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Streszczenie. W pracy przedstawiono podstawy stroboskopowej metody pomiarów czasów życia 
fl uorescencji, aparaturę, opracowaną metodykę pomiarów i analizę procesu dekonwolucji sygnałów. 
Pokazano, że krzywe zaniku fl uorescencji z wykorzystaniem źródeł światła typu LED UV, (280 i 340 nm) 
mogą znaleźć zastosowanie do charakterystyki aminokwasów, białek, bakterii — w tym symulantów 
i interferentów bojowych środków biologicznych. Podstawowymi zaletami metody są: jej szybkość, 
możliwość wykorzystania tanich źródeł wzbudzenia, wysoka czułość, prostota obsługi, modułowa bu-
dowa umożliwiająca szybką wymianę źródeł wzbudzenia. Badania przeprowadzone na standardowych 
wzorcach — NATA, NADH wykazały zgodność czasów życia fl uorescencji z danymi literaturowymi.
Słowa kluczowe: czas życia fl uorescencji, metoda stroboskopowa, fl uorescencja białek, UV LED
Symbole UKD: 535.37

1. Wstęp

Badania czasowo-rozdzielcze są powszechnie stosowane w badaniach ma-
kromolekuł, głównie białek. Ostatnio znalazły zastosowanie w charakterystyce 
symulantów bojowych środków biologicznych (BWA) [1-4]. Uzyskane tą metodą 
dane często dostarczają więcej informacji o strukturze cząsteczkowej niż widma 
fl uorescencji. Technika ta wykorzystywana jest do pomiarów rezonansowego 
transferu energii, wygaszania fl uorescencji, oddziaływania sond fl uorescencyjnych 
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z białkami, DNA lub membranami, anizotropii zaniku i czasów korelacji stanów 
rotacyjnych, rozkładu czasów życia oraz wielowykładniczych zaników. Czas życia 
fl uorescencji biocząsteczek jest bardzo wrażliwy na ich mikrootoczenie w białku, 
co umożliwia rozróżnianie pomiędzy cząsteczkami biologicznymi. Mimo wielkich 
możliwości, technika ta była dotychczas rzadko stosowana w badaniach bakterii oraz 
typowych interferentów. Dane dotyczące czasów życia można znaleźć w nielicznych 
publikacjach [5-9]. Czasy życia fl uorescencji bakterii mierzone za pomocą dwóch 
podstawowych metod, tj. czasowo skorelowanego zliczania pojedynczych fotonów 
(TC-SPC) i fazowo-modulacyjnej (FD) znacząco się różnią. W ostatnich latach 
ponownie wzrasta zainteresowanie techniką stroboskopową. Zaletą tej metody jest 
detekcja wielu fotonów podczas pojedynczego impulsu wzbudzenia, sygnał fl uore-
scencji jest wprost proporcjonalny do intensywności źródła wzbudzenia. Technika 
ta nie wymaga źródła światła o wysokiej repetycji, tak jak w przypadku TC-SPC. 
Jej atrakcyjność wynika z zastosowania jako źródeł wzbudzenia diod typu LED. 
Ważną cechą metody stroboskopowej jest krótki czas pojedynczego pomiaru rzędu 
10-20 s, co zapobiega rozkładowi fotochemicznemu próbki i uzyskiwaniu błędnych 
wyników. Połączenie stroboskopowej metody detekcji ze źródłami LED zamiast lamp 
błyskowych zaowocowało powstaniem konstrukcji EasyLife (Photon Technology 
International) [10], w którym jako standardowe występuje źródło LED emitujące 
promieniowanie o długości fali 280 nm. W pracy zastosowano dodatkowe źródło 
o długości fali 340 nm, co pozwala na wzbudzenie materiałów promieniowaniem 
idealnie dopasowanym do pasm absorpcji bakterii. Naszym celem było opanowanie 
techniki pomiarowej, dobranie odpowiednich fi ltrów optycznych, ośrodków roz-
praszających i sprawdzenie wiarygodności metody na wzorcach o znanym czasie 
zaniku fl uorescencji. Ma to znaczenie dla dalszych badań materiałów biologicznych, 
mających krótkożyciowe składniki zaniku fl uorescencji poniżej 1 ns, podczas gdy 
szerokość impulsów LED jest rzędu 1-2 ns.

