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Wprowadzenie
Wykorzystanie światła jako 
narzędzia do badania mi-
kroświata pozwala uzyskać 
informacje o jego budowie 
i naturze zjawisk w nim zacho-
dzących. Pomimo nieustan-
nego rozwoju technologii 
nie jest możliwe pokonanie 
ograniczeń wynikających z fa-
lowej natury światła. Jej kon-
sekwencją jest limit dyfrak-
cyjny, który ilościowo opisuje 
kryterium Rayleigha. Wyzna-
cza ono minimalną odległość 
pomiędzy punktowymi źró-
dłami światła rozróżnialnymi 
przez układ optyczny. Chociaż 
przyrody nie można oszukać, 
istnieje kilka sposobów po-
zwalających na przesuniecie 
limitu dyfrakcyjnego. Najczę-
ściej stosowaną metodą jest 
zastosowanie oleju imersyj-
nego, którym wypełnia się 
przestrzeń pomiędzy obiekty-
wem i próbką. Technika ta ma 
jednak kilka ograniczeń. Nie 
można jej stosować w przy-
padku próbek wrażliwych na 
kontakt z olejem imersyjnym. 
Ponadto staje się ona bezuży-
teczna przy pomiarach w  ni-
skich, kriogenicznych, tempe-
raturach.
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B. Krajnik, D. Piątkowski, S. Maćkowski*, M. Gagoś**, 

E. Tomaszewska, J. Grobelny***

Przedstawiamy układ mikroskopu konfokalnego wyposażonego w szklaną soczewkę imersyjną do wysokoroz-
dzielczych pomiarów spektroskopowych. Zaprezentujemy rezultat wykorzystania mikroskopu do pomiarów 
map fluorescencji pojedynczej monowarstwy Langmuira-Blodgetta zawierającej kompleksy fotosyntetyczne 
oraz nanocząstki srebra. Obecność nanocząstek srebra istotnie wpływa na wydajność fluorescencji chromofo-
rów w badanych warstwach.

Technika szklanej soczewki 
imersyjnej SIL (solid immer-
sion lens) została wprowadzo-
na przez Mansfielda i Kino [1] 
w celu poprawienia gęstości 
zapisu informacji na dyskach 
optycznych. Wkrótce zaczę-
to ją powszechnie stosować 
w układach wymagających 
dużej rozdzielczości prze-
strzennej m. in. w litografii 
oraz w badaniach studni [2] 
i kropek kwantowych [3-5].  
Soczewka imersyjna jest 
wolną od aberracji, szklaną 
półsferą, wykonaną ze szkła 
o wysokim współczynniku 
załamania, znacznie przewyż-
szającym typowe wartości 
współczynników załamania 
olejów imersyjnych. Krzy-
wizna soczewki dodatkowo 
zmienia właściwości optyczne 
układu umożliwiając uzyska-
nie mniejszej plamki lasera, 
a także silniejsze powiększe-
nia. Poza zwiększeniem roz-
dzielczości wykorzystanie 
soczewki imersyjnej pozwala 
na znaczne zwiększenie ilości 
światła fluorescencji transmi-
towanego w kierunku kana-
łu detekcyjnego. Wszystkie 
te  cechy czynią SIL doskona-
łym narzędziem do pomiarów, 

gdzie niezbędna jest duża 
rozdzielczość i wysoka czułość 
np. przy badaniu nanostruk-
tur lub fluorescencji z  poje-
dynczych molekuł. W dalszej 
części pracy zaprezentujemy 
możliwości mikroskopu SIL na 
przykładzie pomiarów fluore-
scencji z pojedynczej mono-
warstwy.

Materiały i metody 
Przedmiotem naszych badań 
jest białko fotosyntetyczne 
PCP (peridinin-chlorophyll-

-protein) występujące w  śro-
dowisku naturalnym w  al-
gach. Pełni ono rolę anteny 
przekazującej energię wzbu-
dzenia do centrum reakcyj-
nego. Struktura PCP (Rys. 1a) 
została bardzo dobrze zbada-
na za pomocą metod dyfrak-
tometrii rentgenowskiej [6]. 
Pojedynczy monomer PCP 
tworzony jest przez cztery 
perydininy, jeden chlorofil 
i  jedną cząsteczkę lipidu. Pe-
rydinina jest głównym ab-
sorberem,  odpowiedzialnym 

