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Kivonat

A BME Atomfizika Tanszéke pikoszekundumos lézerforrassal, egyfoton detek-
torral és idokorreldlt méréstechnikaval levélmintakbdl izoldlt klorofill tartalmu fo-
lyadék mintak fluoreszcencia lecsengésének mérésére alkalmas mérési elrendezéssel
rendelkezett. A tudomaéanyos didkkori munkdam soran olyan méréfejet terveztem és
valositottam meg, amellyel konnyen és praktikusan mérhetjiik a levélmintak fluo-
reszcencia lecsengési idejét. Az Gj méréberendezéssel egyrészt kivalthatjuk a komp-
lex és id6igényes bioldgiai mintael6készitési 1épéseket, masrészt lehetdség nyilik a
levélmintak differencidltabb vizsgilatara. Az elkésziilt mérdeszkozzel kelkaposzta
leveleken tesztméréseket végeztem. A mérési eredményeimet Osszevetettem ugyan-
azon névénybdl készitett izolalt mintak fluoreszcencia lecsengésével.
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1. Elméleti bevezeto

1.1. Fotolumineszcencia

Anyagmintdk kvalitativ vizsgalatdhoz szamtalan mddszer all rendelkezésiinkre, melyek-
kel roncsolas nélkiil is hasznos kovetkeztetéseket vonhatunk le a mintaval kapcsolat-
ban. Kézenfekvo megoldas példaul az anyagok optikai tulajdonsdgait kihasznalni ezen
mérések elvégzéséhez. A fény-anyag kolcsonhatas soran fotonok lépnek kapcsolatba az
atomok, molekuldk vagy molekulacsoportok elektronszerkezetével. Az abszorbealt foto-
nok kiilonbozé valtozasokat hozhatnak létre a rendszerben, melyek az anyagi paraméterek-
tol illetve a fény hullamhosszatdl fiiggenek, melyekre a |1l dbran lathatunk példakat. Az
a) bettijellel kiilonboz6 szérasi folyamatokat lathatunk, amely sordn a foton rugalma-
san (Rayleigh-) vagy rugalmatlanul (Raman-) szérédik az atomon vagy molekuldn. A
b) dbran egy egyszerii gerjesztést lathatunk, amelyben az elektron magasabb energia-
szintre keriil és onnan a felesleges energiat annak megfelel6 hullamhosszisagu fotonként
adja le. A c) dbran a fényelektromos jelenség lathaté, amelyben a gerjesztéfény elegendé
energiaval rendelkezik ahhoz, hogy kilokjon a rendszerbol egy elektront.
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1. abra. Fény-anyag kolcsonhatas soran fellépd lehetséges folyamatok

A fotolumineszcencia azon jelenségek gyiijtoneve, amelyek sordn jellemzoen lathato
fény, vagy ultraibolya gerjesztés hatasara egy molekula, vagy molekulacsoport elektron-
jai magasabb energiadllapotba keriilnek, és fényemisszéval kisért relaxacidé soran a ger-
jesztéshez képest nagyobb hulldimhosszusagu fotonokat bocsajtanak ki. A jelenséget két
kategériaba szoktuk csoportositani; a fluoreszcenciara, illetve a foszforeszcenciara. A
ketto kozti legszembetinébb kiilonbség a fotonabszorpcid és emisszié kozott eltelt ido.
A folyamat mindkét esetben az alapallapotu szinglet allapotbdl egy gerjesztett allapotiu
szinglet allapotba torténo atmenettel kezdodik. Ezt kovetden a gerjesztett atom vagy
molekula nagyon gyorsan a legkisebb energidju gerjesztett allapotba keriil, majd a lu-
mineszcencia errdl a szintrél indul (Kasha szabély). Mig a fluoreszcencia a mésodperc
tort része alatt valésul meg (nagyjabdl 107% vagy kevesebb), addig a foszforeszcencia
percekig, vagy orakig is megfigyelheto. Az idoallandok kozti nagysdgrendi kiilonbség
abbol adddik, hogy mig foszforeszcenciandl a relaxacié egy triplet allapotbdl, addig flu-
oreszcenciandl egy szinglet allapotbdl torténik (2 4bra, Jablonski-diagram). A szinglet
allapotban a kételektronosnak tekintheto rendszer elektronjai lehetnek azonos allasuak,
vagy ellentétesek. Az elobbi esetben a spinek ereddje 0, igy a hullamfiiggvény antiszim-
metrikus. Ez egyféleképpen valésulhat meg, innen ered a szinglet elnevezés. Szimmetrikus
hullamfiiggvény esetén a spinek orientacidja S = +1, 0 értékeket adhat, ami miatt a trip-
let elnevezést kapta. Az optikai sugarzas nélkiili energia-atmenetek belsé konverzidval
valésulnak meg, ez ho formajaban manifesztalodik.
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2. dbra. Jablonski-diagram [7]

Egy anyagban az elektromagneses hullamok elnyelédését az abszorpciéval jellemezziik,
amely szoros Osszefiiggésben van a transzmisszié értékével, ami a beérkezo a hatarfeliileti
reflexiotol eltekintve a fényintenzitas és az anyagon athaladt intenzitds hanyadosaként
definidlhato ( %\)) Az argumentumban 1évé A utal ra, hogy ez egy hullamhossztol fliggod
mennyiség. Az intenzitas a Lambert-Beer-torvény szerint exponencialisan csokken .

p— I —_—
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Ahol « az abszorpcids egytitthaté, | pedig az anyagban megtett tavolsag. Tudomany-

teriilettol fliggden szoktak az exponencidlis fliggvény alapjat 10-nek vagy e-nek vélasztani.
A transzmissziébdl definidlhatjuk az abszorbancidt (2).

