Molekulova luminiscence:
Z&klady instrumentace |

Jan Preisler
312A14, UKB PiF MU
tel. 54949 6629

Molekulova luminiscence: instrumentace |

» Fluorimetr a spektrofluorimetr: zakladni uspofadani pristroju
+ Soucasti (spektro)fluorimetru

- excitacni zdroje

- monochromatory

- polarizaéni filtry

- cely

- detektory

Schema méreni fluorescence
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* Fluorimetr vs. spektrofluorimetr
Fluorimetr - neslouzi k zdznamu spekter
- filtry pro vybér vinové délky

Spektrofluorimetr - zdznam spektra (emisniho nebo excitacniho)
- vyuzit(y) monochromator(y)

* Polarizaéni fluorescence

mezi monochromatory a vzorkem mohou byt zaélenény
polarizaéni filtry

Soucasti (spektro)fluorometru

Excita€ni zdroje
vybojky, LED, lasery
Monochroméatory
filtry, hranoly, mfizky
Polarizacni filtry
Cely
Detektory
fotonasobice, lavinové fotodiody, CCD
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Excita€ni zdroje: vybojky

Nizkotlaka rtut'ova vybojka

- nejintenzivné&jSi vinové délky 254, 312, 365 nm

- vrstva fosforu pro posun k deldim 4, p ~ 102 Pa

- pouZziti zejm. v jednoduchych fluorimetrech (v kombinaci s filtry)

Xenonova vybojka
- ve vétsiné komer¢nich pfistroju, Siroké rozmezi 4
- 75-500 W i vice, teplota zafeni ~ 6 000 K

Vysokotlaka rtutova vybojka
- vysoka intenzita koncentrovana do nékolika 4
- p>107 Pa

Hg-Xe vybojka a deuteriova vybojka
- vyS8i intenzity v UV, resp pfi 4 < 300 nm

oo http://www.sciencetech-inc.com

Excitacni zdroje: lampy

» Wolfram-halogenovéa lampa
- W vlékno + Ar nebo Kr + stopa X, (nej¢asté&ji Br,)
- SiO, barika
- tvorba halogenidu wolframu zabraruje usazovani wolframu na
barice; wolfram se uklada zpatky na vlakno
- prodlouzena Zivotnost lampy
- 10 — 250 W, teplota zareni ~ 3 000 K

Pozn: teplota zafeni (color temperature)
- barva zafeni €erného télesa
- slunce ve dne: ~ 5 000 K

1800K 4000K 5500K 8000K 12000K 16000K

en.wikipedia.org/wiki/Color_temperature 9
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Hg-Xe vybojka
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Wolfram-halogenova lampa
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http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Color_temp2.png

LED

+ LED: light emitting diode
« polovodi¢ova p-n soucastka emitujici svétlo v relativné uzkém
rozmezi A, kombinované LED i v Sirokém rozmezi 1

* nejprve LED emitujici v IR a ¢ervené oblasti, nyni i UV LED (nutné
pro excitaci)

« v soucasnosti A =250 nm -7 um

{inim

www.roithner-laser.com, en.wikipedia.org 13

Emisni spektrum ,,bilé“ LED

GaN or InGaN LED
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Lasery

» Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
1916 A. Einstein: teoretickd pfedpovéd

1958 C. H. Towens: teoretické vypocty nutné pro realizaci
1960 T. Maiman: rubinovy laser

» Typy lasert
- pevnolatkové (rubin, Nd:YAG, Er:-YAG, Yb:YAG, Ti:safir)
- plynové (HeNe, Ar*, CO,, N,, HeAg, NeCu)
- excimerové (ArF, KrCl, KrF, XeCl, XeF)
- polovodic¢ové
- barvivové
- chemické (HF, DF)
- elektronovy laser
15

Nékteré emisni vinové délky béznych lasert

ArF excimer: 193 nm
KrCl excimer: 222 nm
KrF excimer: 248 nm
XeCl excimer: 308 nm
N,: 337 nm
XeF excimer: 351 nm
HeCd: 442 nm
Art: 364, 457.9, 476.5, 488.0, 496.5, 501.7, 514.5, 1090 nm
HeNe: 543, 594, 612, 633, 1152 nm
Kr+: 530.9 nm
rubin: 628, 694 nm
InGaAIP polovodi¢: 635-660 nm
GaAs/GaAlAs polovodi¢: 780-905 nm
InGaAs polovodi¢: 980 nm
Ti:safir: 700-1000 nm
Nd:YAG: 1064 nm
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Nékteré emisni vinové délky béznych lasert

