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. Wstep

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z zasadg pomiaru zanikow fluorescencji metoda
skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotonéw (ang. Time-Correlated Single
Photon Counting, TCSPC) oraz wyznaczenie czaséw zycia fluorescencji wybranych

barwnikow 1 ich mieszanin.

I.1. Zjawisko fluorescencji

Zwigzki posiadajace pierScienie z ukladem sprzezonych podwodjnych wigzan
weglowych typu © absorbujg i emitujg promieniowanie w zakresie bliskiego nadfioletu
i widzialnym (200-800 nm). Taki uktad wigzan powoduje zmniejszenie roznicy energetyczne;j
miedzy poziomami 7 i ©* i wzrost prawdopodobienstwa przejs¢ n— n* i t*— n. Rozktad
pozioméw elektronowych oraz intensywno$¢ absorbowanego lub emitowanego

promieniowania zalezg od struktury czasteczki i jej mikrootoczenia.
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Rysunek 1. Schemat Jabtonskiego przedstawiajacy procesy absorpcji, relaksacji rozpuszczalnikowej
i fluorescencji. Dla uproszczenia zaznaczono tylko pierwszy singletowy stan wzbudzony S; i nie
uwzgledniono poziomow oscylacyjnych ani elektronowych standéw tripletowych. k. i K, to state
szybkosci odpowiednio emisji fluorescencji i proceséw bezpromienistych (na schemacie wszystkie
mozliwe procesy bezpromieniste zostaty scharakteryzowane przez jedna statg szybkosci Kyy).

Podstawowe procesy zachodzace w czasteczce wzbudzonej do wyzszego stanu
elektronowego w wyniku absorpcji promieniowania elektromagnetycznego (poziomy
oscylacyjne stanu S;, rzadziej S;) przedstawia schematycznie diagram Jabtonskiego (Rys. 1).
Po zaabsorbowaniu energii czasteczka dazy do powrotu do stanu réwnowagi
termodynamicznej okre$lonego przez boltzmanowski rozktad energii, czyli w warunkach
temperatury pokojowej do najnizszego poziomu oscylacyjnego podstawowego stanu
elektronowego Sy. Z wyzszych stanow wzbudzonych czasteczka bardzo szybko przechodzi
w wyniku dezaktywacji bezpromienistej do najnizszego poziomu oscylacyjnego pierwszego
singletowego stanu wzbudzonego S;. Jednocze$nie, ze wzgledu na inny rozktad tadunku
w stanie wzbudzonym niz w podstawowym, nastgpuje reorganizacja czasteczek

rozpuszczalnika wokot wzbudzonej czasteczki (relaksacja rozpuszczalnikowa), co prowadzi
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do obnizenia energii stanu wzbudzonego. Te procesy bezpromienistej relaksacji zachodzg w

czasach rzedu 10%-10™2 sekundy.

Z najnizszego poziomu oscylacyjnego stanu wzbudzonego S; mozliwe sg trzy drogi
powrotu do stanu podstawowego: (a) przejscia promieniste do poszczegolnych poziomow
oscylacyjnych stanu Sy czyli emisja fluorescencji (skala czasowa 107°-10° sekundy);
(b) przejscia bezpromieniste do wysokich stanéw oscylacyjnych stanu Sy I szybka relaksacja
oscylacyjna w obrebie tego stanu do najnizszego poziomu oscylacyjnego; (c) przej$cia
bezpromieniste do uktadu standow tripletowych (przej$cia migdzysystemowe), a nastepnie na
drodze promienistej do stanu So w wyniku emisji fosforescencji (proces nie zostal
uwzgledniony na Rys. 1). Z rysunku 1 wynika, ze dlugosci fali promieniowania
fluorescencyjnego sa wigksze lub co najwyzej rowne dhlugo$ciom fali promieniowania
zaabsorbowanego (tzw. przesuniecie Stokesa)

Jak wynika ze schematu Jabtonskiego, nie kazdy akt absorbcji prowadzi do emisji
fotonu. Fakt ten w sposob ilosciowy opisuje wielko$¢ nazywana wydajnoscig kwantowa (Q).
Jest ona rowna stosunkowi liczby kwantéw wyemitowanych (ng) do liczby kwantow
zaabsorbowanych (na), co odpowiada stosunkowi stalej szybkosci emisji fluorescencji

do sumy stalych szybkosci wszystkich procesow prowadzacych do powrotu do stanu

podstawowego:

_1F _ _k

Q N na N kyt+knr (1)
gdzie kr i Ky to stale szybkosci odpowiednio emisji fluorescencji i procesow

bezpromienistych.
Po wzbudzeniu probki krotkim impulsem $wiatta, omowione wyzej procesy
dezaktywacji prowadza do zmniejszania si¢ poczatkowe] populacji czasteczek w stanie

wzbudzonym (No) ze statg szybkosci k; + Ko zgodnie z rownaniem:

L8 =~k + k)N (D) 0

gdzie N(t) to liczba czasteczek w stanie wzbudzonym po czasie t.
Z zaleznosci (2) wynika, ze zanik ten jest ekspotencjalny:
N(t) = Ny exp(=(ky + kn)t) = No exp(—t/7) ©)

Czas t rowny odwrotnosci sumy statych szybkosci wszystkich proceséw prowadzacych
do depopulacji stanu wzbudzonego 7 = (k; + kn)™" jest nazywany czasem zycia lub czasem

zaniku fluorescencji. Jest to $redni czas jaki czgsteczka przebywa w stanie wzbudzonym.



Podczas eksperymentéw nie obserwujemy liczby wzbudzonych czasteczek, tylko
intensywno$¢ fluorescencji, ktéra jest do niej proporcjonalna. Wynika stad, Zze zmiang

natezenia fluorescencji w czasie opisuje funkcja:
I(t) = Io exp(—t/7) (4)

Z rownania (4) wynika, ze po czasie t = 7 nat¢zenie fluorescencji spada do wartosci Io/e.

Nie zawsze mamy do czynienia z monoekspotencjalng funkcjga zaniku. Przyczyn
wielowyktadniczego lub wrgcz niewykladniczego zaniku moze by¢ wiele, m. in.
wspotistnienie kilku form danego zwigzku o rdéznych wlasciwosciach absorpcyjnych
i emisyjnych, zachodzenie reakcji w stanie wzbudzonym czy bezpromieniste przeniesienie
energii (FRET).

Wydajnosci procesow dezaktywacji promienistej i bezpromienistej silnie zaleza od
réznych czynnikow $rodowiskowych (pH, lepkos¢, temperatura, obecno$¢ ligandow, rodzaj
solwentu), co czyni fluorescencje czasoworozdzielcza cennym narzedziem w badaniach

mikrootoczenia fluoroforow i procesow zachodzacych stanie wzbudzonym.

1.2. Metody pomiarow zanikow fluorescencji

Istniejg dwie metody badania zanikéw fluorescencji. Pierwsza, impulsowa (ang. time-
domain), polega na wzbudzeniu probki bardzo krotkim impulsem $wiatta (np. laserowego)
i obserwacji zmian intensywnosci emitowanego sygnatu w czasie. W drugiej metodzie,
fazowo-modulacyjnej (ang. phase-modulation lub frequency-domain), probka wzbudzana jest
wigzka $wiatta o natezeniu modulowanym z duzg czestotliwoscia (do 100 MHz),
co powoduje rowniez modulacje Sygnatu fluorescencji z tg samg czestotliwoscia. Ze wzgledu
na to, ze fluorofor zanim wyemituje foton przebywa przez jaki$ czas w stanie wzbudzonym,
sygnal emitowany bedzie przesunigty w fazie w stosunku do wzbudzajacego, a pomiar tego

przesunigcia umozliwia wyznaczenie czasu zycia fluorescencji.

1.3. Skorelowane w czasie zliczanie pojedynczych fotonow

W dalszej cze$ci skupimy si¢ na metodzie impulsowej, gdyz ona bedzie
wykorzystywana podczas niniejszego ¢wiczenia. Obecnie wigkszo$¢ pomiarow impulsowych
wykorzystuje metodg skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotonéw (ang. Time-
Correlated Single Photon Counting, TCSPC). Metoda ta polega na precyzyjnym pomiarze
czasu pomiedzy pulsem wzbudzajacym a emisja fotonu. Pomiar jest powtarzany wielokrotnie,
a warunki sg tak dobrane, by prawdopodobienstwo rejestracji wigcej niz jednego fotonu

w cyklu bylo bardzo niskie (typowo rejestruje si¢ 1 foton na 100 pulsow lasera) (Rys. 2A).