2. Metoda stroboskopowa

W celu wyznaczania czasu życia fl uorescencji wykorzystuje się różne metody 
spektroskopii laserowej rozdzielczej w czasie. Obecnie do najpopularniejszych 
metod pomiaru tego parametru należą: 

— metoda pomiaru w dziedzinie częstotliwości tzw. metoda modulacyjno-
fazowa (ang. the frequency domain),

— metody pomiaru w dziedzinie czasu (ang. the time domain).
Do grupy metod pomiaru w dziedzinie czasu należą:
— metody korelowanego w czasie liczenia pojedynczych fotonów,
— uśrednianie za pomocą integratora z oknem prostokątnym „boxcar” (m.in. 

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

Stroboskopowa (Strobe) lub fotoprądowa technika próbkowania fl uorescencji 
została rozwinięta przez Bennetta w 1960 roku [13]. Nazwa charakteryzuje spo-
sób pomiaru — badanie natężenia fl uorescencji w bardzo krótkich (w stosunku 
do czasu zaniku fl uorescencji) chwilach czasowych, zsynchronizowanych z mo-
mentem wzbudzenia. Metoda pomiaru z integratorem typu boxcar stosowana 
była z powodzeniem przez wiele lat, głównie wykorzystaniem lampy ksenonowej, 
lecz została zarzucona, gdy pojawiła się metoda TC-SPC. Obecnie dzięki nowym 
źródłom światła, technika stroboskopowa uzyskuje znaczenie porównywalne 
z TC-SPC i modulacją fazy [9]. Schemat blokowy aparatury do pomiarów metodą 
stroboskopową przedstawiono na rysunku 1. 

Zegar główny (oscylator) generuje ciąg impulsów, który jest jednocześnie kie-
rowany do obwodu wyzwalacza źródła promieniowania UV i generatora impulsu 
bramkującego (ang. Delay Gate Generator — DGG). Generuje on kolejne impulsy, 
które są przekazywane do linii opóźniającej łączącej fotokatodę i dynody fotopo-

Rys. 1. Schemat blokowy systemu do pomiarów zaniku fl uorescencji metodą stroboskopową
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wielacza. Wędrujący impuls elektryczny generuje zmienną różnicę potencjałów 
pomiędzy dynodami, dając w rezultacie duże wzmocnienie w krótkim okresie 
czasu, tworząc „bramkę optyczną”. DGG odpowiada za precyzyjne opóźnianie 
impulsu bramkującego fotopowielacz, który jest wyzwalany w czasie przesuniętym 
o wartość δt względem źródła. Zmiana intensywności emisji w funkcji czasu może 
być zmierzona poprzez zmianę opóźnienia bramki. W standardowym detektorze 
PMT dynody połączone są z układem konwencjonalnego dzielnika napięcia, który 
określa dystrybucję napięcia pomiędzy dynodami. 

W detekcji stroboskopowej dzielnik napięcia zastąpiony został przez linię opóź-
niającą. Jej długość dopasowano do czasu, którego potrzebują elektrony do przej-
ścia pomiędzy każdą z par dynod. Wysokonapięciowy impuls zsynchronizowany 
z impulsem źródła zostaje wstrzyknięty do łańcucha dynod. Impuls ten przechodzi 
w dół linii opóźniającej i powoduje chwilową różnicę potencjałów przemieszczającą 
się pomiędzy kolejnymi parami dynod. Prowadzi to do wybiórczego wzmacnia-
nia elektronów wtórnych podczas przelotu przez łańcuch dynod. W wyniku tego 
procesu fotopowielacz wzmacnia sygnał pochodzący tylko z tych fotonów, które 
dotarły do fotokatody w trakcie trwania wysokonapięciowego impulsu pomiędzy 
fotokatodą a pierwszą dynodą. 

Położenie bramki optycznej w zależności od czasu zaniku fl uorescencji przed-
stawione jest schematycznie na rysunku 2. 

Unikalną cechą metody stroboskopowej jest zdolność mierzenia zaniku fl u-
orescencji przy użyciu nieliniowej skali czasu. Jest to możliwe, ponieważ oprogra-
mowanie kontroluje opóźnienie impulsu bramkującego, co pozwala na pomiar 

Rys. 2. Bramkowanie czasowe detektora w technice stroboskopowej: a) idea bramkowania; b) prze-
sunięcie okna detekcji (ti – δ, ti + δ ) [14]
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natężenia fl uorescencji w dowolnych chwilach czasowych. Detekcja stroboskopowa 
jest z natury szybka. Wynika to z tego, że mierzone jest bezpośrednio natężenie 
sygnału fl uorescencji. W przeciwieństwie do metody TC-SPC wynik pomiaru 
w metodzie stroboskopowej nie zależy od prawdopodobieństwa wykrycia dokładnie 
jednego zliczanego w danej chwili fotonu, lecz pozwala wykorzystać wysoki po-
ziom natężenia fl uorescencji. Czasy życia fl uorescencji od kilkuset pikosekund do 
setek nanosekund mogą być określone z dokładnością i precyzją wyższą niż ±2%. 
Technika stroboskopowa stanowi alternatywę dla metody TC-SPC. Intensywność 
emisji fl uorescencji jest mierzona w funkcji czasu w stosunku do błysku wzbudzenia, 
a analiza danych jest wykonywana przez iteracyjny rozplot (tzw. dekonwolucję). 