* Vyvoj laserovych diod, 2 =370 nm — 1,9 um
- CD: 1=780 nm
- DVD: 4 =650 nm
- blue ray/ HD DVD: 4 = 405 nm

+ Navic moznost nasobeni frekvence
- bézné 2x, 3x, 4x
- napf. diodou pumpovany ND:YAG: 532, 355 a 266 nm

Ednl 550
i i

Dal$i info napf. na www.lexellaser.com/techinfo_wavelengths.htm
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Barvivoveé lasery

Z00m excitacni zdroj

paprsku

vystup

miizka

cela  Polopropustné zrcadlo

nebo tryska
(barvivo)

Excita€ni zareni: laser, vybojka

« Médium: roztok barviva nejlépe v prutokové cele ¢i trysce
» Laditelny v omezeném rozsahu vinovych délek

« Typicky priklad

- excitaéni zafeni: 532 nm (Nd:YAG, 2x), N,

- roztok rhodaminu 6G

- vystup: 540-600 nm

18



http://www.roithner-laser.com/Hirespix/UV_LED/EUR_green_flag.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Verschiedene_LEDs.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/4/48/White_LED.png

Monochromatory

* Monochromator
- filtr
- hranol
- miizka
- laditelny filtr (optoakusticky, kapalné krystaly)
- monochromaticky zdroj (laser)
- kvazimonochromatick zdroj (LED)
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Filtry

« Zpravidla v levnych pristrojich, ve fluorimetrech
« Bézné typy filtra

- interferenéni

- barvivové

- band pass

- long pass

- short pass .

- neutralni

- specialni

(edge, notch, laser line aj.)

wikipedia.org
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Priklad: ,,Raman edge long-pass* filtr
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Hranol

nejbéznéjsi trojhranny, 3 x 60°
material: sklo, kfemen aj.
Uhlova disperze: daldA
disperze hranolu: dn/dA

dédA ~ndn/dA
R = adn/dA

.. index lomu
6 ... Uhel mezi proslym
a prichazejicim paprskem
a ... zékladna hranolu
R ... rozliSovaci schopnost

>
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Usporadani hranolovych monochromatort
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J.D. Ingle, Jr., S. R. Crouch: Spectrochemical Analysis, 1988
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http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Filter-optics-1.jpg

Mrizka

« sklenéna deska s napafenou vrstvou Al a paralelnimi vrypy
vzajemné vzdalenymi stovky nm

P e e T T Tl

« tvarované (eSeletové) nebo holografické
* rovné nebo konkavné zakfivené
« reflexni nebo transmisni

* R=A/dl=mN

m ... fad spektra
N ... pocet vrypl mrizky
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Usporadani mfizkovych monochromatoru
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Parametry monochromatoru

- Siika $térbiny (slit width)
- Sifka Stérbiny vs. transmise

- Sitka pasma (bandpass)

- §ifka pasu v poloviné maxima (full width at half maximum,
FWHM)

- dana Sirkou Stérbiny a disperzi
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Laditelné filtry

« Akustooptické filtry

Acoustic

Extraordinary Absorber |—.
Wave

- index lomu n je funkci tlaku Wave
- pfi prichodu akustického
signalu krystalem dochdzi k oye

tvorbé periodické variace n
(transparentni miizka)
- laditelné zménou frekvence

n-Bola
ety o A

Transducer

Radio
Frequency
input

Figure 1

www.olympusfluoview.com

akustického signalu

Transmission vs. wavelength

* Filtry z kapalnych krystalt &l il ﬁ
- Iadite!né zménou i Ui r\ fit 1
elektrického napéti | (i)
- propousti specifické }J | ‘1‘ i \
vinové délky Ll

www.meadowlark.com
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Polarizacni filtry

« Bézné typy
- Glan-Taylorav
- Glan-ThompsonGv
- polarizaéni folie
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www.laser2000.co.uk

SLAN LASER PRISW

Glan-TaylorGv polarizaéni filtr je slozen ze dvou kalcitovych
hranold, mezi kterymi je vzduchova mezera
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Cely pro vzorek

« Pravouhlé kyvety nejbéznéjsi
- 1x1x4,5cm, nejlépe kiemenné se vSemi sténami leSténymi
« Usporadani

- Klasické (909 Aex I:'

Vem

-indline g |:| Aem

, . lexc \
- pro koncentrované a opalescentni vzorky

e

www.wpiinc.com

}'em
30




Cely pro vzorek (pokr.)