T e (1)
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Egy anyag az 0sszetételétol fliggden kiilonbozo mértékben képes elnyelni adott hullam-
hosszusagu fotonokat. Az elnyelés mértékét az igynevezett abszorpcios spektrum hatarozza
meg, amelyet érdemes figyelembe venni a fotoluminszecencia kisérletek soran alkalmazott
gerjesztolézer kivalasztasakor. Ennek oka, hogy a fotoluminszecencia nagyobb mértékben
van jelen olyan hullamhosszakon, ahol nagy az anyag abszorpcidja. Az abszorpcids spekt-
rum tovabba arra vonatkozé informaciét is adhat, hogy egy szamunkra kérdéses molekula
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vagy molekulacsoport milyen mennyiségben van jelen egy mintaban. Egy ilyen spektrum
meghatarozasa spektrométerrel torténik, amelyrdl a abran lathatunk egy konkrét
példat egy klorofill tartalmu oldatra.
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3. abra. Klorofill oldat abszorpcids spektruma [I]

Jelenlegi munkam soran a fluoreszcencia jelenségkorére szoritkoztam, azon beliil is
n6vényi mintakon végeztem méréseket.

1.2. Novényi mintak fluoreszcencia indukcios kinetikajanak
vizsgalata

A fotoszintézis az a bioldgiai folyamat, melyben az él6lények a napfény energidjat fel-
hasznalva szervetlen anyagbol szerves anyagot hoznak 1étre. Ez a folyamat nagyon komp-
lex, a kutatoknak a mai napig sem sikeriilt teljes mértékben feltérképezniiik. Példaként
emliteném meg, hogy az egyiittmikodé partnereink az ELTE Novényélettani és Mo-
lekularis Novénybioldgiai Tanszékén a fotoszintetikus elektron-transzportlancon beliil a
vas-transzport mechanizmusokat vizsgdljak. Kevéssé ismert az a tény, hogy a fotoszin-
tetikus elektron-transzportlanc egységeinek a felépitéséhez Osszesen 22 vas-atomra van
sziikség [2].

A folyamat bioldgidgjanak részletes leirdsa nem témédja a dolgozatomnak, ugyanis
a munkam célja mindossze az, hogy egy olyan méroberendezést fejlesszek ki, amely
a fotoszintetikus folyamatok vizsgalatara 1j, relevans informacidkat szolgaltat. Jelen
munkamat megel6z6, folyadékmintak vizsgalatara alkalmas mérési elrendezésiinkkel, a
novénybiolégus kollégakkal kozosen folytattunk szisztematikus kutatasokat, melyek eredmé-
nyeit konferencidkon mutattuk be [3] [4], illetve egy folydirat-publikdciénk az év végéig
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beadéasra kertil [5].

A fluoreszcenciafény mérésével tehat egy komplementer folyamatot vizsgalunk, melybol
komplex un. fluoreszcencia indukciés mérési protokollokkal a fotoszintetikus miikodést
mérhetjik [0]. Az emlitett fluoreszcencia indukcids protokollok alapjat a Kautsky effek-
tus adja [7]. Ha a levél percekig el van zarva a fényt6l, a fotoszintézis folyamata nem
tud megvaldsulni. Ha viszont sotétbol ajbdl fényhatasnak tessziik ki, akkor a folyamat
elinduldsahoz idére van sziikség. Ez ido alatt a felesleges energiat fluoreszcencia-fény
formajaban sugarozza ki. Néhany perc sziikséges ahhoz, hogy a fotoszintézis ugyan olyan
mértékben legyen jelen, mint a sététbentartas elétt. Ezt szemlélteti afd] abra, ahol olyan
szirokon keresztiil figyelhetjiilk meg a jelensésget, amely csak a fluoreszcencia-fotonok
hullamhosszan enged at, a sotétitést pedig egy érme biztositja.

A B C

4. abra. Kautsky effektus a borostyanlevélen A: Levél megvilagitva rajta egy pénzérmével,
B: Levél megvilagitva pénzérme nélkiil, C: Levél az érme levétele utdan néhany perccel [§]

Ezt az alapjelenséget fejlesztették tovabb szamtalan fluoreszcencian alapulé mérési
eljarasba, méréberendezésbe [9].

1.3. Novényi mintak fluoreszcencia lecsengési idejének mérése

Szemben a fluoreszcencia indukcids kinetikaval a mi médszeriinknél a névényt nem kvazi
folytonos gerjesztés mellett vizsgaljuk és az arra kapott valasz jelet folyamatosan rogzitjiik,
hanem rovid gerjesztések (/=100 ps) mellett a fluoreszcencia lecsengést kivanjuk na-
gyon rovid idéskdlan rogziteni. Ettol a modszertdl azt reméljiik, hogy a fotoszinteti-
kus elektron-transzport lanc elemeirol, példaul az antennarendszer meglétérol kapunk
informaciét, melybdl a fotoszintetikus miikodés intaktsagara is tudunk koévetkeztetni [10]
[11].

A feladatnak azonban vannak nehézségei, ugyanis ahogy azt a korabbi fejezetekben
irtam, a legerjesztodés folyamata nanoszekundumos idoskaldan mozog. Erre a problémara
nydjt megoldast az idokorrelalt méréstechnika. Ennek 1ényege, hogy a mintat nagy frek-
venciaval, rovid fényimpulzusokkal gerjesztjiik, majd a gerjesztés és a fluoreszcencia kozti
id6t mérjik. A beérkezett fotoneseményeket idébélyeggel latjuk el, azokat idorekeszekben
akkumuldaljuk, majd ebbdl hisztogrammot készitiink. Ezzel valéjaban a gerjesztett mo-
lekuldk szamanak idobeli fogyédsat hatarozhatajuk meg. Ha az eltelt id6-beérkezett fo-
tonszambol grafikont készitiink, a felfutast kovetden egy exponencidlisan lecsengé gorbét
kapunk (5| abra).
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5. abra. Gerjesztett molekuldk idébeli véaltozasat szemléltetd dbra [15]

Ha egy ilyen grafikonra egyenlet alaki exponencidlis fiiggvényt illesztiink, az il-
lesztési paraméterekbol megkaphaté az altalunk keresett idoallando (@ abra).
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6. abra. Kékalgan mért lecsengés illesztett exponencidlis gorbével [1]

Ekkor az idoallando az exponensben szerepld @ abrén) t1 paraméter. Az eredményiink
pontossagat ekkor az illesztés pontossaga hatarozza meg.