3. Charakterystyki spektralne źródeł światła UV 
i fi ltrów optycznych 

Na rysunku 3 przedstawione zostały charakterystyki spektralne źródeł światła 
UV, wykorzystanych do pomiaru krzywych fl uorescencji. Źródłami tymi są diody 
elektroluminescencyjne mające moc kilku mW fi rmy Sensor Electronic Technology 
(SETI). Materiałem wykorzystanym do ich produkcji jest azotek galowo-alumi-
niowy (AlGaN).

Rys. 3. Charakterystyki czasowe źródeł LED
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Długość impulsów źródeł LED jest rzędu 1,2-1,9 ns i jest niższa od tej dla 
stosowanych lamp ksenonowych (3 ns) i wyższa niż dla laserów OPO (ok. 0,5 ns). 
Opisana w dalszej części metoda dekonwolucji pozwala wydzielić sygnały źródła 
i mierzyć czasy życia fl uorescencji poniżej jednej nanosekundy. 
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Filtry optyczne są istotnymi elementami fl uorescencyjnych układów pomia-
rowych. Stosowane źródła UV poza głównymi pasmami emisji mają szczątkową 
emisję w zakresie 340-450 nm, której natężenie jest większe niż badane sygnały 
fl uorescencji. Do całkowitego wyeliminowania tych sygnałów zastosowano fi ltry 
interferencyjne fi rmy SEMROCK o transmisji około 80% w paśmie emisji LED 
i wysokim współczynniku tłumienia rzędu 106 poza pasmem. Gwarantuje to od-
cięcie emisji długofalowej i otrzymanie czystego sygnału fl uorescencji. Rysunki 4 
i 6 przedstawiają charakterystyki pasmowych fi ltrów z naniesionymi charaktery-
stykami źródeł wzbudzenia. 

Rys. 4. Charakterystyki spektralne źródła światła UV o długości fali 280 nm oraz fi ltru optycznego 
w torze wzbudzenia
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Rys. 5. Charakterystyki spektralne źródła światła UV o długości fali 340 nm oraz fi ltru optycznego 
w torze wzbudzenia 

D³ugoœæ fali [nm]

In
te

n
sy

w
n

oœ
æ

L
E

D
[j

. w
zg

l.]

Tr
an

sm
is

ja
fi

lt
ru

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

300 350 400 450 500
0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

LED 340 nm

Filtr FF340/26



171Zastosowanie techniki stroboskopowej do pomiarów... Cz. I

Następne fi ltry optyczne muszą zostać zastosowane w torze emisji. Podstawo-
wą ich rolą jest całkowite odcięcie promieniowania wzbudzającego i wydzielenie 
odpowiedniego zakresu spektralnego fl uorescencji badanych związków. 

Na rysunku 8 zostały przedstawione charakterystyki spektralne fi ltrów w torze 
emisji. Ich zadanie sprowadza się do wyizolowania długości fali emisji fl uorescencji 
od impulsu wzbudzającego. 

Problem fi ltrów optycznych do badań fl uorescencji został rozwiązany z chwilą 
pojawienia się na rynku fi ltrów fi rmy SEMROCK. Odcinają one sygnał promie-
niowania wzbudzającego na poziomie współczynnika transmisji 106-107, a ich 
transmisja w paśmie badania emisji wynosi 80-90%. Możliwe jest dobranie fi ltru 
o szerokości od 10 do 80 nm. W przypadku badań materiałów biologicznych sto-
sowano fl iltry FF340 (dla wzbudzenia 280 nm i FF435 (dla wzbudzenia 340 nm) 
o szerokości połówkowej około 50 nm, co odpowiada szerokości spektralnej pasm 
emisji. Na rysunku 8 podano charakterystykę fi ltrów optycznych w torze emisji. 