W efekcie otrzymujemy histogram, przedstawiajacy liczbe fotonow w funkcji czasu, jaki
uptynat miedzy wzbudzeniem a emisja (Rys. 2B). Jego ksztalt opisuje taka sama funkcja
zaniku, jaka otrzymalibySmy w przypadku pomiaru zmian intensywnosci fluorescencji

w czasie po wzbudzeniu pojedynczym pulsem lasera jednocze$nie wielu fluoroforow
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Rysunek 2. Zasada pomiaréw zanikoéw fluorescencji metodg skorelowanego w czasie zliczania
pojedynczych fotonéw. (A) Pomiary czasu pomiedzy pulsem wzbudzajagcym a emisjg fotonu
oraz (B) utworzony na ich podstawie histogram przedstawiajacy liczbe fotonow odpowiadajgcych
poszczegdlnym czasom START-STOP.

Fluorymetry czasowo-rozdzielcze oparte na metodzie TCSPC s3 wyposazone
w wyspecjalizowany system elektroniczny umozliwiajacy pomiar czasu jaki uptynat
pomiedzy absorpcja i emisjg fotonu. Dziata on jak bardzo doktadny stoper o rozdzielczo$ci
pikosekundowej. Rysunek 3 przedstawia schemat uktadu pomiarowego do skorelowanego
w czasie zliczania pojedynczych fotonéw. Impuls wzbudzajacy probke wysyta sygnat START
do konwertera czas-amplituda (ang. time-to-amplitude-converter, TAC), ktory generuje
napiecie liniowo narastajagce w czasie. Wyemitowany przez probke foton, po przejsciu przez

monochromator, trafia do detektora (fotopowielacz). Fotopowielacz wysyta sygnat STOP



do TAC, ktory zatrzymuje wzrost napiecia. W ten sposob TAC rejestruje napigcie
proporcjonalne do réznicy czasu migdzy impulsami START a STOP. Napigciu temu jest
nadawana warto$¢ numeryczna przez przetwornik analogowo-cyfrowy (ang. analog-to-digital
conversion, ADC), ktora jest zapamietywana jako pojedyncze zliczenie wraz z odpowiadajaca
mu roznica czasu. Wielokrotne powtarzanie opisanej procedury prowadzi do uzyskania

histogramu przedstawionego na rysunku 2B.
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Rysunek 3. Schemat aparatury do skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotonow.

W pomiarach opartych na TCPSC bardzo wazne jest spelnienie warunku rejestracji
fotonu z czestotliwoscig znacznie mniejsza niz czesto$é pulsow wzbudzajacych. Obecne
uktady pomiarowe nie sg na tyle szybkie, by dokona¢ detekc;ji kilku fotonow w jednym cyklu
dla probek o czasach zycia rzedu nanosekund. W wypadku gdy wigcej niz jeden foton jest
emitowany w danym cyklu, histogram przeszacowuje liczbe wczesnych fotonéw — kolejny
nie jest juz liczony i uzyskane zaniki sg szybsze niz w rzeczywistosci (tzw. pile-up
distortion). Warunek rejestracji pojedynczego fotonu w cyklu uzyskuje si¢ poprzez ostabianie

intensywnosci pulsu wzbudzajgcego i/lub promieniowania emitowanego.

1.4 Analiza zanikow fluorescencji

Nalezy mie¢ $wiadomos¢, ze jedynie w ukladzie idealnym, w ktorym impuls
wzbudzajacy byltby nieskonczenie waski, a detektor i elementy elektroniczne nieskonczenie
doktadne, moglibySmy zmierzy¢ prawdziwe zaniki I(t). W rzeczywistosci rejestrowana
krzywa zaniku F(t) jest splotem funkcji odpowiedzi aparatury na impuls wzbudzajacy

(ang. Instrument Response Function, IRF) oraz funkcji zaniku I(t):
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F(t) = [ IRF(DI(t — D)dE (5)

Znalezienie rzeczywistej funkcji zaniku wymaga rozwiktania powyzszego splotu, co
uzyskuje si¢ metoda rekonwolucji iteracyjnej. Do przeprowadzenia tej analizy numerycznej
niezb¢dna jest znajomos$¢ funkcji IRF. W tym celu wykonuje si¢ pomiary dla probki
rozpraszajacej swiatto i nie posiadajgcej wlasciwosci emisyjnych, np. koloidalnego roztworu
krzemionki (tzw. Ludox). Rysunek 4 przedstawia przykladowy zanik fluorescencji
oraz funkcj¢ odpowiedzi aparaturowej IRF wraz z dopasowanym modelem ekspotencjalnym.
O tym jak szeroka jest funkcja IRF decyduje zaréwno szeroko$¢ impulsu wzbudzajgcego, jak

i rozdzielczo$¢ czasowa detektora i elementdéw elektronicznych.
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Rysunek 4. Analiza zanikow fluorescencji. Wykres przedstawia krzywa zaniku fluorescencji
(niebieska krzywa), funkcje odpowiedzi aparatury IRF (czerwona krzywa) oraz dopasowany model
ekspotencjalny (czarna krzywa).Dolny panel zawiera odchylenia residualne.