A szakdolgozatom soran azt tapasztaltam, hogy az illesztések sokszor csak nagy
hibaval végezhetoek el, illetve latszik az illesztett gorbén, hogy jellegre is eltér a gra-
fikontél. Ennek okat részben az okozza, hogy tobb fluoreszcens jelenség is lejatszodhat
az anyagban mas idoallanddkkal, emiatt a mért gérbe tobb exponencidlis fliggvény Ossze-
geként allhat el6. A masik, nehezebben kikiiszobolhet6 problémat az okozza, hogy a mért
jelben benne van a rendszer valaszido fiiggvénye, hiszen a gerjesztofény impulzushossza
(=~0.1 ns) esetiinkben 6sszemérheté a meghatdrozni kivant fluoreszcencia élettartamokkal
(=~ 0.5 ns - 3 ns).

1.4. Dekonvolucio és rekonvolicid

A keresett idéallandok ns-os skdlan mozognak, igy az eredményes méréshez sziikséges,
hogy a gerjesztési impulzushossz ennél révidebb legyen. A rendelkezésemre allé impul-
zuslézer a felépitésébol addéddéan koriilbeliil szaz pikoszekundumos impulzushosszisagu
jelet bocsdjt ki (erre vonatkozé méréseket a korabbi munkam soran végeztem [I]). Idedlis
esetben a gerjesztés dirac-delta alaki, és a minta erre adott vélaszat mérjik. A valésagban
viszont a gerjesztési jelalaknak nem csak kiszélesedése van, hanem kissé szabalytalan alak-
ja is. Az altalunk mért lecsengési gorbe ezért valdjaban a rendszer valaszfiiggvényének
(IRF, Instrument Response Function) és a tisztdan fluoreszcencia lecsengésbol ad6dé gor-
bének a konvolucigjaként all eld.

A rendszer valaszidejének kiszlirését a mért adatsorbdl toébbféleképpen is megvaldsit-
hatjuk. Az egyik megoldas a dekonvoliicid, amely soran megmérjiik a rendszer valaszidejét
is, és a két adatsorbdl létrehozunk egy harmadikat, amely mar csak tisztan fluoreszcens
lecsengést tartalmaz. Ezt el lehet érni példaul a konvoluciés szabdlyt kihasznalva, mely
szerint két fiiggvény konvolicidja, a két fiiggvény fourier transzformaltjanak a szorzata.

F(f(t)xg(t) = Fw) - G(w) (4)

Ahol F' és G a fourier transzofrmaltjai f és g fliggvénynek * pedig a konvolicio
miiveletét jeloli. Ebbdl kovetkezik (B) egyenlet.

FU® o) _ 5
Gw)

Ha gy tekintjiik hogy az altalunk mért lecsengési adatsor fx*g diszkrét értékekkel, va-
lamit az IRF diszkrét értékekkel a G fiiggény, akkor a dekonvolicié megoldhaté az impul-
zusvalasz Fourier ranszformaltjaval, egy osztéssal és egy inverz Furiertranszformacioval.
Ez azonban egy zajjal ardnyos hibat visz a szamoldsba, ami miatt nem érdemes ezt az
eljarast alkalmazni.

Egy masik lehetséges eljaras az igynevezett iterativ rekonvolicio, amely soran az IRF
adatsort egy dltalunk meghatarozott fliggvénnytipussal (pl.: exponencidlis, két exponen-
cidlis Osszege, stb.) konvolvalja, majd azt Osszeveti a mért lecsengési adatsorral. Az
iteracio soran addig valtoztatjuk a fiiggvény paramétereit, amig az a mért lecsengési
adatsortol minimalis eltérést mutat. A mddszer egyik hatranya, hogy az eredményt
befolyasolja az, hogy milyen alaki megoldédst keresiink. A masik nehézség, hogy més
megoldast kaphatunk attol fiiggéen, hogy milyen kezdeti paraméterekkel inditjuk el az
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iteraciot. Ezek azonban kikiiszobolhetoek, ha nagyjabdl tisztaban vagyunk azzal, hogy
milyen fizikai jelenségek jatszodtak le a mérés soran és ettol fliggben valasztjuk meg a
jelalakot és kezdeti paramétereket.

Az eljaras végén a fliggvény paraméterei adjék az altalunk keresett lecsengési idot,
valamint a megoldasfiiggvény és az IRF konvoliucigjanak a valdés adatsortél vald eltérése
megmondja, hogy mennyire pontos az eredményiink. A rendelkezésemre allé6 program
matematikailag a @ egyenletben leirt eljarast valésitja meg.

t NExp ’
t—t

Dec(t) = |: / dt, [IRF(t — ShiftIRF) — BkngRF] [Z Aie_ Ti H + BkgrDeC (6)

o i=1

Ahol Dec(t) az illesztett fiiggvény, Shiftirr az IRF és a mért fogyds kozti id6eltolds,
Bkgrrr az IRF idofiiggetlen hattérzaja, A; az i-edik komponens amplitiddja, 7; az i-edik
komponens lecsengési ideje és Bkgrpe. a fogyas idofuggetlen héttérzaja. [12] alapjén a
kiértékelésre legalkalmasabb paraméter osszefiiggés szerint szamolando.

NExp NExp

TAvInt = Z Im/ Z I; (7)

i=1,1;>0 i=1,1;>0

Amelyben szereplé I; mennyiséget alapjan szamoljuk.

L, = AnTm (8)

Szintén fontos paraméter az illesztéseknél hasznalt y? paraméter, amely @D szerint
szdmoland6. Az ebben megjelend mennyiségek Y; ami az i-edik dltalunk mért Y érték, f
az illesztett fuggvény, x1” a véltozo, o; az i-edik komponens szérésa, § pedig az illesztési
paramétereket foglalja magaba, azaz 8 = [, (... (Isd. b6vebben [I]).

n

=)

=1

Y;—f(l'll,B\)IQ (9)

g;

Az 4ltalam hasznalt illesztéprogram az ebbdl szdrmaztatott y2 . paramétert hatdrozza
meg ([10)).

