksimaalne.

Jirgmise sammuna lisasime pdlevkivikaevandusest viljapumbatavale selitatud veele 4x10™°
M B(k)F1 ja modtsime fluorestsentsi spektrid ergastusel 310 nm (joonis 24). Laiaribalise
omakiirguse taustal on PAH kiirgus hésti tuvastatav. Spektri mdningane laienemine on
tingitud kompleksi moodustamisest kaevandusvees sisalduvate flaviin- ja humiiniihenditega.
Toestamaks, et joonisel 24 kujutatud spekter kuulub tdepoolest B(k)Fl-le, vordleme
ergastusspektreid, registreerides 0-0 fluorestsentsi 410 nm juures. Vahespektris (joonis 25)

tuleb ilmsiks isedrasus, mis kuulub B(k)FI intensiivsele teisele elektronsiirdele (vordle joonis
26).

Alapunkti kokkuvotteks v3ib Gelda, et reas metanool — puhas vesi — looduslik vesi toimub
markimisvddrne fluorestsentsspektri laienemine ja nihe. Vastav efekt on vdhem maérgatav
neeldumisspektrite korral. Emissiooni suurem tundlikkus imbritseva keskkonna suhtes viitab
elektriliste momentide suurenemisele ergastud olekus. Emissiooni korral on ldhteolekuks
ergastatud seisund, mille tekitatud lokaalsed multipolaarsed reaktsioonivéljad pohjustavad
spektri nihet ja laienemist. Kuna projekti kandvaks ideeks on ergastava valguse lainepikkuse
moduleerimine, siis méingib fluorestsentsi tundlikkus solvendiiimbruse suhtes Onneks
teisejargulist rolli.
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5. Fluorestseeruvate saasteainete detekteerimise selektiivsuse
tostmise meetod: ergastuse ja fluorestsentsi detekteerimise
lainepikkuste topeltmoduleerimine

5.1 Modulatsioonspektroskoopial pohinev veesaaste automaatsond

Eelnevast selgub, et kantserogeensete PAH fluorestsents on hdlpsasti mdddetav nende veel
lubatud madalate piirvairtuse korral pinnavetes. Reostusainete eristamiseks ldhtume asjaolust,
et PAH neeldumisribad on suurusjdrgu vorra kitsamad kui enamiku teiste fluorestseeruvate
komponentide siirded. Ergastame fluorestsentsi vaheldumisi kahe kiirega, mille lainepikkus
on veidi (1 nm vorra) erinev. Sellega kaasnev fluorestsentsi intensiivsuse modulatsioon sdltub
neeldumiskovera tdusust. Neeldumise suurima muutumise kohad, kus esimene tuletis
saavutab ekstremaalse vidirtuse (miinimum vOi maksimum) on iseloomulikud neelajale
(kromofoorile) ja seda sageli enamal mééral, kui neeldumise maksimumid.

Joonistel 26 ja 27 on esitatud vastavalt benso(k)fluoranteeni ja benso(a)piireeni absoluutne
neeldumisspekter metanoolis ja selle esimene tuletis. Neeldumiskdvera suurima tdusu
kohtade ldheduses ergastamisel saavutatakse fluorestsentsi intensiivsuse maksimaalne
modulatsioon. B(k)FI korral on parem kasutada S; riba pikalainelist serva 405 nm juures, kus
tuletise vadrtus on ~-2000, samas kui B(a)Py korral oleks tundlikkus veidi suurem “sinises”
servas 402 nm juures - ~+1000. Ilmselt on kitsaste stimmeetriliste 0-0 ribade korral on nii
tousu kui languse piirkonnad sarnasel médral kasutatavad. Paljulubav on intensiivsete

korgemate siirete ergastamine ldhedases ultravioletis (300 nm), kus tuletise véértus iiletab
|107.
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Joonis 27. Benso(a)piireeni absoluutne neeldumisspekter metanoolis ja selle esimene tuletis.
Neeldumiskdvera tdusu suurimate absoluutvéirtuste ldheduses ergastamisel on fluorestsentsi
intensiivsuse modulatsioon maksimaalne.
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5.2 Automaatsondi elektroonika plokskeem

moduleeritud walgus walgus
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Joonis 28. Seadme elektrooniline skeem.