1. Wymagania do kolokwium wstepnego

1. Zjawisko absorpcji i emisji promieniowania elektromagnetycznego

2. Fluorescencja, widma emisji fluorescencji, zaniki fluorescencji, wydajnos¢ kwantowa
1 czas zycia

3. Metody pomiaru fluorescencji czasowo-rozdzielczej

4. Metoda skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotonow

5. Analiza zanikoéw fluorescencji

I11. Przebieg éwiczenia

Podczas ¢wiczenia wykonasz pomiary zanikéw fluorescencji wybranych barwnikow i
ich mieszanin za pomoca fluorymetru czasowo-rozdzielczego FT300 firmy PicoQuant,

wykorzystujacego metod¢ skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotonow. Aparat



wyposazony jest w dwa rodzaje impulsowych zrodet §wiatla o regulowanej czgstotliwosci
pulsow (do 40 lub 10 MHz): (i) lasery poétprzewodnikowe o szerokosci pulsu ~50 ps
(dostepne dtugosci fali to 405 i 485 nm) oraz (ii) diody pulsacyjne o szerokosci pulsu ~1 ns
(dhugosci fali: 270, 280, 300, 340 i 450 nm).

Masz do dyspozyciji:

—wodny koloidalny roztwor krzemionki (Ludox)

— roztwor tryptofanu w wodzie

— roztwo6r kumaryny 6 w etanolu

— roztwor rodaminy 6G w etanolu

— roztwor mieszaniny kumaryny 6 i rodaminy 6G w etanolu

— parg kwarcowych kuwet absorpcyjnych o dlugosci drogi optycznej 1 cm

— kwarcowg kuwete fluorescencyjna o dtugosci drogi optycznej 1 cm

tryptofan kumaryna 6 rodamina 6G

1. Wykonaj widma absorpcyjne badanych barwnikéw w zakresie 220-350 nm dla tryptofanu
oraz 300-600 nm dla kumaryny i rodaminy. Czy widzisz korelacj¢ miedzy strukturg zwigzku
a potozeniem maksimum absorpcji? Na podstawie zmierzonych widm wybierz Zrodia
wzbudzenia odpowiednie dla danej probki. Pamigtaj, ze lasery maja znacznie wigkszg moc
niz diody (0.4 mW vs 1-2 uM), w zwiazku z tym pomiary z uzyciem diod zajmujg znacznie

wigcej czasu.

2. Zmierz zaniki fluorescencji dla poszczego6lnych probek dla kilku dtugosci fali emis;ji i jesli
to mozliwe dla wigcej niz jednego zrodta wzbudzajacego. Nie zapomnij o pomiarach funkcji
odpowiedzi aparatury (IRF). Uzyj w tym celu roztworu rozpraszacza (Ludox). Jakie dtugosci

fali wzbudzenia i emisji nalezy wybra¢ przy pomiarach IRF?

3. Dokonaj analizy uzyskanych zanikow w programie FluoFit w celu wyznaczenia czasow

zycia dla poszczegdlnych probek. Zastosuj rekonwolucje dla modelu ekspotencjalnego (1, 2



lub 3 komponenty ekspotencjalne). Zawsze zaczynaj od modelu monowykladniczego i
sprawdzaj czy dodanie kolejnego komponentu wptynie na obnizenie warto$ci y° oraz poprawe

rozktadu odchylen residualnych

IV. Opis koncowy

Opis koncowy powinien zawiera¢ poszczegélne elementy charakterystyczne dla
raportu z przebiegu eksperymentu (streszczenie, wstep teoretyczny, opis uktadu
doswiadczalnego oraz wyniki i ich dyskusje).

Uzyskane wyniki powinny zosta¢ udokumentowane za pomocg czytelnych tabel
1 wykresow. Zaniki fluorescencji nalezy opracowac korzystajac z programu FluoFit.

Opracowanie wynikow powinno uwzglednia¢ nastepujace zagadnienia:

1. Uzasadnienie w oparciu o widma absorpcji wyboru Zrddta wzbudzajacego
2. Wyznaczenie czasow zycia dla tryptofanu, kumaryny 6 i rodaminy 6G oraz ich mieszaniny
3. Analizg¢ i interpretacje¢ zaleznosci otrzymanych czaséw zycia od dlugosci fali wzbudzenia

I emisji
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