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Przedstawiamy uktad mikroskopu konfokalnego wyposazonego w szklana soczewke imersyjna do wysokoroz-

dzielczych pomiaréw spektroskopowych. Zaprezentujemy rezultat wykorzystania mikroskopu do pomiaréw

map fluorescencji pojedynczej monowarstwy Langmuira-Blodgetta zawierajacej kompleksy fotosyntetyczne

oraz nanoczastki srebra. Obecnos¢ nanoczastek srebra istotnie wptywa na wydajnos¢ fluorescencji chromofo-

réw w badanych warstwach.

Wprowadzenie
Wykorzystanie swiatfa jako
narzedzia do badania mi-
kroswiata pozwala uzyskac
informacje o jego budowie
i naturze zjawisk w nim zacho-
dzacych. Pomimo nieustan-
nego rozwoju technologii
nie jest mozliwe pokonanie
ograniczen wynikajacych z fa-
lowej natury swiatta. Jej kon-
sekwencjg jest limit dyfrak-
cyjny, ktéry ilosciowo opisuje
kryterium Rayleigha. Wyzna-
cza ono minimalng odlegtos¢
pomiedzy punktowymi Zzré-
dtami $wiatta rozréznialnymi
przez uktad optyczny. Chociaz
przyrody nie mozna oszukac,
istnieje kilka sposobéw po-
zwalajacych na przesuniecie
limitu dyfrakcyjnego. Najcze-
sciej stosowana metoda jest
zastosowanie oleju imersyj-
nego, ktérym wypetnia sie
przestrzeh pomiedzy obiekty-
wem i prébka. Technika ta ma
jednak kilka ograniczen. Nie
mozna jej stosowaé w przy-
padku prébek wrazliwych na
kontakt z olejem imersyjnym.
Ponadto staje sie ona bezuzy-
teczna przy pomiarach w ni-
skich, kriogenicznych, tempe-
raturach.

Technika szklanej soczewki
imersyjnej SIL (solid immer-
sion lens) zostata wprowadzo-
na przez Mansfielda i Kino [1]
w celu poprawienia gestosci
zapisu informacji na dyskach
optycznych. Wkrotce zacze-
to ja powszechnie stosowacd
w ukfadach wymagajacych
duzej rozdzielczosci
strzennej m. in. w litografii
oraz w badaniach studni [2]
i kropek kwantowych [3-5].
imersyjna jest
wolng od aberracji, szklang
potsfera, wykonang ze szkta
o wysokim wspodtczynniku
zatamania, znacznie przewyz-
szajacym
wspotczynnikédw  zatamania
olejow

prze-

Soczewka

typowe wartosci
imersyjnych. Krzy-
wizna soczewki dodatkowo
zmienia wtasciwosci optyczne
ukfadu umozliwiajac uzyska-
nie mniejszej plamki lasera,
a takze silniejsze powieksze-
nia. Poza zwiekszeniem roz-
dzielczosci
soczewki imersyjnej pozwala
na znaczne zwiekszenie ilosci

wykorzystanie

Swiatfa fluorescencji transmi-
towanego w kierunku kana-
tu detekcyjnego. Wszystkie
te cechy czynig SIL doskona-
tym narzedziem do pomiaréw,
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gdzie niezbedna jest duza
rozdzielczos¢ i wysoka czutosc
np. przy badaniu nanostruk-
tur lub fluorescencji z poje-
dynczych molekut. W dalszej
czesci pracy zaprezentujemy
mozliwosci mikroskopu SIL na
przyktadzie pomiaréw fluore-
scencji z pojedynczej mono-
warstwy.