+ 10—
Ohdne g—|
+ 240 O——

Seadme elektrooniline plokkskeem on kujutatud joonisel 28. Funktsionaalsuse seisukohast on
seadme téhtsaimaks osaks on kitsaribaline interferentsfilter, mis valib LEDi spektrist vajaliku
lainepikkusega kiirguse, mille poolt ergastatud saasteainete fluorestsentsi registreeritakse
fotodioodiga stinkroonselt ergastuse modulatsiooniga (stinkroondetekteerimine).

LED saab toite madala miiratasemega stabiilsest vooluallikast. Lainepikkuse modulatsiooni ja
fluorestsentsi siinkroondetekteerimist juhib mikrokokontrolleri moodul ARDUINO Mega.
Suhteliselt laiast (30 nm) LEDi valgusest selekteeritakse spektraalselt kitsas (poollaiusega 1
nm) ergastuskiir spetsiaalse interferentsfiltriga. Filtri l4bilaskvuse lainepikkust on voimalik
muuta filtri kallutamisega pealelangeva kiire suhtes. Filtri perioodilise kallutamise tilesannet
taidab kontrolleri poolt juhitav samm-mootor, mille vollile filter on kinnitatud. Fluorestsentsi
detektoriks kasutame réni fotodioodi koos voimendiga samas korpuses. Registreeritud signaal
suunatakse siinkroondetektorisse (lock-in detector), mis on realiseeritud neli-kvadrant (four-
guadrant) korrutaja baasil. Samasse suunatakse mikrokontrollerist valguse lainepikkuse
muutumisega siinkroonis olev sinusoidaalne signaal. Korrutaja viljundis saadakse
vélisvalguse muutustele immuunne signaal, mille tugevus on vdrdeline otsitava aine
kontsentratsiooniga. Meie digitaalsel ajastul on vdimalik slinkroondetekteerimist teostada otse
mikrokontrolleris numbriliselt. Vastav ajas sinusoidaalselt muutusv numbrite jada on juba
olemas lainepikkuse modulaatori juhtimiseks. Tulemused salvestatakse ja saadetakse
pakettidena Arduino mobiilside mooduli ja GSM vorgu vahendusel keskserverisse. Seadme
autonoomsuse tagab akutoide, mille laadimiseks kasutatakse pdikesepaneele. Seadme t66ks
vajalikud toitepinged formeeritakse toiteplokis.
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6. Tulevikuplaanid

Julgustavad tulemused, mis on saadud laboris, ei pruugi kindlasti olla nii iihetdhenduslikud
reaalses elus ja vilitingimustes. Sellepdrast on meil plaanis kindlasti viia 1dbi katseid ka
reoveega, mille proovid me votsime Eesti veesaasteriskiga ettevottete viljavooludest (nditeks
Eesti Energia Narva elektrijaamast, Estonia kaevandusest ja mujalt). Ja kuna praegusel hetkel
el ole meie modtmissiisteem nii kompaktne ja lihtne kui tahaks, siis me motleme ka selle
peale, kuidas voiks seda koige paremini tdiustada. Naiteks statsionaarse lock-in voimendi
asemel planeerime kasutada palju vidiksemat seadet, mis baseerub neli-kvadratuursesel
analoogkorrutil (mikroskeem MC1496) ja on funktsionaalselt peaaegu sama voimekas. Selle
tilesandeks on viljundis tekitada moduleeritud sisendsignaali ja valgust moduleeriva signaali
(ristkiilik-funktsioon védrtustega +1 (samas faasis signaaliga) ja -1 (vastasfaasis signaaliga))
korrutis. Tulemusel saadakse fotodioodile langeva moduleeritud signaaliosaga vordeline
alalispinge. Nimetatud analoogkorruti paistab silma suure tundlikkuse ja laia diinaamilise
diapasooni poolest. Tundlikkuseks on 3,0 pV ja diinaamiline diapasoon on 90 dB ehk enam
kui 4 suurusjarku. Analoogkorruti véljundsignaal suunatakse instrumentaalvdimendisse, mille
pingevoimendustegur on reguleeritav vahemikus 1 — 1000. Edasi jargneb sample-and-hold
funktsiooni omav numbriline voltmeeter.