X2

ng—n1+1—p

Xive = (10)

Amelyben n; az illesztés intervallumanak els6, mig ns az utolsé idorekeszének a szamat
jelzi, valamint p a vdltozok szdma. A x3 . paraméterrel jellemezhetjiik az illesztés josdgat.
Az illesztés csak akkor elfogadhatd, ha ezen szam értéke 0.7 és 1.3 kozé esik. Ezen tul a
rezidudlisok és az autokorrelacids egyiitthatok vizudlis ellenérzése is szitkséges [12].

2. Célkituzés

A fent emlitett idékorreldlt méréstechnikan alapulé mérési elrendezést hoztunk létre
folyadék halmazallapoti, klorofill tartalmu mintdk vizsgélatdra [szakdolgozat]. Az 1j
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mérési elrendezéssel szisztematikus kutatasok folynak az ELTE Biologiai Intézetének
kollégdival, melyek els6 eredményei mar megmutatkoznak [3] [4]. A kutatdsok sordn
a novényi mintakbdl a biolégus kollégak fotoszintetikusan jol, vagy kevésbé jol miikodo
szuszpenziokat izoldlnak. Ez az izolalas tobb érat vesz igénybe, és nagy odafigyelést,
szakértelmet igényel. A vizsgalni kivant fotoszintetikus rendszerek azonban in situ a
levélben is rendelkezésre allnak, a kibocsatott fluoreszcencia-fény kozvetleniil a levélrol is
begytijtheto.

A kutatasom egyik célja egy olyan szilard minta vizsgalatara alkalmas mintatarto
létrehozasa, amellyel képesek vagyunk idokorreldlt méréstechnika alkalmazasaval kozvet-
leniil a levélmintdkon fluoreszcencia lecsengési idoket mérni. Ezt a mérofejet felhasznéalva
kelkaposzta leveleken (mint tesztnovények) tesztmérések végzése utan az eredményeim
osszehasonlitom folyadékmintakon mért lecsengési idokkel, ezzel ellenorizve azt, hogy ez
a fajta mérési mdédszer mennyire bizonyul hatékonynak és konzisztensnek az eddigi ta-
pasztalatokkal.

Dolgozatom tovabbi céljat képezte kiillonboz6 méréskiértékel6 programok vizsgélata és
a céloknak megfelel6 program kivalasztasa. Ezen célok megvaldsitasa elorelépést jelenthet
a fotoszintézis pontosabb meg-
értésének terén.

3. Eredmények

3.1. Méroberendezés fobb elemei

A mérések soran rendelkezésemre allt egy PicoQuant LDH-P-C-650 tipusi, meghajtéval
(PicoQuant Sepia II) felszerelt, 650 nm-es hullimhosszisagon miikodo, szalba csatolt, pi-
koszekundumos diédalézer, amellyel a gerjesztést végeztem. A detektalashoz SPAD egy-
foton detektort (Picoquant MPD-100-CTB), 100 pum magatmérdji tobbmddusu optikai
szélat (Thorlabs M18L01), valamint idékorrelalt fotonszamlalé elektronikat hasznaltam
(PicoQuant PicoHarp 300).

A tervezett mérések egyik alapelvének szamitott egy kisebb, mobilisabb rész (kompakt
mintatart6) megalkotdsa és szepardldsa a nagyobb részegységt6l. A méréberendezés egyes
elemeinek blokkvazlata a[ll dbrdn lathato.
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Nagyobb egységek
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7. dbra. A kisérleti elrendezés blokkvazlata [13]

A lézer és a detektor Osszehangolasdért egy nagyobb, a mintatartotdl elkiiloniilo
vezérloegység felel. Az idOkorrelalt méréstechnika alkalmazasahoz a lézer gerjesztéséért
felelos oszcillator és a detektor pontos Osszehangoldsa kulcsfontossagi, amirdl a foton-
szamlaloban talalhato vezérléelektronika gondoskodik. Ezekkel a részegységekkel kom-
munikal a szamitégép, amellyel a méréseket megvaldsitjuk. A fotonszamlalonal hasznalt
10dB-es csillapitasok feladata a mért jelbol a kisebb "tiiskék” kiszlirése, amelynek alkal-
mazasaval kedvezobb jel-zaj viszony érheto el.

A meghajto egység maximélisan 80 MHz-es ismétlési frekvencidju impulzusok el6alli-
tasara alkalmas, azonban a ns-os skdlan mozgé lecsengési idoék méréséhez 100 ns méretli
idoablak alkalmazasa szerencsésebb. Ezen idéablakndal révidebbet valasztva fenndll a
veszély, hogy értékes mérési eredmények elveszhetnek, hiszen a fluoreszcencia jel 3-4
nagysagrendii csokkenését célszerii regisztralni. Ennek megfeleléen egy frekvenciaoszto
segitségével a lézerbol 10 MHz-es ismétlési frekvencidju optikai jelet vezettem ki. Ez
egy kisebb részegységbe csatoldédott, amelyet én terveztem és valdsitottam meg a dip-
lomamunkam keretében. Ennek a koncepciénak az elénye, hogy a mintatarté kénnyen,
a nagyobb berendezésektol fiiggetlentil mozgathatd, vagyis a kialakitott méroberendezés
mar jelenlegi forméjaban is részben hordozhaté.

A 1ézer impulzusalakja a korabbi méréseim alapjan [I] akkor idedlis, ha a programmal
a 90% névleges értékre allitom be. Ez a rajta atfolyé aramot szabalyozza, ahol 100%
az eszkozre kapcesolhaté maximélis értéket jelenti. Ekkor az impulzus jelalak 8 dbrdnak
megfeleléen a piros szinli gorbe. A 90% azonban nem a lézerdidda teljesitményét jelenti,
hanem egy relativ érték. Valdjaban a lézerdidda fényteljesitménye a maximalisan elérhet6
teljesitmény koriilbelil 50%-a (14sd [9] dbra).