« DalSi typy kyvet
- trojuhelnikové pro koncentrované a opalescentni vzorky

ﬂ“exc \I>
e
- s kruhovym prafezem

- zUzZené pro koncentrované vzorky

j’em
Aexe absorbce!

www.spectrocell.com

- mikrocely
- cely pro sou¢asné méfeni absorbance a fluorescence
31

Cely pro vzorek (pokr.)

Uzavérka, clona

- pro vzorky podléhajici fotodekompozici
Absorbér proslého svétla za kyvetou
Chlazeni

- napf. N,(l) pro fosforescenci
Absorbujici povrch prostoru pro vzorek
- napr. elox

- pozor, ¢erna barva muze fluoreskovat!
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Detektory

» Oko

Fotonasobic
Lavinova fotodioda
« CCD

Vlastnosti
spektralni citlivost
kvantovy vytézek
zisk

rychlost
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Fotonasobic¢

fotokatoda

R

série dynod anoda

~1000 V
Evakuovana trubice se sérii 10 — 16 elektrod
Fotokatoda: oxidy alk. kovd, Ag, slou¢eniny Ga, Sb, As, P, Te aj.
Dynody: MgO, GaP
Zisk: 108 — 107, rychlost: ~ ns a vice
ReZimy: proporcionalni a ¢ita¢ foton
Spinani fotonasobic¢e (PMT gating)

Priklady fotonasobicu

Fotonasobic¢
... photomultiplier tube, PMT

www.hamamatsu.com 35

www.hamamatsu.com
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Priklady fotonasobicu
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Kvantovy vytézek fotokatody PMT

TRMHBOSIEC.

Charakteristika vstupniho okénka PMT
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Mikrokanalkova desticka
* MCP (microchannel plate) 2 MCP s mikrokanalky
- tloustka ~1 mm, prdmér 1 - 10 cm.
» Mikrokanalky g — Kolektor
- orientovany $ikmo -
A 2 __
- primér ~3-20 um > oV
£ c
- chevronova struktura (> 2 MCP) S
- pokryté polovodivou vrstvou PbO Z
(gradient napéti podél mikrokanalku,
V -200 V

kanalek = kontinuélni dynoda, nasobeni e°) -2.2K
 Zisk: 1XMCP ~103, 2x MCP ~108
* Pouziti
- plosny detektor v TOFMS
- rychly fotodetektor (s pfedfazenou transparentni fotokatodou)

-1.2 kv

www.hamamatsu.com 38
Fotonésobi¢ s MCP
« vysoka rychlost, i < 1 ns, moznost rychlého zapnuti/vypnuti
« plosny fotodetektor se ziskem (image imntensifier)
o |
@
3 : f
= |
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o E
’) 3 8 ' R
s / " FWHM. |2m‘ 1
40

www.hamamatsu.com
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Polovodic¢ové detektory
» Lavinové fotodioda, (avalanche photodiode, APD)
- p-n prechod s reverzibilnim prirazem
- vysoka rychlost: 50 — 80 GHz
- vysoka citlivost: zisk ~103, oblast A > 400 nm
- moznost méfeni v rezimu single-photon counting
» Fototranzistor
- zisk ~100 a vice
- omezeny dynamicky rozsah £
s 8 & @ 8
* Array detektory e ® ® @ E
- CCD, CID aj. e e I g

- podrobné pozdéji

I
fury

Molekulova luminiscence:




Molekulova luminiscence: instrumentace Il

Méfreni, zpracovani a prezentace dat

- pfevodniky

- 3D spektra, synchronni sken

Srovnani absorpéni a luminiscenéni spektroskopie v oblasti
UV-Vis

Casové rozlisena luminiscence

Fosforescence

Chemiluminiscence

Polarizace a anizotropie fluorescence

43

Zaznamova zarizeni

Foton — elektron — proud

Digitalni prevodniky

« ADC, A/D prevodnik (analog to digital converter)
« ¢itac (counter)

« TDC, T/D prevodnik (time to digital converter),
TAC (time to amplitude converter)

A/D prevodnik

Méréni (digitalizace) napéti

Zakladni parametry
- poéet bith (rozlieni prevodniku)
- vzorkovaci frekvence ... poCet vzorkli za sekundu (vz/s,
sample/s)

- ,interleaved sampling“ (opakované vzorkovani period. signalt)
- max. frekvence (cut-off frequency)

- polarita: unipolarni (negativni), bipolarni

- rozsah vstupniho napéti

- max. vstupni napéti

- pocet bodl (délka paméti, velikost pufru)

- stabilita aj.

45
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A/D prevodnik (analog/digital)
Priklad:
2-bitovy pfevodnik s rozsahem 0-3V a vz. frekvenci 10 vz/s
pocet urovni = 22 aroveri | high-bit | low-bit
0 0 0
1 0 1
2 1 0
perioda, T=1/10=0.1s 3 1 1
Sa (V) Sp (#)
3
2 )
1 l
0
0 02 04 06 1t(s) 0O 02 04 06 t(s)
46

Presnost zaznamu

» Presnost (a spravnost) méfeni dana poctem biti AD pfevodniku

+ Napf. pro 8-bitovy pfevodnik 28 = 256 Grovni:
* nepfesnost odpovida 1/2 arovné
« min. rel. chyba > (2x(pocet trovni - 1))1 = (1/2x255)1 ~ 0.2 %

pocet bitli 1 8 12 16 24
pocet urovni 2 256 | 4096| 65536| 16 777 216
min. rel. chyba (%) 50 0.2| 0.01| 8x10* 3x106
dyn. rozsah - 50 800| 13000| 3000 000
(pro rel. chybu <10%)
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Cita¢
Citaé: poéitani pulsu
Foton — puls — (zesilova¢) — diskriminator — &itaé

Sa (V)D Analogovy signal
100% ‘ (napf. 2 fotony z PMT)
prahova droven signalu (diskriminator)
0 e L cmeme]
0 5 1 t(ms)
g
Sp (#) - o
1 Digitalizovany signal
o Vystup citace: 2 fotony/ms
0 5 1 t(ms)

48




Vyuziti ¢itace
» Poéitani fotont (photon counting)
- pocet fotonu/¢as

» Mrtva doba citace

- po zaregistrovani fotonu ¢ita¢ nemize jisty Cas detekovat dalsi
foton

- nedetekuje vSechny fotony a vede k negativni chybé

49

Photon counting

"r [‘ T

W. Becker The bh TCSPC Handbook

Fig. 20; Single-photon pulses delivered by a R5900 PMT (left. 1 ns / div) and output signal of the PMT at a pho-
ton detection rate of 107 s (right, 100 ns / div). Operating voltage 900V, signal line terminated with 50 €2
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TID prevodnik

» T/D prevodnik (time to digital, T/D converter, TDC)
- méfeni doby od spoustéciho signalu, napf. od excitaéniho pulsu
- 1-bitovy A/D prevodnik se dvéma urovnémi: 0 a 1

« Parametry TDC:
- Casové rozliSeni, napf. 10 ps
- single/multi stop: registrace jednoho/vice pulst
- pocet kanalu aj.

+ Pouziti TDC:
méfeni doby pulsu od spoustéciho signalu pro opakované déjé
napf. méfeni doby fotonu od excitaéniho pulsu pfi TCSPC (time-
correlated single photon counting)
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Méreni a prezentace dat

» Jednoduchy sken
- emisni spektrum (A, = konst., sken Aqy)
- excitaéni spektrum (4, = konst., sken Ag,.)

« Synchronni sken
- sou€asny sken Agy, @ Agye, AemAexc = KONSt.

