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Streszczenie. W pracy przedstawiono podstawy stroboskopowej metody pomiardéw czaséw zycia
fluorescencji, aparature, opracowana metodyke pomiardw i analize procesu dekonwolucji sygnalow.
Pokazano, ze krzywe zaniku fluorescencji z wykorzystaniem zrédet swiatta typu LED UV, (280 i 340 nm)
moga znalez¢ zastosowanie do charakterystyki aminokwasow, bialek, bakterii — w tym symulantow
i interferentéw bojowych srodkéw biologicznych. Podstawowymi zaletami metody sa: jej szybkos¢,
mozliwoé¢ wykorzystania tanich Zrodel wzbudzenia, wysoka czulos¢, prostota obstugi, modutowa bu-
dowa umozliwiajaca szybka wymiane Zrodet wzbudzenia. Badania przeprowadzone na standardowych
wzorcach — NATA, NADH wykazaly zgodno$¢ czasow zycia fluorescencji z danymi literaturowymi.
Slowa kluczowe: czas zycia fluorescencji, metoda stroboskopowa, fluorescencja biatek, UV LED
Symbole UKD: 535.37

1. Wstep

Badania czasowo-rozdzielcze s3 powszechnie stosowane w badaniach ma-
kromolekut, gtéwnie biatek. Ostatnio znalazty zastosowanie w charakterystyce
symulantéw bojowych $rodkéw biologicznych (BWA) [1-4]. Uzyskane ta metoda
dane czesto dostarczaja wiecej informacji o strukturze czasteczkowej niz widma
fluorescencji. Technika ta wykorzystywana jest do pomiaréw rezonansowego
transferu energii, wygaszania fluorescencji, oddzialywania sond fluorescencyjnych
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z biatkami, DNA lub membranami, anizotropii zaniku i czaséw korelacji stanow
rotacyjnych, rozkladu czaséw zycia oraz wielowyktadniczych zanikéw. Czas zycia
fluorescencji bioczasteczek jest bardzo wrazliwy na ich mikrootoczenie w biatku,
co umozliwia rozréznianie pomiedzy czasteczkami biologicznymi. Mimo wielkich
mozliwosci, technika ta byla dotychczas rzadko stosowana w badaniach bakterii oraz
typowych interferentéw. Dane dotyczace czaséw zycia mozna znalez¢ w nielicznych
publikacjach [5-9]. Czasy zycia fluorescencji bakterii mierzone za pomoca dwdch
podstawowych metod, tj. czasowo skorelowanego zliczania pojedynczych fotonow
(TC-SPC) i fazowo-modulacyjnej (FD) znaczaco si¢ réznig. W ostatnich latach
ponownie wzrasta zainteresowanie technika stroboskopowa. Zaleta tej metody jest
detekcja wielu fotonéw podczas pojedynczego impulsu wzbudzenia, sygnal fluore-
scencji jest wprost proporcjonalny do intensywnoéci zrédta wzbudzenia. Technika
ta nie wymaga zrdédla $wiatla o wysokiej repetycji, tak jak w przypadku TC-SPC.
Jej atrakcyjno$¢ wynika z zastosowania jako zrédet wzbudzenia diod typu LED.
Wazna cechg metody stroboskopowej jest krotki czas pojedynczego pomiaru rzedu
10-20 s, co zapobiega rozkladowi fotochemicznemu prébki i uzyskiwaniu btednych
wynikow. Polgczenie stroboskopowej metody detekeji ze zrodtami LED zamiast lamp
blyskowych zaowocowalo powstaniem konstrukeji EasyLife (Photon Technology
International) [10], w ktérym jako standardowe wystepuje zrodto LED emitujace
promieniowanie o dtugosci fali 280 nm. W pracy zastosowano dodatkowe zrédlo
o dlugosci fali 340 nm, co pozwala na wzbudzenie materiatéw promieniowaniem
idealnie dopasowanym do pasm absorpcji bakterii. Naszym celem byto opanowanie
techniki pomiarowej, dobranie odpowiednich filtréw optycznych, osrodkéw roz-
praszajacych i sprawdzenie wiarygodnosci metody na wzorcach o znanym czasie
zaniku fluorescencji. Ma to znaczenie dla dalszych badan materiatéw biologicznych,
majacych krotkozyciowe sktadniki zaniku fluorescencji ponizej 1 ns, podczas gdy
szerokos$¢ impulséw LED jest rzedu 1-2 ns.