11



—— Intensity 95%
—— Intensity 90%
—— Intensity 80%

Normalit intenzitas
o
[6,]
|

0'()—'l_——#]IIIIIII|III|III|III|III|III|IIl|III|III|III|III|III|III|II
664 666 668 670 672 674 676 678 680 682 684 686 688 69.0 692
1dd [ns]

8. dbra. Lézer impulzushossza kiilonb6zé intenzitas paramétereknél [I]

Korabbi munkdm soran azt is megallapitottam, hogy a névleges érték valéjaban
a diodalézerre kapcsolt fesziiltséggel aranyos relativ érték, ezaltal a kimeneten mért
fényteljesitmény a9l dbranak megfelel§ karakterisztikat koveti a kezeléfeliileten beéllitott
Intensity paraméter fiiggvényében.
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9. dbra. Lézer fesziiltség-teljesitmény karakterisztikdja [I]

A berendezés masik legfébb eleme a SPAD egyfoton detektor, amely a foton-hiszto-
gramok készitésében kulcsfontossagu szerepet tolt be. Ez a miszer az oszcillatorral szink-
ronizaltan dolgozik és a gerjesztéshez képest megadott idékozonként a beérkezett foto-
nok szamat hatarozza meg és idorekeszekben tarolja el. Ezzel a mdédszerrel olyan hisz-
togramokat alkot, amelybdl az elméleti bevezetében leirt adatkiértékelési modszerekkel
meghatarozhatéak akar 0.1 ns nagysagrendi idoallandék. A kutatdsaim soran 4 ps-os
idérekeszekkel dolgoztam.

A detektor pontos miikddését kordbbi munkam sorén részleteztem [I], igy a diplo-
mamunkam soran csak az ezzel kapcsolatos fontosabb eredményeket, valamint a mérések
soran figyelembe vett irdanyelveket taglalom. A méréseket két fobb tényezd zavarhat-
ja, a hattérbol jové fotonok (hattérzaj), valamint a detektor elektronikédjdbél adédéd
ugynevezett sotétzaj, ami miatt a miiszer teljesen sotét kornyezetben is fotonbeiitéseket
mér. Ennek mértéke a kornyezetbdl jovo hattérzaj nagy részének kisziirését kovetden
maximalis beiitésszamnak kevesebb mint 1%-a. A detektor maximélisan egy idérekeszbe
65535 fotoneseményt képes eltarolni, igy ez a felsé hatara. Az esetek tilnyomé tobbségében
a detektalt jel tul nagy, ezért optikai denzitassziirok alkalmazasa indokolt, azonban ezek
megvalasztasa soran figyelembevettem, hogy a maximalis zaj-jel arany ne 1épje tul a fen-
tebb emlitett 1%-ot, illetve ne érjem el egy idérekeszben a maximalis fotonesemények
szamat.

Egy masik fontos irdnyelv az 5%-os szabdly, amely szintén a mérési eljarasbol adodik.
A detektor rendelkezik holtid6vel, amig a beérkezett fotonokat eltarolja, igy eléfordulhat,
hogy bizonyos fluoreszcencia fotonok nem keriilnek be a statisztikaba. Ebbdl kifolydlag
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csak akkor tekintjiik sikeresnek a mérést, ha a gerjeszto fotonok és a beérkezett fluoresz-
cencia fotonok szamanak ardnya nem haladja meg az 5%-ot.

A méro6berendezés megismerését és karakterizaldsat a mintatarté specifikacios pa-
ramétereinek meghatarozasa és megtervezése, majd a tarté megvaldsitasa kovette.

3.2. Koncepcionalis tervezés
3.2.1. Leképezb optika pozicionalasa

A kompakt mintatart6 elkészitése és legyartdasa a diplomamunkam részfeladata volt, mig

a fentebb taglalt lézer, detektor, vezérloegység és az adatfeldolgozd programok rendel-
kezésemre alltak. A tarté készitésekor harom fébb szempontot vettem figyelembe. Az
egyik szempont a méreteire vonatkozé megkotésekbol all, mivel szeretnénk, konnyen moz-
gathato legyen, illetve kézben nagyjabdl elférjen. Masik fobb irdanyelv a mintdk és a
kiilénb6z6 méréshez hasznélt eszkozok (pl.: optikai sziirék, gerjeszté forrasok, gytijtéoptikék)
csereszabatossdga. A harmadik szempont a héattérzaj minimalizdlasa mellett a leheto
legtobb, szamunkra relevans fluoreszcencia jel detektalasa.

Az alapelképzelés szerint a lézerfényt optikai szdlakkal bevezetjiik a mintatartoba, ahol
az gerjeszti a mintat, majd egy masik szalon keresztiil a fluoreszcencia fényt osszegytijtjik
onnan. A szaloptikai megvaldsitas a legpraktikusabb, ugyanis igy a gerjeszto fényforras
és az adatrogzitéshez sziikséges detektor nincs kozvetlentil beépitve a tartéba, igy sokkal
mobilisabban és egyszeriibben kezelhetd, valamint gyorsabb és biztonsdgosabb a ger-
jesztolézer és a detektor cseréje.

A pontos mérések érdekében fontos, hogy a detektor bevezetd szaldnal 1év6 optika
arra a teriiletre fokuszaljon, mint amit az impulzuslézer megvilagit. A rendszer azonban
rendelkezik egy minimalis mérettel, amit a sziikséges lencsék, szilirok, illetve lencsetarto
tubusok méretei hataroznak meg, valamint a detektor oldal és a gerjeszt6 oldal altal bezart
sz0g. Felmeriilt a kérdés, hogy adott méretii optikai eszkézok mellett kivitelezheto-e a
mintatarto, ha szeretnénk nagyjabél 40 mm-es mintatavolsdggal dolgozni, hogy egy kicsi,
kompakt a levélminték jellemzo méretéhez illeszkedé mintatartét alkothassak. E célbol
egy Thorlabs (MAP052550-B) optikai leképezé rendszert vélasztottam. A leképezd op-
tikara vonatkozdan végeztem szamitasokat, melyben megvizsgalom, hogy adott szog és
lencseméretek esetén, milyen kozel lehet a mintdhoz a belépd és kilépé oldal.