Rys. 1. a) Struktura PCP (RFPCP): dwa chlorofile, osiem pery-
dinin, dwie reszty lipidowe, b) widmo absorpcji i c) emisji PCP
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Część eksperymentalna  
W celu sprawdzenia pozio-
mu samoorganizacji cząste-
czek na powierzchni subfa-
zy, zmierzyliśmy izotermy 
dla  nanoszonych substancji. 
W obu przypadkach uzyskali-
śmy podobny kształt izoterm 
o regularnym hiperbolicznym 
kształcie, co potwierdza pra-
widłowy przebieg procesu 
samoorganizacji molekuł na 
powierzchni. Pomimo dużego 
ciśnienia  powierzchniowego 

za   absorpcję w  zakresie 
350-550  nm. Chlorofil ab-
sorbuje ok. 668  nm (pasmo 
Qy) i 440  nm (pasmo Soret). 
Fluorescencja PCP (Rys. 1c) 
pochodzi od przejścia Qy 
chlorofilu z emisją światła 
o długości fali 673 nm. Ze 
względu na dużą różnicę po-
między pasmem absorpcji 
perydininy i emisji chlorofilu, 
oraz możliwość modyfikacji 
struktury pigmentów wcho-
dzących w skład kompleksu 
PCP, jest on doskonałym sys-
temem do badania oddziały-
wania pomiędzy plazmonami 
i biomolekułami [8, 9].
Na rys. 2a przedstawiamy 
schemat mikroskopu kon-
fokalnego SIL opartego na 
obiektywie LMPlan 50x firmy 
Olympus o aperturze nume-
rycznej 0.5 i zakresie robo-
czym 6 mm, umożliwiającym 
skupienie lasera o długości 
fali 485 nm do plamki o śred-
nicy ok. 1 μm. W celu poprawy 
rozdzielczości układu zastoso-
waliśmy soczewkę imersyjną 
o średnicy 3 mm, wykonaną ze 
szkła S-LAH-71 o współczyn-
niku załamania 1,85. Ułożenie 
soczewki na próbce przedsta-
wia rys. 2b Soczewka jest do-
ciśnięta do próbki w celu usu-
nięcia powietrza z przestrzeni 
pomiędzy soczewką i próbką. 
Całość znajduje się na stoliku 
piezoelektrycznym XYZ (Phy-
sik Instrumente) o  precyzji 
przesuwu 1 nm. Stolik umoż-
liwia nam otrzymywanie map 
natężenia fluorescencji po-
przez rastrowe przesuwanie 
powierzchni próbki w  płasz-
czyźnie XY przy jednocze-
snym pomiarze natężenia 
fluorescencji. Fluorescencja 
jest wzbudzana za pomocą 
lasera półprzewodnikowego 

o długości fali 485 nm. Światło 
fluorescencji jest ogniskowa-
ne na przesłonie konfokalnej 
o średnicy 75 μm, definiującej 
płaszczyznę ogniska z której 
zbierana jest fluorescencja. 
Emisja z próbki PCP jest fil-
trowana za pomocą zwiercia-
dła dichroicznego HQ 650LP 
(Chroma) oraz filtra pasmowe-
go HQ 670/10 (Chroma).
Mikroskop SIL daje możliwość 
pomiarów natężenia fluore-
scencji, czasów życia oraz 
widm emisji. Światło wyemito-
wane z próbki jest rozszczepia-
ne za pomocą pryzmatu Amici 
i kierowane na kamerę  CCD 
(Andor iDus DV 420A-BV),  
która umożliwia pomiary 
z  rozdzielczością około 2 nm. 
Do tworzenia mapy natężenia 
fluorescencji wykorzystujemy 
fotodiodę lawinową (Perki-
nElmer SPCM-AQRH-14) z prą-
dem ciemnym na poziomie 80 
zliczeń na sekundę. 
Do naniesienia pojedynczej 
monowarstwy na stałe podło-
że za pomocą techniki Lang-
muira-Blodgett wykorzystali-
śmy system Minitrough (KSV 
NIMA). PCP zostało dodane 

do wodnego roztworu na-
nocząstek srebra o średnicy 
40  nm w jednakowym sto-
sunku wagowym. Tak przygo-
towany roztwór nanieśliśmy 
na subfazę, wodę Milli-Q (Flu-
ka), na którą uprzednio na-
nieśliśmy 2% wodny roztwór 
PVA, w celu ułatwienia białku 
i nanocząstkom pozostania 
na powierzchni. Procedurę 
powtórzyliśmy dla roztworu 
PCP pozbawionego nanoczą-
stek srebra.