« 3D spektra
- mnozina excitacnich/emisnich spekter

- ze 3D spektra Ize ziskat emisni, excitaéni spektrum nebo
rozdilové spektrum odpovidajici synchronnimu skenu

52

Priklad 3D spektra:
Luminiscence lanthanoidi
Th3*, Eudt, Dy3*, Sm3* a Gd3*

Fluorescence
7715
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Srovnani absorpéni a luminiscenc¢ni spektroskopie
v oblasti UV-Vis

Spektroskopie v oblasti UV-Vis A=cxe =log(l, /)

Absorpcéni spektroskopie: méfeni poméru dvou svételnych tokl

+ presnost (odolnost vi¢i zménam abs. hodnoty svételného toku
P,)

- citlivost (nepatrny rozdil mezi 1./l pfi nizké koncentraci analytu)

Luminiscenéni spektroskopie F~keol, 23cxe

Luminiscencni spektroskopie: méfeni vyzarené energie

+ vysoka citlivost pfi pouZiti citlivého detektoru (i jednotlivé fotony)

- presnost (fluorescence je pfimo Umérna ecitacnimu svételnému
toku (1,); projevuje se u ni negativné kolisani excitacniho zdroje gjt.




Casové rozli§ena luminiscence

excitacni puls

I=1,exp-(t/7)

fluorescence

@l

T t

* Doba zivota (luminescence lifetime): 7= 1/ k.
- kvalitativni a strukturni analyza, studium polohy fluoroforu

Casové rozli§ena luminiscence

» Logaritmicky diagram t
logle = loglo - =

log I

log o 1
excitaéni puls

fluorescence

/

56
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Casové rozlisena luminiscence
Ie
excitacni puls
fluorescence
t
» Porovnatelna Sirka excitacniho pulsu a ¢
- nutnost dekonvoluce
- zména zdroje: ultrakratky laserovy excitacni puls
57

Méreni Casové rozliSené fluorescence

* Méfeni v éasové doméné
- klasicky zpGsob méfeni I vs. t
- pro opakované déje moznost pouZziti interleaved sampling

« Méreni ve frekvenéni doméné
- modulace excitaéniho zareni

« Time-correlated single photon counting

58

Méreni ve frekvenéni doméné

fluorescence

t
« stanoveni doby Zivota z fazového posuvu 4@ a miry modulace

* mira modulace je dana pomérem amplitudy stfidavé slozky
ku stejnomérné sloZce excitacniho zafeni

» moznost studia multiexponencialnich poklest

59

TCSPC

« Time-correlated single photon counting

* Instrumentace
- excitacni zdroj: laser, délka pulsu fs — ns
LED, délka pulsu < ns
speciélni lampy, délka pulsu ~ ns
vysoka opakovaci frekvence pulst, az ~ 100 MHz

- detektor: PMT (fotonasobi¢), MCP-PMT
SPAPD (single photon avalanche photodiode)

- zaznamové zafizeni: TDC

- FLIM: fluorescence lifetime imaging (mikroskop + sken)

60
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Pockelova cela

« elektro-optické zafizeni s krystalem vapence; vioZzenim napéti na
krystalu méni index lomu

» Pockelovou celou vloZzenou do laserového rezonatoru Ize
modulovat intenzitu laseru

« Uziti: generovani velmi kratkych pulst, napf. ,mode-locked”
Nd:YAG

61

Schema klasického méreni TCSPC
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W. Becker The bh TCSPC Handbook

Fig. 189: Triple-expouential decay analysis. Upper row: Lifetimes of the fast, medium, and slow decay compo-
nent. Lower row: Amplitudes of the decay components

Fosforescence

» Zakladni experimentélni sestava stejna jako u fluorescence

» Modulace excitaéniho zareni a méfeni fosforescence s fazovym
posunem v dobé, kdy je exc. zafeni nulové

- vede k eliminaci rozptyleného zareni

* Modulace
- mechanicka (,chopper”)
- zableskové vybojky
- pulsni lasery atd.