Materiaty i metody

Przedmiotem naszych badan
jest biatko fotosyntetyczne
PCP  (peridinin-chlorophyll-
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-protein) wystepujace w sro-
dowisku naturalnym w al-
gach. Petni ono role anteny
przekazujacej energie wzbu-
dzenia do centrum reakcyj-
nego. Struktura PCP (Rys. 1a)
zostata bardzo dobrze zbada-
na za pomocag metod dyfrak-
tometrii rentgenowskiej [6].
Pojedynczy monomer PCP
tworzony jest przez cztery
perydininy, jeden chlorofil
i jedng czasteczke lipidu. Pe-
rydinina jest gtéwnym ab-
sorberem, odpowiedzialnym
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Rys. 1. a) Struktura PCP (RFPCP): dwa chlorofile, osiem pery-
dinin, dwie reszty lipidowe, b) widmo absorpcji i c) emisji PCP



za
350-550 nm. Chlorofil ab-
sorbuje ok. 668 nm (pasmo
Qy) i 440 nm (pasmo Soret).
Fluorescencja PCP (Rys. 1c)
pochodzi od przejscia Q,
chlorofilu z emisjg Swiatta
o dtugosci fali 673 nm. Ze
wzgledu na duza réznice po-
miedzy pasmem absorpcji

absorpcje w zakresie

perydininy i emisji chlorofilu,
oraz mozliwos¢ modyfikacji
struktury pigmentéw wcho-
dzacych w sktad kompleksu
PCP, jest on doskonatym sys-
temem do badania oddziaty-
wania pomiedzy plazmonami
i biomolekutami [8, 9].

Na
schemat

rys. 2a przedstawiamy

mikroskopu  kon-
fokalnego SIL opartego na
obiektywie LMPlan 50x firmy
Olympus o aperturze nume-
rycznej 0.5 i zakresie robo-
czym 6 mm, umozliwiajgcym
skupienie lasera o dtugosci
fali 485 nm do plamki o $red-
nicy ok. 1 um. W celu poprawy
rozdzielczosci uktadu zastoso-
walismy soczewke imersyjng
o srednicy 3 mm, wykonang ze
szkta S-LAH-71 o wspdtczyn-
niku zatamania 1,85. Utozenie
soczewki na probce przedsta-
wia rys. 2b Soczewka jest do-
cisnieta do prébki w celu usu-
niecia powietrza z przestrzeni
pomiedzy soczewka i prébka.
Catos¢ znajduje sie na stoliku
piezoelektrycznym XYZ (Phy-
sik Instrumente) o precyzji
przesuwu 1 nm. Stolik umoz-
liwia nam otrzymywanie map
po-
przez rastrowe przesuwanie
powierzchni prébki w ptasz-

natezenia fluorescenc;ji

czyznie XY przy jednocze-
snym pomiarze natezenia
fluorescencji.  Fluorescencja
jest wzbudzana za pomoca

lasera potprzewodnikowego
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Rys. 2. a) Schemat uktadu doswiadczalnego do pomiaréw spektroskopowych z wykorzy-
staniem SIL. b) Idea dziatania soczewki imersyjnej.

o dtugosci fali 485 nm. Swiatto
fluorescencji jest ogniskowa-
ne na przestonie konfokalnej
o srednicy 75 pm, definiujacej
ptaszczyzne ogniska z ktérej
zbierana jest fluorescencja.
Emisja z probki PCP jest fil-
trowana za pomoca zwiercia-
dta dichroicznego HQ 650LP
(Chroma) oraz filtra pasmowe-
go HQ 670/10 (Chroma).
Mikroskop SIL daje mozliwosc
pomiaréw natezenia fluore-
scencji, czasObw zycia oraz
widm emisji. Swiatto wyemito-
wanez prébkijest rozszczepia-
ne za pomoca pryzmatu Amici
i kierowane na kamere CCD
(Andor iDus DV 420A-BV),
ktéra umozliwia pomiary
z rozdzielczoscig okoto 2 nm.
Do tworzenia mapy natezenia
fluorescencji wykorzystujemy
fotodiode lawinowa (Perki-
nElmer SPCM-AQRH-14) z pra-
dem ciemnym na poziomie 80
zliczen na sekunde.