Mierzone sygnały emisji składają się z widma fl uorescencji i sygnału źródła wzbu-
dzającego. W celu wyeliminowania sygnału LED konieczny jest pomiar charakterystyki 
emisyjnej samego źródła w identycznych warunkach pomiarowych (wzmocnienie 
detektora, wielkość szczelin). Natężenie promieniowania LED jest przynajmniej o kilka 
rzędów większe niż sygnał fl uorescencji. Stąd zaszła konieczność opracowania szeregu 
fi ltrów szarych o różnej transmisji, których zadaniem było obniżenie natężenia źródła 
wzbudzenia do poziomu fl uorescencji mierzonych substancji. Pozwoliło to na otrzy-
manie sygnału diod o natężeniu zbliżonym do pochodzących od próbek. W dalszym 
etapie jest to konieczne do przeprowadzenia procesu dekonwolucji. Filtry opracowano 
i wykonano w pracowni cienkich warstw Instytutu Optoelektroniki. Charakterystyka 
transmisyjna fi ltrów została przedstawiona na rysunku 7. Złożenie tych fi ltrów pozwala 
na tłumienie sygnału źródła na poziomie badanej fl uorescencji. 

Rys. 6. Charakterystyki spektralne fi ltrów w torze emisji (FF377, FF435, FF 482, FF542)
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Rys. 7. Charakterystyki spektralne optycznych fi ltrów transmisyjnych

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

200 250 300 350 400

D³ugoœæ fali [nm]

Filtr 1,2% Filtr 1% Filtr 0,3% Filtr 0,2% Filtr 0,02%

Tr
an

sm
it

an
cj

a
[%

]

4. Metoda dekonwolucji

W celu otrzymania właściwej wartości czasu życia fl uorescencji należy wyzna-
czyć funkcję odpowiedzi urządzenia (ang. Instrumental Responce Function —IRF). 
Jest nią charakterystyka emisyjna LED, która wpływa na przebieg krzywej zaniku 
fl uorescencji. Spowodowane jest to ograniczoną rozdzielczością czasową (ang. 
temporal width) impulsu wzbudzającego i powoduje zniekształcenie właściwej 
wartości fl uorescencji pochodzącej od próbki. Zjawisko to znane jest w literaturze 
jako konwolucja (splot).

Rys. 8. Ilustracja efektu dekonwolucji sygnału fl uorescencji dla waty bawełniano-wiskozowej
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Wyeliminowanie wpływu sygnału wzbudzenia polega na dokonaniu (obok po-
miaru krzywej zaniku) pomiaru charakterystyki emisyjnej źródła. W miejsce próbki 
w komorze pomiarowej wstawia się ośrodek rozpraszający (np. tefl on). Następnie 
wykonywana jest analiza uzyskanych wyników poprzez splot funkcji odpowiedzi 
urządzenia z funkcją modelową (może to być np. funkcja typu 1/e), po czym splot 
ten zostaje porównany z krzywą zaniku uzyskaną doświadczalnie. Analiza przepro-
wadzana jest za pomocą procedury iteracji numerycznej do momentu uzyskania 
możliwie najlepszego dopasowania do doświadczalnej krzywej zaniku.

Zanik fl uorescencji I(t) pojedynczego fl uoroforu znajdującego się w jednorod-
nym środowisku jest zazwyczaj opisywany jako pojedyncza funkcja wykładnicza 
zgodnie z równaniem (1). Jeżeli próbka zawiera więcej niż jeden fl uorofor lub znaj-
duje się w środowisku niejednorodnym, zanik fl uorescencji będzie lepiej opisany 
jako suma funkcji wykładniczych:
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(1)

gdzie:  τi — czasy życia różnych form fl uorescencji;
  ai — współczynniki przed ekspotencjalne odpowiadające udziałom 

 poszczególnych składników.

Krzywe zaniku opisane przez równanie (1) można zaobserwować tylko wte-
dy, gdy próbka zostanie wzbudzona przez nieskończenie wąski impuls. Jednak 
w większości wypadków szerokość impulsu pobudzenia nie może być zaniedbana 
i obserwowany rozkład Iobs(t) będzie zniekształcony przez splot z funkcją odpo-
wiedzi urządzenia L(t) zgodnie z następującym równaniem:

 
 ( ) ( ) ( )

0

.
t

obsI t L t s D s ds= −∫   (2)

Funkcja odpowiedzi urządzenia L(t) może być określona doświadczalnie 
przez użycie roztworu rozpraszającego zamiast próbki. IRF określa kształt impulsu 
wzbudzenia dla czasowej odpowiedzi systemu detekcji. Pomiar intensywności fl u-
orescencji w funkcji czasu wykonywany jest w stosunku do impulsu wzbudzającego 
LED. Gdy Iobs(t) i L(t) zostaną zmierzone, rozpoczyna się analiza danych polegająca 
na iteracji rozplotu (dekonwolucji) stosownie do równania (2). Rysunek 8 pokazuje 
przykładowy przebieg otrzymanych krzywych w typowym eksperymencie pomiaru 
zaniku fl uorescencji materiału–celulozy.