A szamitdsban szereplé mennyiségek D és Do a kilépd és belépo szalakon 1évé lencsékbol
és szlirokbol allo rendszer koré rajzolhatd henger atmérdi, d a két henger egymashoz
legkdzelebb es6 két pontjanak tavolsidga (az a tavolsag amekkora helyet szeretnénk hagy-
ni a csatoléelem és a leképezd optika kozott), o a szimmetriatengelyeik dltal bezart szog,
valamint L a tavolsag a lencséket tarté tubus peremétol abra).
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10. dbra. Szamolasokhoz sziikséges paramétereket tartalmazd magyarazo abra. Kékkel a
hengerek, melyek a lencséket és szliréket tartalmazd tubusok, zolddel a minta, pirossal és
feketével a tubusok szimmetriatengelyei.

A gondolatmenetem az volt, hogy a hengereket egymastdl tavol bedllitjuk a megfelelo
a szogben egyméshoz képest gy, hogy a minta felé nézzen az alapjuk. Ezutdn gondo-
latban kozelitem a mintahoz és a minimélis L tavolsag akkor valésul meg, ha a d eléri
az altalunk elére meghatarozott értéket. A szamoldsban hasznaltam azt a kozelitést,
hogy nagyjabdl azonosnak tekinthet6 a két henger atmérdje, valamint a két szal mintatol
vald tavolsaga is megegyezik. Elemi geometriai 0sszefliggésekbdl levezethetd a minta és
a szalak kozti tavolsagot meghatarozo képlet.

;3 N P sin(180° —a)
 tga  sina sin

(11)

A tartétubusok valds méretei Dy = 17mm és Dy = 17.08mm és kezdetben o = 30°-ra
allitottam. Az els6 méret a lézer adapter elemébol adodik, mig a masodikat a hasznalt
leképezo optika mérete adja meg. Korabbi kisérleti tapasztalat alapjan ennél nagyobb
szoget nem érdemes valasztani a mérések soran, valamint a két oldal kozti tavolsagnak
is megszabtam egy alsé hatart (d = bmm). Ezeket az értékeke a képletbe behelyettesitve
a minta tavolsdgara L = 36.8mm adodott. A vart 40 mm-es mintatavolsagnél ez kisebb,
igy nem sziikséges d csokkentése vagy a novelése, amivel L kisebb értékre hozhaté.
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3.2.2. Nyalabatméro meghatarozasa késélezés mddszerrel

A l1ézerfény optikai szalon keresztil egy 60FC-4-A11-02-P tipustu kollimator lencsébe
jutott, mely a szalhoz volt rogzitve. A kollimatorbdl kijové fénynyalab atmérojének
megméréséhez az ugynevezett késélezos modszert alkalmaztam.

A mérési elv az, hogy a nyalab elé egy fényteljesitmény mérét tesziink. A nyaldbot
fokozatosan kitakarva azt tapasztaljuk, hogy a mért teljesitmény csokken. Ha a kitakards
ugy torténik, hogy a terjedési iranyra meroleges sikban egyenlo tavolsagonként gatoljuk
a fénysugarak eljutdsat a detektorig, akkor a teljesitménycsokkenés egy Gauss-nyaldb in-
tegrdljanak a csokkenésével irhato le.

Az Gaussnyalab intenzitaseloszlasa a Osszefliggés szerint alakul.

£)2

I(z) =1y -e 2w (12)

Amelyben [ az optikai tengelynél 1évé maximalis intenzitas, p a sugdriranyu eltérés a
nyalab kozepétol, valamint w a nyalab sugar. Ez azt a nyaldb kozepétol mért tavolsagot

jelenti, ahol az intenzitas az e% részére esik. Ennek kétszeresét hivjuk nyalabatmérdnek.

Ezt felhasznéalva Coherent Fieldmax II TO tipusu lézerteljesitmény mérd és OP-2-VIS
tipusu mérofej segitségével megmértem a kollimalt fénynyalab maximaélis teljesitményét
kitakards nélkiil. Ezt kovetéen mikrométer orséval finoman allithato tartét megfeleléen
osszerakva egy fémlappal eleinte 0.15 mm-enként, majd mikor nagyobb teljesitménycsokke-
nést tapasztaltam 0.10 mm-enként takartam ki a fényt. A 0 helyzetnek a kitakaras mentes
allapotot tekintve felvettem az adott mértéki kitakarasokhoz tartozé teljesitményértékeket.

A 0 helyzettdl valo eltérés fiiggvényében abrazolva a teljesitményt olyan adatpontokat
kaptam, amelyre [?] alapjdn [13] egyenletnek megfeleld fiiggvényt illesztve az illesztési
paraméterekbdl meghatarozhaté a nyalabatméré (az egyenletben megjelen6 erf fiiggvény
a Gauss-nyaldb integralja). Itt P, a maximaélis teljesitmény fele, z( a félértékhez tartozd
x tavolsdg és w a nyalab sugér.

X — X

f(z) = Ppax - (1 — erf(\/§~
Az adatpontok és az illesztés a[I1] dbrdn ldthato.

) (13)
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11. abra. Fényteljesitmény mérovel kapott értékek a kitakaras fliggvényében, valamint
az ezekre illesztett fliggvény és illesztési paraméterei

Mivel a kitakaras skaldja mm-ben értendd, igy a w paraméterbdl megkapott nyalab
sugarat is milliméterben kell értelmezni. A nyaldbatmér6 a w paraméter kétszeresébol
addédéan d,, = 2.04mm, amely kelléen nagy feliilet megvilagitdséra alkalmas.