65

Fosforescence

« Ochrana vzorku v tripletovém stavu
* LTP (low temperature phosphorescence)

- vzorek rozpustén v organickém rozpoustédle a chlazen: 77 K,
N,, Dewarova nadoba
- vybér rozpoustédel kriticky (bézné EPA: ethanol + izopentan)
* RTP (room temperature phosphorescence)
- fosforescence pfi pokojové teploté
- na pevném substratu (filtracni papir, silikagel, octan sodny) s
modifikatory (Nal, AgNO;) pro podpofeni intersystem crossing

- v roztoku v pfitomnosti micel (nad kritickou micelarni
koncentraci, CMC)

- transfer tripletového stavu analytu do tripletového stavu
fosforeskujiciho akceptoru (napf. bromonaftalen)
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Chemiluminiscence

* Moznost méreni s velmi jednoduchou instrumentaci
- neni nutny Zzadny monochromator
- nutné soucasti:
cela
zafizeni pro vstup reagentu, napf. septum pro injektaz
fotonasobic
- v pfipadé nutnosti zaznamu spektra exc. monochromator
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Polarizace a anizotropie fluorescence

« Excitace polarizovanym zafenim vede k ¢aste¢né polarizované
fluorescenci

« Fotoselekce

Excitani zafeni absorbuji molekuly s absorp&nim pfechodovym
dipélem paralelnim k elektrickému vektoru excitacniho zafeni

« Rovina polarizace vyzarené fluorescence zavisi na thlu mezi
absorpénim a emisnim pfechodovym dipélem

« Depolarizace
- rotaéni difuze ... hlavni pfi¢ina
- neradiacni transfery energie mezi fluorofory

Polarizace a anizotropie fluorescence

« Stupen polarizace, p
p =y - 1)/, + 1)
I,al, ... slozky svételné intenzity rovnobézné, resp. kolmé ke
sméru polarizace budiciho zafeni

« Anizotropie fluorescence, r
r=y- 10 +21)

* Depolarizaéni faktor, &
s=1,/,

Vzajemné prevody:
r=2p/(3-p)=(1-8)/(1+238)
p=3r/(2+r)=(1-8)/(1+3)
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Vyhasinéni anizotropie

Pfimé méfeni |, a | po excitaci vert.polarizovanym zafenim, I,

Inl

71
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Anizotropie fluorescence
Anizotropie sferické molekuly:
r=rel”
rotacni relaxacni doba, 7’:
7= nV,/(RT)
7 ... viskozita
V, ... parc. objem molekuly
« Dva zpusoby méfeni anizotropie
- méfeni anizotropie v ¢asové doméné: vyhasinani anizotropie
- méfeni anizotropie ve frekvenéni doméné: dynamicka polarizace
70
Dynamické& polarizace
Ur&eni anizotropie z fazového posuvu mezi | a |,
Vysoka frekvence exc. zafeni I, f:
Iy populace horizontalni komponenty nizka
|
Stredni f:
populace horizontalni komponenty vyznamna
Vysoka f:
stejné populace
horizontalni a vertikalni
komponenty
72
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Vysledna polarizace fluorescence

» Rotaéni relaxaéni doba >> doba zivota fluorescence
... fluorescence bude polarizovana

» Rotaéni relaxaéni doba << doba zivota fluorescence
... anizotropie systému bude zanedbatelna
pf.: mala molekula (M =333, 7=10ns): 7 =0.1ns

» Rotac¢ni relaxaéni doba ~ doba zivota fluorescence
pf.: velkd molekula (M = 33 300,z =10 ns): 7 = 10 ns,
... lze vyuzit pro studium biologickych membran, interakce ligandu
s receptory, proteinu s DNA aj.
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Polarizace a anizotropie fluorescence

Intenzita fluorescence polarizovana ve sméru oto¢eném o Uhel a. od
sméru rovnobézné polarizace:
1,(t) = cos?a I, (t) + sin%a I, (t)

Pro ,,magicky Uhel“ a =54,74° (54°44°8""): Iy, ,(t) = I, () + 21 (1)
... pfi méfeni celkové intenzity fluorescence pomoci analyzatoru
oto¢eného o magicky Uhel se v roztocich, ve kterych rota¢ni
relaxaéni doba ~ doba Zivota fluorescence, ziskaji hodnoty
dohasinani fluorescence neovlivnéné molekularnimi rotacemi

Casova zavislost anizotropie: r(t) = (3 cos?y(t) — 1)/5
v ... Uhel dip6lové reorientace za dobu t
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