2. Metoda stroboskopowa

W celu wyznaczania czasu zycia fluorescencji wykorzystuje si¢ rézne metody
spektroskopii laserowej rozdzielczej w czasie. Obecnie do najpopularniejszych
metod pomiaru tego parametru naleza:

— metoda pomiaru w dziedzinie cz¢stotliwosci tzw. metoda modulacyjno-

fazowa (ang. the frequency domain),

— metody pomiaru w dziedzinie czasu (ang. the time domain).

Do grupy metod pomiaru w dziedzinie czasu naleza:

— metody korelowanego w czasie liczenia pojedynczych fotondw,

— udrednianie za pomocg integratora z oknem prostokatnym ,boxcar” (m.in.

metoda stroboskopowa),
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— metody bramkowania optycznego,
— metoda upkonwersji,
— metoda oscyloskopowa.

Stroboskopowa (Strobe) lub fotopradowa technika prébkowania fluorescencji
zostala rozwinigta przez Bennetta w 1960 roku [13]. Nazwa charakteryzuje spo-
sob pomiaru — badanie nat¢zenia fluorescencji w bardzo krétkich (w stosunku
do czasu zaniku fluorescencji) chwilach czasowych, zsynchronizowanych z mo-
mentem wzbudzenia. Metoda pomiaru z integratorem typu boxcar stosowana
byta z powodzeniem przez wiele lat, gtéwnie wykorzystaniem lampy ksenonowej,
lecz zostala zarzucona, gdy pojawila si¢ metoda TC-SPC. Obecnie dzigki nowym
zrédlom $wiatta, technika stroboskopowa uzyskuje znaczenie poréwnywalne
z TC-SPCimodulacja fazy [9]. Schemat blokowy aparatury do pomiaréw metoda
stroboskopowa przedstawiono na rysunku 1.

Zegar glowny (oscylator) generuje cigg impulsow, ktory jest jednocze$nie kie-
rowany do obwodu wyzwalacza zrédla promieniowania UV i generatora impulsu
bramkujacego (ang. Delay Gate Generator — DGG). Generuje on kolejne impulsy,
ktore sa przekazywane do linii op6zniajacej taczacej fotokatode i dynody fotopo-
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Rys. 1. Schemat blokowy systemu do pomiaréw zaniku fluorescencji metoda stroboskopowa
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wielacza. Wedrujacy impuls elektryczny generuje zmienng réznice potencjatow
pomiedzy dynodami, dajac w rezultacie duze wzmocnienie w krotkim okresie
czasu, tworzac ,bramke optyczng”. DGG odpowiada za precyzyjne op6znianie
impulsu bramkujacego fotopowielacz, ktdry jest wyzwalany w czasie przesunietym
o warto$¢ Ot wzgledem zrodla. Zmiana intensywnosci emisji w funkcji czasu moze
by¢ zmierzona poprzez zmiang opdznienia bramki. W standardowym detektorze
PMT dynody polaczone s3 z ukladem konwencjonalnego dzielnika napiecia, ktéry
okresla dystrybucje napiecia pomiedzy dynodami.

W detekgji stroboskopowej dzielnik napigcia zastapiony zostal przez linie op6z-
niajacy. Jej dlugos¢ dopasowano do czasu, ktérego potrzebuja elektrony do przej-
$cia pomiedzy kazda z par dynod. Wysokonapieciowy impuls zsynchronizowany
z impulsem zrodla zostaje wstrzykniety do tanicucha dynod. Impuls ten przechodzi
w dét linii op6zniajacej i powoduje chwilowa réznice potencjatéw przemieszczajaca
sie pomiedzy kolejnymi parami dynod. Prowadzi to do wybidrczego wzmacnia-
nia elektronéw wtérnych podczas przelotu przez fancuch dynod. W wyniku tego
procesu fotopowielacz wzmacnia sygnat pochodzacy tylko z tych fotonow, ktore
dotarly do fotokatody w trakcie trwania wysokonapieciowego impulsu pomiedzy
fotokatoda a pierwsza dynoda.

Polozenie bramki optycznej w zaleznosci od czasu zaniku fluorescencji przed-
stawione jest schematycznie na rysunku 2.