Lopptulemuseks me soovime ehitada anduri prototiiiibi, mis oleks kompaktne, odav ja

voimaldaks teha modtmisi vélistingimustes ja reaalajas. Selleks oleks vaja projekti
finantseerimist pikendada aasta vorra nii nagu see oli ette ndhtud projekti esialgses taotluses.
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7. Kokkuvote

Kiesolevas aruandes on Kkirjeldatud heitvete ja looduslike vete seisundi seire sensori
viljatootamiseks tehtud eeltdid. Detekteerimiseks otsustati kasutada fluorestsentsil pohinevat
metoodikat, mis on eriti sobiv poliitsiikliliste aromaatsete siisivesinike ja Olireostuse
avastamiseks. Toode kidigus ja varasemate kogemuste arvesse votmisel selgus vajadus
tunduvalt tdsta fluorentsentsmetoodika selektiivsust. Me pakkusime vilja mitu erinevat
selektiivsuse tostmise versiooni, mis pohinevad otsitavate ainete neeldumis ja fluorestsentsi
spektrite omaduste kasutamisel. Kuna fooni kiirgus on spektraalselt lai, saab Kkitsast
vibroonset struktuuri omavaid poliitsiiklilisi siisivesinikke tuvastada juhul, kui nende kiirgus
moodustab vaid murdosa registreeritud emissioonist. Metoodikate olemuseks on ergastava
valguse lainepikkuse modulatsioon ja saadavate signaalide faas-lukustatud voimendiga
detekteerimine.
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8. Tanuavaldused

Projekti tditjad on tdnulikud Keskkonnaministeeriumile projekti taotluse positiivse hindamise
ja rahstamisettepaneku eest.

Projekti tditjad on tdnulikud Keskkonnainvesteeringute Keskusele projekti rahastamise eest
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Lisa 1. Ergastamise ja fluorestsentsi tuvastamise
optilis-tehnilised eripirad

Eesmark

Fluorestseeruvate saasteainete tuvastamiseks saastevees fluorestsentsi mdotmise teel on
vajalik konstrueerida optiline mehhanism, mis lubaks ergastamise ldbi viia vdga kitsas
lainepikkuste vahemikus tolerantsiga kuni 0.5 nanomeetrit ja detekteerimise faasis koguda
infot fluorestsentsimaksimumide {imbruses. Sealjuures ergastamise lainepikkust on vajalik
ajas muuta ca 2 nanomeetri ulatuses.

Voimalused

Valgusdioodi valgusallikana kasutamine

Valgusdioode (edaspidi LED) on voimalik osta vajalike lainepikkuste timbruses suhteliselt
kitsa spektraallaiusega (ligikaudu 35nm). LED-i eelisteks on madal hind ja vdikesed modtmed
ning kéttesaadavus. LED-1 puuduseks antud spetsiifika jaoks vorreldes laseriga on suur
spektraallaius ja mittekollimeeritud valgusvihk. Nendest puudustest {ilesaamiseks on vajalik
valgusvihk kollimeerida ning spektrist eraldada vajalik lainepikkuste vahemik.

Valgusdioodi valgusvihu kollimeerimine

LED-i valgusvihk hajub killaltki suure nurga all. Selleks, et LED-i saaks kasutada
difraktsioonivore voi interferentsfiltriga tuleb kiirte kimp kollimeerida. Kollimeerimiseks
kasutasime komposiitlddtse fotoaparaadi objektiivist fookuskaugusga 5.25 sentimeetrit.
Katsed tavaliste lddtsedega ei andnud hdid tulemusi tdnu suurtele optilistele ja
geomeetrilistele aberratsioonidele.

Lisaks on LED-idel sageli valgusvihu kontsentreerimiseks ldbipaistvast materjalist valatud
kumer kuppel optilise telje sihis, mis negatiivse efektina lisab valgusele optilisi aberratsioone.
Mitmed iritused kollimeerida LED-e originaalseades ebadnnestusid. Selleks, et LED-i
kasutada meid huvitavas optilises skeemis pidime kasutatavatelt LED-idelt eemaldama
voimalikult suure osa neile kuuluvast optilisest keskkonnast. Likasime LED-idel maha kupli
ja lihvisime saadud pinna siledaks. Lihvimiseks kasutasime optiliste kiudude lihvimiseks ette
ndhtud abrasiivpaberite komplekti. Kodige véiksem saavutatav karedusaste oli 0.3
mikromeetrit.