3.3. Mintatarté megvaldsitasa

A mintatartét PLA tipusi mtanyagbdl, 3 dimenzids nyomtatassal készitettem, amely
modszernek elsé 1épése a modellalkotas. A legyartandé mintatartét a PTC Creo nevii
programmal terveztem, modelljét a |12 abran tekinthetjiikk meg.
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12. abra. Mintatarté modellje

A tarté harom kilonallé részbél tevodik ossze, melybdl a legkomplexebb az alsé rész,
ami a vazat adja az egésznek. Az alsé részt lathatjuk a abra jobb oldalan. Ennek
tetejére jon a tetOrész, aminek feladata, hogy a mintat elzarja a kiilsé fényforrasoktol,
ezzel is csokkentve a zajt. A harmadik rész a szilard minta rogzitéséhez sziikséges, ami
egy parmilliméter vastag lemezbdl és a rajta elhelyezked$ négy rogzitérudbdl (3), vala-
mint egy vastagabb pozicional6 rudbdl all (2). A tetérészen taldlhaté 6t csavarmenet
az als6- és fels6rész csavarokkal vald rogzitését szolgaljak, illetve a két nyilas (1) az
optikai gyengitésziiréknek biztosit helyet. Ezekbél az egyikkel (sziikség esetén) a de-
tektorba érkez6 fluoreszcencia fotonok szama csokkenthetd, a mésikkal pedig a 1ézerbol
kijové fényintenzitds véltoztathats. A (4) és (5) szammal jelolt részek sorrendben a
gerjesztolézer és a detektor befogasanak helyei. A befogast el6segité hernydcsavaroknak
tervezett hely lathaté (6) szamnal. A (7) szamnal taldlhaté a szilard minta gerjesztéséhez
sziikséges rész. Az ide tervezett rugd segitségével a levél kissé kisimul a mérési keresztmet-
szeten. A mianyag szerkezet a minta finomabb rogzitése szempontjabdl is jo valasztés,
ugyanis a levélmintak a legtobb esetben sériilékenyek.

Az &bran (3) szammal jelolt rudakon rugék biztositjak, hogy a levelet a lemez fixen, de
ovatosan tartsa. Ez a rogzitési modszer a kiilonbozé levélvastagsagok miatt indokolt. A
rugdero megfelel6 megvalasztasaval a névényminta sériilése elkeriilhet6, minimalizalhato.
Elofordulhat az is, hogy a levél széltében vagy hosszaban nagyobb helyet igényel, mint
amekkora maga a mintatarté. Emiatt lathaté az alsé rész oldalan egy kivagas.

A gerjesztélézer és a detektor befogdsi helyénél ((4) és (5)) lathaté egy-egy hatszog
alaku rés foliil (6), valamint két-két kor alaki bemenet alul, amelyek az adott elemek
fixdlasat segitik eld. A kor alaki bemenetbe fémcsapokat helyeztem, amelyekre felfek-
szik a henger alaku csatoléelem, valamint a detektor leképez6 rendszerének tubusa. A
hatszogletli résbe fémfuratok keriiltek, amelyekben egy-egy hernyodcsavarral felilrdl is
rogzitettem az elemeket, igy mind a gerjesztélézer, mind a detektor stabilan rogziil.
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Azért, hogy a kés6bbiekben a méréfejet més hullamhosszi (példaul kék szint) ger-
jesztéssel is hasznalhassuk, csereszabatossag szempontjabdl elonyos az optikai szalon 16vo
kollimator lencse és a mintatart6 kozé egy (fém) adapter elem tervezése és megvaldsitésa.
(13} 4bra). A kotSelmen taldlhaté csavarmenet a kollimdtoron 16vé menettel kompati-
bilis, illetve radidlis irdanyban az M3 furat a kordbban emlitett abran szerepl6 (6)
szamnal becsatlakozé hernyécsavarhoz, a rogzitéshez sziikséges.

13. abra. Lézer végén elhelyezkedd rogzitéelem modellje

A detektorba beérkezé fény begytjtése egy leképezd optikan keresztiil torténik, mely-
nek részegységeit a[14] dbran tekinthetjiik meg.
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14. dbra. Detektorba csatlakozo optikai szalhoz tartozd leképezo optika modellje

Az ébran (a) betiivel jelolt rész maga a leképezd optika (MAP052550-B), amely két
domboru lencsébdl all. Ennek az optikai rendszernek az effektiv fokusztavolsaga indo-
kolta a 3.2. fejezetben taglalt szamitdasokat. A (b) jelii rész egy csatoléelem, amely
a (c) jelli tubust és a leképezé optikat kapcesolja dssze. A (c) tubusban taldlhaté egy
feliilatereszto élsziir6 és egy savszird, amelyek biztositjak, hogy csak a szamunkra meg-
felel6 hullamhosszisdgu fluoreszcencia fényt engedjék at. Mivel a mérni kivant fluo-
reszcencia fény jél meghatarozott hullamhossztartomanyba esik, ezen két szlir6 megfe-
lel6 megvélasztasaval a tartéban szorodd gerjesztofényt és a hattérbol érkezo fotonokat
elkiilonitettem a relevans informéciét tartalmazé fluoreszcencia-fotonoktdl. A (d) jelii
részelem (SMA csatlakoz) az optikai szal és a tubus csatoldsat valdsitotta meg.

Mind a gerjeszt6, mind a detektor oldalon sarkalatos kérdés volt a rogzités, ugyanis
a rendszer méreteinél a megviladgitds és a beérkezo fotonszam-érzékelés nagyon érzékeny
a szogekre. Mindkét esetben henger alaku rogzitéelemet kellett becsatolni a rendszerbe,
igy azt a megoldast talaltam ki, hogy a hengereket egy ponton és egy sin mentén fogatom
meg. A[12 4bra (4) és (5) részénél hengeres bemenet lathato, melynél egy téglalap alaku
kivagas biztositja, hogy alulrél két egyenes mentén legyen megfogva a henger. A harma-
dik megfogasi pont egy hernydcsavarral torténik, melynek szintén biztositottam helyet a
modell tervezésekor. A henger fix hossza és ez a hdrom pontos befogas biztositja, hogy
barmelyik atszerelés utdan ugyan olyan pozicidba keriiljon a detektor és a lézer.

A jelalak torzuldsanak elkeriilése érdekében a lézerteljesitményt érdemes a korabban
taglalt 90%-os Intensity értéken tartani. A kiilonbozé minték azonban mas-mds mértékben
gerjesztodnek, ami miatt az esetek tilnyomo részében til sok fluoreszcencia foton kelet-
kezett. Ezt a problémat a gerjesztési- és detektor oldalon elhelyezett denzitassziirokkel
orvosoltam. A rendszer méreteit gy valasztottam meg, hogy mindkét oldalra 1-1 félcollos
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szlrét helyezhessek el.