Unikalng cechg metody stroboskopowej jest zdolno$¢ mierzenia zaniku flu-
orescencji przy uzyciu nieliniowej skali czasu. Jest to mozliwe, poniewaz oprogra-
mowanie kontroluje opéznienie impulsu bramkujacego, co pozwala na pomiar
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Rys. 2. Bramkowanie czasowe detektora w technice stroboskopowej: a) idea bramkowania; b) prze-
suniecie okna detekeji (£, - 8, £, + ) [14]
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natezenia fluorescencji w dowolnych chwilach czasowych. Detekeja stroboskopowa
jest z natury szybka. Wynika to z tego, Ze mierzone jest bezposrednio natezenie
sygnatu fluorescencji. W przeciwienstwie do metody TC-SPC wynik pomiaru
w metodzie stroboskopowej nie zalezy od prawdopodobienstwa wykrycia dokladnie
jednego zliczanego w danej chwili fotonu, lecz pozwala wykorzysta¢ wysoki po-
ziom natezenia fluorescencji. Czasy zycia fluorescencji od kilkuset pikosekund do
setek nanosekund mogg by¢ okreslone z dokladno$cia i precyzja wyzsza niz +2%.
Technika stroboskopowa stanowi alternatywe dla metody TC-SPC. Intensywno$¢
emisji fluorescencji jest mierzona w funkcji czasu w stosunku do btysku wzbudzenia,
a analiza danych jest wykonywana przez iteracyjny rozplot (tzw. dekonwolucje).

3. Charakterystyki spektralne zrodel swiatla UV
i filtréw optycznych

Na rysunku 3 przedstawione zostaly charakterystyki spektralne zrodet swiatla
UV, wykorzystanych do pomiaru krzywych fluorescencji. Zrédtami tymi sg diody
elektroluminescencyjne majace moc kilku mW firmy Sensor Electronic Technology
(SETT). Materialem wykorzystanym do ich produkgji jest azotek galowo-alumi-
niowy (AlGaN).
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Rys. 3. Charakterystyki czasowe Zrédet LED

Dlugos¢ impulsow zrédet LED jest rzedu 1,2-1,9 ns i jest nizsza od tej dla
stosowanych lamp ksenonowych (3 ns) i wyzsza niz dla laseréw OPO (ok. 0,5 ns).
Opisana w dalszej czg$ci metoda dekonwolucji pozwala wydzieli¢ sygnaly zrodta
i mierzy¢ czasy zycia fluorescencji ponizej jednej nanosekundy.
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Filtry optyczne sg istotnymi elementami fluorescencyjnych ukladéw pomia-
rowych. Stosowane zrédia UV poza gtéwnymi pasmami emisji maja szczatkowa
emisje w zakresie 340-450 nm, ktdrej natezenie jest wigksze niz badane sygnaly
fluorescencji. Do catkowitego wyeliminowania tych sygnaléw zastosowano filtry
interferencyjne firmy SEMROCK o transmisji okolo 80% w pasmie emisji LED
i wysokim wspétczynniku thumienia rzedu 10° poza pasmem. Gwarantuje to od-
cigcie emisji dlugofalowej i otrzymanie czystego sygnatu fluorescencji. Rysunki 4
i 6 przedstawiajg charakterystyki pasmowych filtréw z naniesionymi charaktery-
stykami zrédet wzbudzenia.
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Rys. 4. Charakterystyki spektralne zrodta swiatta UV o dlugosci fali 280 nm oraz filtru optycznego
w torze wzbudzenia
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Rys. 5. Charakterystyki spektralne zrédla $wiatta UV o dlugoéci fali 340 nm oraz filtru optycznego
w torze wzbudzenia
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Rys. 6. Charakterystyki spektralne filtréw w torze emisji (FF377, FF435, FF 482, FF542)

Nastepne filtry optyczne muszg zosta¢ zastosowane w torze emisji. Podstawo-
wa ich rolg jest calkowite odcigcie promieniowania wzbudzajacego i wydzielenie
odpowiedniego zakresu spektralnego fluorescencji badanych zwigzkow.

Na rysunku 8 zostaly przedstawione charakterystyki spektralne filtréw w torze
emisji. Ich zadanie sprowadza si¢ do wyizolowania dlugosci fali emisji fluorescencji
od impulsu wzbudzajacego.

Problem filtréw optycznych do badan fluorescencji zostal rozwigzany z chwila
pojawienia si¢ na rynku filtréw firmy SEMROCK. Odcinaja one sygnal promie-
niowania wzbudzajgcego na poziomie wspétczynnika transmisji 10°-107, a ich
transmisja w pasmie badania emisji wynosi 80-90%. Mozliwe jest dobranie filtru
o szerokosci od 10 do 80 nm. W przypadku badan materialéw biologicznych sto-
sowano fliltry FF340 (dla wzbudzenia 280 nm i FF435 (dla wzbudzenia 340 nm)
o szerokosci potdwkowej okolo 50 nm, co odpowiada szerokosci spektralnej pasm
emisji. Na rysunku 8 podano charakterystyke filtréw optycznych w torze emisji.