Tulemuseks saime LED-id, mis hajutavad valgust iihtlaselt. Sellist valgust on vdimalik
edukalt kollimeerida.Arvestades seadme viljatddtamise spetsiifikat ning juba kasutusele
voetud fiibritega saadud kogemusi kaalusime ka vdimalust valgust kollimeerida optiliste
fiibrite otsa kinnitatavate gradientlddtsedega. Selline optiline tee lihtsustaks seadme ehitust ja
suurendaks tookindlust.
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Valguse juhtimine

Seoses LED-ide kasutusvOtmisega osutub problemaatiliseks valguse efektiivne transport.
Erinevalt laserist kiirgab LED valgust laia ruuminurka, millest tulenevalt pole valgus
kollimeeritud ning valgustugevus mérklaual vdheneb maérgatavalt LED-ist kaugenedes.
Eelpool kirjeldatud kollimeerimistehnika komposiitlddtsedega on iiks vdimalus valguse
efektiivseks transpordiks. Alternatiivne vdimalus on valgust transportida optiliste fiibritega.
Fiibritel on mitmeid eeliseid lddtsede ja/voi peeglite ees:

> valguse teed saab lihtsalt imber takistuste juhtida;

» fiiber votab vidhe ruumi;

> fiibrid on odavad

Valgusdioodist vajaliku lainepikkuse eraldamise véimalused

Interferentsfilter

Valmistatakse ribapdds-, ribatokestus- korgpdds-, madalpaésfiltreid ja mitmeribalisi
tokestavaid voi ldbilaskvaid filtreid. Interferentsfiltri olulised eelised on jérsk riba tdusu-ja
langemisnurk ning suur optiline tihedus. Kuna interferentsfiltri kallutamisega valgusvihu
suhtes on vdimalik riba asukohta lainepikkuste skaalas muuta, siis on voimalik ka ergastatavat
lainepikkust sellise filtriga moduleerida. Kasutades kahte ribaldbilaskvat interferentsfiltrit,
millede ribad kattuvad, on vdimalik kahe filtri samaaegse kallutamisega nihutada
labilaskvusriba mdne nanomeetri ulatuses. Vastavaid filtreid pakuvad mitmed firmad nagu
ThorLabs, Chroma, Semrock jt.

Tavalise interferentsfiltri {iheks puuduseks on selle valguse ldbilaskvuse soltuvus
kallutusnurgast. Me voime kaotada ldbiaskvust peaaegu iildse, kui me soovime
labilaskvusmaksimumi suures ulatuses kallutamisega muuta. Kuid leidub ka filtreid, mis ongi
ette ndhtud riba asukoha muutmiseks kallutamise teel.

Firma Semrock valmistab spetsiaalseid filtreid seeriast VersaChrome, mille 1dbilaskvus soltub
véihe kallutusnurgast ja mis lubavad lébilaskvuse lainepikkust muuta suures vahemikus, kuni
60 nanomeetri ulatuses. Lainepikkuste muutus pooramisel 1 nm 1,5 kraadi on suur vorreldes
tavaliste interferentsfiltritega. VersaChrome seeria filtrid on kallimad kui tavalised
interferentsfiltrid. Hinnaklass on ligikaudu 500 eurot, ehk kaks korda rohkem kui tavalised
interferentsfiltrid.

Seni késitletud interferentsfiltrid on piisava selektiivsuse saavutamiseks kasutatavad paaris,
kusjuures ribad kattuvad ligikaudu 10% ulatuses. Kallutamise teel on voimalik tépselt paika
panna kahte filtrit 14biva valguse ribalaius. Sealjuures vodivad filtrid olla nii ribatdkestavad
filtrid voi ribapaasfiltrid.

Vajalik ribalaius on v&imalik saavutada ka tihe filtriga. Naiteks firma Omega Optical filtri

XCC405-3 parameetrid on jargmised: FWHM = 3 nm, ldbilaskvus maksimumis >65% ja
optiline tihedus viljaspool ldbilaskvusribaon > 5. Filtri ldbilaskvusmaksimumi lainepikkust
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saab nihutada lihemate lainepikkuste suunas kallutamisega (vt joonis 29), kusjuures
labilaskvus maksimumis mdnevorra viaheneb. Selle filtri hind on 200 eurot.

Illuminant:

Substrate:

Ty e e mmmmeenn

Transmittance (%) vs Wavelength (nm)

Joonis 29. Interferentsfiltri XCC405-3 (Omega Optical) ldbilaskvusriba nihkumine 8 nm vorra 405 nm-It
397 nm-ni filtri kallutamisel 20 kraadi vorra (tootja andmed).