Rys. 2. a) Schemat układu doświadczalnego do pomiarów spektroskopowych z wykorzy-
staniem SIL. b) Idea działania soczewki imersyjnej.

Rys. 3. Izotermy uzyskane w wyniku sprężania mono-
warstw PCP oraz PCP ze srebrnymi nanocząstkami. Na osi 
rzędnych zaprezentowano zmianę powierzchni zajmowa-
nej przez monowarstwę podczas sprężania.

0                50             100            150             200            250
Powierzchnia [cm2]

Ci
śn

ie
ni

e 
po

w
ie

rz
ch

ni
ow

e
 [m

N
/m

]
PCP
PCP+AgNP

50

40

30

20

10

0

a)

b)

LASER
λ1= 405 nm
λ2= 485 nm 
λ3= 532 nm
λ4= 640 nm

SPC 
APD

PINHOLE
ZWIERCIADŁO

OBIEKTYW

PRÓBKA
Z SIL

STOLIK
PIEZOELEKTRYCZNY FILTR

PINHOLE ZWIERCIADŁO PRYZMAT
AMICI

KAMERA
CCD

TCSPC

SIL

PRÓBKA



8

tEchNiki i MEtody

rok 16, nr 6

jedynczej monowarstwy biał-
ka fotosyntetycznego PCP 
w obecności srebrnych nano-
cząstek. Znaczny spadek flu-
orescencji spowodowany jest 
najprawdopodobniej efektem 
gaszenia fluorescencji przez 
metaliczne nanocząstki poło-
żone blisko emiterów.

Podziękowanie
 Praca powstała przy wsparciu 
projektu „Hybrid nanostruc-
tures as a stepping stone to-
wards efficient artificial pho-
tosynthesis” finansowanego 
przez Fundację na rzecz Nauki 
Polskiej w ramach programu 
WELCOME.
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na sympozjum Nauka i prze-
mysł. Metody spektroskopowe 
w  praktyce – nowe wyzwania 
i możliwości w Lublinie (2011)
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Rys. 4. a) Mapa natężenia fluorescencji próbki PCP ze srebrnymi nanokulkami.  
b) Mapa natężenia fluorescencji uzyskana dla próbki PCP pozbawionej nanocząstek.  
c) Porównanie histogramów intensywności obu map . d) Przykładowe widmo emisji PCP 
z monowarstwy.
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dVs Advantage  – 
wielogazowy, grawi-
metryczny analizator 
sorpcji par
Aparat do pomiaru Dyna-
micznej Sorpcji Par (DVS) 
model Advantage jest nie-
doścignionym rozwiąza-
niem w świecie grawime-
trycznej techniki sorpcji 
par. Dostarcza on bezkon-
kurencyjnej możliwości 
planowania doświadczeń 
i wykonywania anal iz 
z dużą powtarzalnością 
i dokładnością. Ten no-
woczesny, automatyczny 
system szybko i dokładnie 
tworzy, zapisuje izotermy 
sorpcji par wody, jak i par 
organicznych.

APARATURA LABORATORYJNA

l A b o r At o r yj n e 
AutoklAwy, reAk-
tory wysokociś- 
nieniowe.

c A ł k o w i c i e 
z A u t o m A t y z o -
wA n e   m i k r o r e -
A k t o r y   d o   b A -
dAń Aktywności 
k AtA l i z At o r ó w 
z   m o ż l i w o ś c i A 
progrAmowAniA 
wzrostu tempe-
ratury.

oFerujemy tAkże:
• Analizatory sorpcji fi-

zycznej i chemicznej, 
porowatości i mikropo-
rowatości 

• Gęstościomierze helo-
we, porozymetry, granu-
lometry sedymentacyj-
ne, laserowe, optyczne 
(z analizą kształtu czą-
stek) i elektrostatyczne

• Analizatory rtęci - labo-
ratoryjne, on-line

nowośĆ !!!

tHermo scientiFic 
ipro 5000  
Analizator siarki cał-
kowitej ts meto -
dą fluorescencji uV 
charakteryzujący się 
wyjatkową precyzją 
i dokładnością.
Objętość nastrzyku: 

0 - 250µL cieczy,
0 – 100mL gazu, 
0 – 100μL LPG

Typowa analiza trwa ok. 
3 min
Szybkość nastrzyku próbki: 
0 - 2.5 μl/sec
Zakres pracy: 30ppb – 
10.000 ppm
Wbudowany autosampler
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