Mierzone sygnaly emisji sktadaja sie z widma fluorescencji i sygnatu zrédta wzbu-
dzajacego. W celu wyeliminowania sygnalu LED konieczny jest pomiar charakterystyki
emisyjnej samego zrédta w identycznych warunkach pomiarowych (wzmocnienie
detektora, wielko$¢ szczelin). Natezenie promieniowania LED jest przynajmniej o kilka
rzedow wigksze niz sygnal fluorescencji. Stad zaszla konieczno$¢ opracowania szeregu
filtréw szarych o réznej transmisji, ktérych zadaniem bylo obnizenie natezenia zrédta
wzbudzenia do poziomu fluorescencji mierzonych substancji. Pozwolito to na otrzy-
manie sygnatu diod o natezeniu zblizonym do pochodzacych od prébek. W dalszym
etapie jest to konieczne do przeprowadzenia procesu dekonwoluciji. Filtry opracowano
i wykonano w pracowni cienkich warstw Instytutu Optoelektroniki. Charakterystyka
transmisyjna filtréw zostala przedstawiona na rysunku 7. Zlozenie tych filtréw pozwala
na ttumienie sygnatu zrédfa na poziomie badanej fluorescencji.
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Rys. 7. Charakterystyki spektralne optycznych filtrow transmisyjnych
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Rys. 8. Ilustracja efektu dekonwolucji sygnatu fluorescencji dla waty bawelniano-wiskozowej

4. Metoda dekonwolucji

W celu otrzymania wlasciwej wartosci czasu zycia fluorescencji nalezy wyzna-
czy¢ funkcje odpowiedzi urzadzenia (ang. Instrumental Responce Function —IRF).
Jest nig charakterystyka emisyjna LED, ktéra wplywa na przebieg krzywej zaniku
fluorescencji. Spowodowane jest to ograniczong rozdzielczoscia czasowa (ang.
temporal width) impulsu wzbudzajacego i powoduje znieksztalcenie wlasciwej
warto$ci fluorescencji pochodzacej od probki. Zjawisko to znane jest w literaturze
jako konwolucja (splot).
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Wyeliminowanie wptywu sygnatu wzbudzenia polega na dokonaniu (obok po-
miaru krzywej zaniku) pomiaru charakterystyki emisyjnej Zrodta. W miejsce probki
w komorze pomiarowej wstawia si¢ osrodek rozpraszajacy (np. teflon). Nastepnie
wykonywana jest analiza uzyskanych wynikéw poprzez splot funkcji odpowiedzi
urzadzenia z funkcja modelowa (moze to by¢ np. funkcja typu 1/e), po czym splot
ten zostaje poréwnany z krzywa zaniku uzyskana doswiadczalnie. Analiza przepro-
wadzana jest za pomoca procedury iteracji numerycznej do momentu uzyskania
mozliwie najlepszego dopasowania do doswiadczalnej krzywej zaniku.

Zanik fluorescencji I(t) pojedynczego fluoroforu znajdujacego sie w jednorod-
nym $rodowisku jest zazwyczaj opisywany jako pojedyncza funkcja wykladnicza
zgodnie z rownaniem (1). Jezeli probka zawiera wigcej niz jeden fluorofor lub znaj-
duje si¢ w srodowisku niejednorodnym, zanik fluorescencji bedzie lepiej opisany
jako suma funkcji wyktadniczych:

(t)= Ea exp(-:_i], 1)

gdzie: 1, — czasy zycia réznych form fluorescencji;
a; — wspolczynniki przed ekspotencjalne odpowiadajace udzialom
poszczegolnych sktadnikow.

Krzywe zaniku opisane przez réwnanie (1) mozna zaobserwowac tylko wte-
dy, gdy préobka zostanie wzbudzona przez nieskonczenie waski impuls. Jednak
w wigkszosci wypadkéw szeroko$¢ impulsu pobudzenia nie moze by¢ zaniedbana
i obserwowany rozklad I ,(t) bedzie znieksztalcony przez splot z funkcja odpo-
wiedzi urzadzenia L(f) zgodnie z nastepujacym réwnaniem:

lons (t):jL(t—s)D(s)ds. (2)

Funkcja odpowiedzi urzadzenia L() moze by¢ okreslona do$wiadczalnie
przez uzycie roztworu rozpraszajacego zamiast probki. IRF okresla ksztalt impulsu
wzbudzenia dla czasowej odpowiedzi systemu detekeji. Pomiar intensywnosci flu-
orescencji w funkeji czasu wykonywany jest w stosunku do impulsu wzbudzajacego
LED. Gdy 1;,(t) i L(t) zostang zmierzone, rozpoczyna si¢ analiza danych polegajaca
na iteracji rozplotu (dekonwolucji) stosownie do réwnania (2). Rysunek 8 pokazuje
przykladowy przebieg otrzymanych krzywych w typowym eksperymencie pomiaru
zaniku fluorescencji materialu-celulozy.