Do naniesienia pojedynczej
monowarstwy na state podto-
ze za pomocg techniki Lang-
muira-Blodgett wykorzystali-
smy system Minitrough (KSV
NIMA). PCP zostato dodane
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Rys. 3. Izotermy uzyskane w wyniku sprezania mono-
warstw PCP oraz PCP ze srebrnymi nanoczgstkami. Na osi
rzednych zaprezentowano zmiane powierzchni zajmowa-
nej przez monowarstwe podczas sprezania.

do wodnego roztworu na-
noczastek srebra o srednicy
40 nm w jednakowym sto-
sunku wagowym. Tak przygo-
towany roztwor nanieslismy
na subfaze, wode Milli-Q (Flu-
ka), na ktérg uprzednio na-
nieslismy 2% wodny roztwor
PVA, w celu utatwienia biatku
i nanoczastkom pozostania
na powierzchni. Procedure
powtdrzylismy dla roztworu
PCP pozbawionego nanocza-
stek srebra.

Czesc¢ eksperymentalna

W celu sprawdzenia pozio-
mu samoorganizacji czaste-
czek na powierzchni subfa-
zy, zmierzyliSmy izotermy
dla nanoszonych substancji.
W obu przypadkach uzyskali-
$my podobny ksztatt izoterm
o regularnym hiperbolicznym
ksztatcie, co potwierdza pra-
widlowy przebieg procesu
samoorganizacji molekut na
powierzchni.Pomimo duzego
cisnienia powierzchniowego
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ok. 55 mN/m? nie doszto do
kolapsu. Dla obu prezento-
wanych préobek, monowar-
stwe nanosilisSmy na uprzed-
nio oczyszczong mike, przy
napieciu powierzchniowym
25 mN/m2. Tak przygoto-
wane probki
w mikroskopie konfokalnym
i wykonalismy pomiar nate-

umiescilismy

zenia fluorescencji w funkgji
potozenia stolika, z krokiem
500 nm. Zobrazowalismy
obszar o wymiarze 40 pm x
40 pm, wykorzystujac laser
485 nm o mocy wiazki 8 pW.
Czas integracji fotodiody wy-
nosit 0,1 s. Wynik w postaci
map natezenia fluorescen-
Cji przedstawiajg rysunki 4a
i 4b. W celu zweryfikowania
zrédfa fluorescencji zmierzo-
no widmo emisji z roznych
obszaréw prébki. Otrzyma-
ne widma (rys. 4d) charak-
teryzowaty sie silng emisja
670 nm, charakterystyczna
dla kompleksu PCP. Duza
jednorodnos¢ map wskazu-
je na wysoki wspétczynnik
przenoszenia ok. 90%, co
potwierdza efektywnos¢ za-
stosowanej metody. Ponad
dwukrotny spadek S$redniej
intensywnosci
dla prébki PCP z nanoczast-
kami srebra, widoczny na hi-
stogramach (rys. 4c) pozwala
przypuszczaé, ze obecnosc
nanoczastek w bezposred-
nim sasiedztwie molekut PCP
gasi fluorescencje.

fluorescencji

Whioski

Ukfad oparty o mikroskop SIL
umozliwia pomiary spektro-
skopowe stabo s$wiecacych
obiektéw z wykorzystaniem
szklanej
nej.
natezenia fluorescencji z po-

soczewki imersyj-
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Rys. 4. a) Mapa natezenia fluorescencji probki PCP ze srebrnymi nanokulkami.
b) Mapa natezenia fluorescencji uzyskana dla probki PCP pozbawionej nanoczastek.
c) Poréwnanie histogramdw intensywnosci obu map . d) Przyktadowe widmo emisji PCP

Z monowarstwy.

jedynczej monowarstwy biat-
ka
w obecnosci srebrnych nano-
czastek. Znaczny spadek flu-
orescencji spowodowany jest
najprawdopodobniej efektem
gaszenia fluorescencji przez

fotosyntetycznego PCP

metaliczne nanoczastki poto-
zone blisko emiteréw.
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Temat byt
na sympozjum Nauka i prze-
myst. Metody spektroskopowe
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