Difraktsioonivore

Valguse lainepikkuste selekteerimiseks saab kasutada difraktsioonivoret. Kuna
difraktsiooninurk soltub lainepikkusest, saab difraktsioonivorele langeva valguse lahutada
spektriks ja sealt vilja valida sobiva ulatusega lainepikkuste vahemiku. Difraktsioonivore
puuduseks on suur valgusekadu ja piisava spektraalse lahutuse saamiseks vajalikud
pikafookuselised ladtsed voi ndguspeeglid, mis kokkuvdttes suurendavad voimaliku seadme
modtmeid. Suureks eeliseks on voimalus vélja valida laiaribalise valgusallika spektrist koik
seadmes vajalikud spektraalribad. Lainepikkuse modulatsiooni saab siin teha nii
difraktsioonivdre podramisega kui ka valguse vastuvotja nihutamisega piki spektrit.

Oma katsetes kasutasime reflektorvoret , mille voresamm oli 1200 joont millimeetri kohta.
Kollimeeritud LED-ide valgus suunati difraktsioonivorele. Koige efektiivsem valguse
difraktsioon oli jilgitav iihel pool difraktsioonitasandit esimeses difraktsioonijérgus.
Difrageeritud valgust koondasime komposiitldédtsega ja kogusime optiliste fiibritega lddtse
fookuses (f = 25 cm). Fiibri ava oli 1dabimddduga Imm ja asus vorest efektiivselt 46 cm
kaugusel. Arvutuslik lahutusvéime tuli 1 nanomeeter.
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Ruumiline difrakisioonivore

Firma OptiGrate valmistab nn kolmemodtmelisi Braggi voresid. Tootja andmetel on sellistel
voredel viga hea valguse difraktsiooni efektiivsus, iiletades 90% piiri. Spektraallahutus on
sellistel voredel viga hea, ulatudes kuni 0.02 nm.

Akusto-optiline modulator

Akusto-optiline modulaator on seade, mis tekitab helilainete abil optilises keskkonnas
tihedusjaotuse vastavalt seisulaine omadustele aines. Tiheduse muutusele optilises
keskkonnas vastab tavaliselt murdumisniitaja muutus. Tihedam ala on reeglina suurema
murdumisnéitajaga. Akustiline seisulaine tekitab aines perioodilise murdumisnéitaja muutuse,
mis toimib difraktsioonivorena.

Akustiline vibratsioon kutsutakse esile piesoelektrilise efektiga kristallis v&i vélise tdituriga.
Akusto-optiline modulaator vdimaldab muuta valitud nurka difrageerunud valguse
lainepikkust vastavalt seisulainet esile kutsuva elektrisignaali sagedusele. Selline
pShimotteskeem voimaldab elektrooniliselt ergastava valguse lainepikkust valida.

Katsetasime modulaatoriga, mille akustiline resonantssagedus oli 80 megahertsi ja optiliseks
keskkonnaks oli flintklaas. Sellise modulaatori efektiivne voresamm on 20 joont millimeetri
kohta 80 megahertsise sageduse juures, mis osutus ebapiisavaks vajaliku spektraallahutuse
saamiseks.

Paremaid tulemusi voiksid anda teistsugusest optilisest materjalist modulaatorid. V&imalikud
variandid TeO2, réni jt kristallid. Voimalikud efektiivsed voresammud ulatuvad 100 jooneni
millimeetri kohta.

Pooljuhtlaseri kasutamine valgusallikana

Kuna meil on vaja ergastada ainet kindlatel lainepikkustel, siis ilitheks voimaluseks on
kasutada selleks pooljuhtlasereid. Nende suureks eeliseks on kitsaribaline ja kollimeeritud
valgus, mis vdimaldab meil vabaneda ergastuse spektraalse selektiivsuse siisteemidest ja
lihtsustab seadet. Puuduseks on aga kdrge hind - sGltuvalt tootjast 2000 kuni 4000 eurot iihe
laseri kohta, kuna peaaegu ei leidu seeriatootmises vajalike lainepikkustega lasereid. Teiseks
puuduseks on asjaolu, et lainepikkuste moduleerimine on raskesti teostatav ja kitsas
lainepikkuste vahemikus (umbes 5 nm).
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Lisa 2. Poliitsiikliliste aromaatsete suisivesinike

neeldumis-, ergastus- ja kiirgusspektrid

Optiline Tihedus/ Fluor. Int. (normeeritud)

Optiline Tihedus/ Fluor. Int. (normeeritud)
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