Jednym z warunkéw poprawnie przeprowadzonej dekonwolucji jest uzyska-
nie rzeczywistej charakterystyki zrédla wzbudzajacego. Pierwsze eksperymenty,
w ktorych jako osrodek rozpraszajacy stosowano wodne zawiesiny rozpraszaczy,
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wykazaly wydtuzenie czasow zycia emisji. Odpowiedzialna za to byla woda, ktora
w kolejnych eksperymentach zastgpiono teflonem. Rdznica pomiedzy wlasnosciami
tych o$rodkoéw jest pokazana na rysunku 9.
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Rys. 9. Poréwnanie sygnatu diody rozproszonego na wodzie i teflonie

Na rysunku 10 zostaly przedstawione przyklady zaniku krzywej fluorescencji
dla amidu L-tryptofanu (NATA) oraz koenzymu (NADH). Wzorce te charaktery-
zuja si¢ monoekspotencjalnym zanikiem, a ich wartosci sa zgodne z warto$ciami
literaturowymi wyznaczonymi za pomoca réznych metod. Dodatkowo poziom
sygnatlu jest bardzo wysoki przy jednocze$nie niskiej wartosci szumu. Mozna
réwniez zaobserwowa¢ bardzo duzy stopien dopasowania krzywej teoretycznej
do dos$wiadczalnej, co pokazuje, ze wykorzystana metoda jest wiarygodna.

Na rysunku 11 przedstawiono przyklady map emisyjno-wzbudzeniowych
(EM-EX) materiatéw biologicznych, ktérych czasy zycia fluorescencji moga by¢
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Rys. 10. Krzywe zaniku fluorescencji substancji wzorcowych NATA i NADH
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mierzone za pomocg techniki stroboskopowej. Charakterystyki byty wyznaczone
na spektrofluorymetrze FL900 firmy Edinbburgh Inst. Wida¢ wyraznie, ze centra
wzbudzenia substancji leza w poblizu dlugosci fal 280 i 340 nm.

Albumina wotowa Bacillus cereus weg. Bacillus subtilis spory
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Rys. 11. Charakterystyki EM-EX wybranych substancji pochodzenia biologicznego

6. Podsumowanie

Metoda stroboskopowa z wykorzystaniem zrédet wzbudzenia typu LED UV (280
i 340 nm) idealnie nadaje si¢ do wyznaczania czasowo-rozdzielczych charakterystyk
emisyjnych fluoroforow zawartych w materiatach biologicznych. Moze tez znalez¢
zastosowanie do charakterystyki materialéw majacych pasma absorpcji w zakresie
UV, w tym bialek, bakterii, ich form przetrwalnikowych bedacych symulantami
i interferentami bojowych srodkéw biologicznych. Jest to technika alternatywna
w stosunku do TC-SPC. Czasy zycia fluorescencji s3 mierzalne na poziomie juz od
0,2 milisekundy. W metodyce pomiarowej rozwigzano wiele probleméw technicz-
nych — dopasowanie wysokiej klasy pasmowych i ttumigcych filtréw optycznych
w torach wzbudzenia i emisji oraz sposéb pomiaru sygnatu zrédia swiatla przed
procesem dekonwolucji.

Podstawowe zalety metody to: szybko$¢, mozliwos¢ wykorzystania tanich zrodet
wzbudzenia, wysoka czuto$¢, prostota obstugi, modutowa budowa umozliwiajaca
szybka wymiane zZrddet wzbudzenia. Pomiary czaséw zycia fluorescencji wzorcow
(NATA, NADH) wykazaty identyczne wartosci w stosunku do literaturowych.

Artykut wplyngt do redakcji 15.04.2009 r. Zweryfikowang wersje po recenzji otrzymano w listopadzie
2009 .
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Application of stroboscopic technique for measurement of biological materials’

fluorescence lifetimes. Pt. I. Basics of stroboscopic technique, instruments
and methods

Abstract. Stroboscopic method for determination of fluorescence lifetimes, using 280-nm and
340-nm UV LED sources, may be used for characterization of biological substances — including
simulants and interferents of Biological Warfare Agents (BWA). Main advantages of this method
are: quickness of measurement, cheap UV sources, high sensitivity, simplicity of operation, modular
construction allowing quick changing of sources. Principle of stroboscopic method, developed
method of measurements and analysis of deconvolution process are presented in this work. Results
of measurement of NATA and NADH standards correspond to data published by other authors.
Keywords: fluorescence lifetime, stroboscopic method, protein fluorescence, UV LED
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