Jednym z warunków poprawnie przeprowadzonej dekonwolucji jest uzyska-
nie rzeczywistej charakterystyki źródła wzbudzającego. Pierwsze eksperymenty, 
w których jako ośrodek rozpraszający stosowano wodne zawiesiny rozpraszaczy, 
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wykazały wydłużenie czasów życia emisji. Odpowiedzialna za to była woda, którą 
w kolejnych eksperymentach zastąpiono tefl onem. Różnica pomiędzy własnościami 
tych ośrodków jest pokazana na rysunku 9. 

Rys. 9. Porównanie sygnału diody rozproszonego na wodzie i tefl onie
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Na rysunku 10 zostały przedstawione przykłady zaniku krzywej fl uorescencji 
dla amidu L-tryptofanu (NATA) oraz koenzymu (NADH). Wzorce te charaktery-
zują się monoekspotencjalnym zanikiem, a ich wartości są zgodne z wartościami 
literaturowymi wyznaczonymi za pomocą różnych metod. Dodatkowo poziom 
sygnału jest bardzo wysoki przy jednocześnie niskiej wartości szumu. Można 
również zaobserwować bardzo duży stopień dopasowania krzywej teoretycznej 
do doświadczalnej, co pokazuje, że wykorzystana metoda jest wiarygodna.

Na rysunku 11 przedstawiono przykłady map emisyjno-wzbudzeniowych 
(EM-EX) materiałów biologicznych, których czasy życia fl uorescencji mogą być 

Rys. 10. Krzywe zaniku fl uorescencji substancji wzorcowych NATA i NADH
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mierzone za pomocą techniki stroboskopowej. Charakterystyki były wyznaczone 
na spektrofl uorymetrze FL900 fi rmy Edinbburgh Inst. Widać wyraźnie, że centra 
wzbudzenia substancji leżą w pobliżu długości fal 280 i 340 nm. 

Rys. 11. Charakterystyki EM-EX wybranych substancji pochodzenia biologicznego 

6. Podsumowanie

Metoda stroboskopowa z wykorzystaniem źródeł wzbudzenia typu LED UV (280 
i 340 nm) idealnie nadaje się do wyznaczania czasowo-rozdzielczych charakterystyk 
emisyjnych fl uoroforów zawartych w materiałach biologicznych. Może też znaleźć 
zastosowanie do charakterystyki materiałów mających pasma absorpcji w zakresie 
UV, w tym białek, bakterii, ich form przetrwalnikowych będących symulantami 
i interferentami bojowych środków biologicznych. Jest to technika alternatywna 
w stosunku do TC-SPC. Czasy życia fl uorescencji są mierzalne na poziomie już od 
0,2 milisekundy. W metodyce pomiarowej rozwiązano wiele problemów technicz-
nych — dopasowanie wysokiej klasy pasmowych i tłumiących fi ltrów optycznych 
w torach wzbudzenia i emisji oraz sposób pomiaru sygnału źródła światła przed 
procesem dekonwolucji. 

Podstawowe zalety metody to: szybkość, możliwość wykorzystania tanich źródeł 
wzbudzenia, wysoka czułość, prostota obsługi, modułowa budowa umożliwiająca 
szybką wymianę źródeł wzbudzenia. Pomiary czasów życia fl uorescencji wzorców 
(NATA, NADH) wykazały identyczne wartości w stosunku do literaturowych. 

Artykuł wpłynął do redakcji 15.04.2009 r. Zweryfi kowaną wersję po recenzji otrzymano w listopadzie 
2009 r.
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M. WŁODARSKI, M. KWAŚNY, M. KALISZEWSKI, B. RUTECKA

Application of stroboscopic technique for measurement of biological materials’ 
fl uorescence lifetimes. Pt. I. Basics of stroboscopic technique, instruments 

and methods
Abstract. Stroboscopic method for determination of fl uorescence 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: fl uorescence lifetime, stroboscopic method, protein fl uorescence, UV LED
Universal Decimal Classifi cation: 535.37