A sajat kialakitdsu denzitassziirG-tartd tervezését a |15 abran lathatjuk.

15. dbra. Optikai szlirétarté modellje

A baloldali elem kozépen 1évé mélyedésbe behelyezheté a csupasz sziird, amelyet a
jobb oldalon 1évé ellendarab akadalyoz meg a kicsuszastél. Az ellendarabon 1év6 paten-
tok a négy hézagba pattannak be, ezzel 0sszekapcsolva a szirétarté két felét. A darabok
tetején lathato fiillek a két fél szétszedését, valamint a tartéelemek mintatartobdl vald
kiemelését szolgaljak.

Az egyes elemeket utémunkélatokat kovetéen (pl csiszolds, ragasztas) Osszeillesztet-
tem. Az igy kapott kinyomtatott és Osszeszerelt, szilard mintak mérésére szolgalé minta-
tarté a[l6l abrén lathatd.
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16. dbra. Szilard mintdk mérésére alkalmas mintatartd

3.3.1. 3D nyomtatas

A mintatarto specifikdcidinak meghatarozasa és a modellezés utéan a legyartasi folyamat
kovetkezett. A legpraktikusabb kivitelezési médnak a 3 dimenzids nyomtatas bizonyult.
Ennek a gyartasi technolégianak egyik elénye, hogy a modellezést kovetéen gyorsan lehet
beldle prototipust gyartani, valamint miiszaki rajzot sem sziikséges beldle késziteni. A
tervezoprogramban késziilt modellt elészor olyan file-formatumma kell konvertdlni, ame-
lyet az adott nyomtatdeszkoz tud értelmezni (g-code). Ehhez kiilon program kell, amely
nyomtaténként eltérhet. Ezekben a konvertalé programokban &allithato be, hogy a nyom-
tatds pontosan hogyan valésuljon meg abra).
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17. dbra. Program a 3D modell nyomtatasra alkalmas file generalasdhoz

Nyomtatasi metédus és anyagok szerint tobbféle nyomtatd is létezik. Az altalam
tervezett vizsgalatokhoz nem sziikséges merev vagy strapabird anyaggal dolgoznom, el-
lenben elonyos, ha kis tomegli a mintatartém, ezért miianyaghdl célszerii azt elkésziteni.
Tébbféle milanyagnyomtaté-eljaras 1étezik, ilyenek példaul az SLA (Stereo Lithography
Apparatus), vagy az SLS (Selective Laser Sintering). Az el6bbi fotopolimer toltéanyagot
hasznal alapul, amely lézerfény hatasara térhalésodik. A migyantat egy kadbol rétegen-
ként kiemelve és megszilardulva valésul meg a modell. Az SLS mddszer egy termoplasz-
tikus porszerii anyag Osszeolvasztasaval dolgozik. Ennek elénye a nagy pontossag és a
geometriai szabadsdg, ellenben viszonylag dréga technoldgidnak szamit [17].

A mérésekhez hasznalt mintatartét FDM (Fused Deposition Modeling) mdédszerrel
nyomtattam PLA mtanyagbol. Ez a fajta nyomtatd a szilard miianyag szalat egy forro,
esetiinkben 215 °C-os extruderbe vezetve megolvasztja. Az extruder aljan a meleg,
folyékony miianyag kifolyik, igy annak pozicionaldsaval egy talcan rétegenként képes
a gép felépiteni a mintatartét. A moddszer elénye, hogy viszonylag olcsé az ezen ala-
pulé nyomtatd, és az altalam hasznalt alapanyag is. A hatranya viszont, hogy a fen-
tebb emlitett eljardsokhoz képest kisebb a pontossdga (péar tized milliméter). A masik
hatrany, hogy mivel rétegenként épitkezik, ezért nem minden geometria valésithatéo meg
vele, mivel minden rétegnek kell alap, amire érkezik. Emiatt néha aldtamasztasokat kell
alkalmazni, hogy ne siillyedjen be. Ez a fentebb emlitett program segitségével torténik
és legtobb esetben a tervezo donti el, hogy hova érdemes elhelyezni. A kitamasztasok
mindig eltavolithatéak a nyomtatast kovetd utomegmunkalassal.

3.4. Mérések és méréskiértékelés
3.4.1. Méro és kiértékel6 programok

A mérésekhez és az adatok kiértékeléséhez rendelkezésemre alltak a PicoHarp300 méro,
valamint az EasyTau 2 nevii méréskiértékeld programok, amelyek a lézerekhez hasonléan
a PicoQuant nevii vallalat termékei. A PicoHarp kezeldfeliiletét a abran lathatjuk.
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Itt allithatunk be olyan fontos paramétereket, mint példaul a mérés integraldsi idejét,

valamint a program azt is jelzi, ha tul gyakran érkezik gerjeszto fotonra fluoreszcencia
foton (lasd fejezet 5%-os szabdly).
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18. dbra. PicoHarp kezelofeliilet

A fliggoleges tengely a beérkezett fotonok szamat jelzi, mig a vizszintes a gerjesztés
Ota eltelt id6t mutatja. A program 8 kiilonboz6 adatsort képes kirajzolni és elmenteni,
amely megkonnyiti az egyes mintakon elvégzett kisérletek ismétlését és kiértékelését. Egy
elohivhaté munkaablakban a program megadja a jel félértékszélességét, ez azonban nem
azonos a fluoreszcencia lecsengési idével. A lecsengési idok precizebb meghatarozasahoz
az EasyTau 2 programot hasznédltam, amely a ??7. fejezetben taglalt rekonvolicids eljarast
alkalmazza.

A programban bedllithaté, hogy egy adatsort késziilékvalasz-fliggvényként vagy le-
csengésként kezeltink. Miutan ezt megadtuk, bedllitjuk, hogy milyen alaku fliggvényt
kerestink megoldasnak. A tapasztalat az, hogy két exponencialis 6sszegénél kell6en kis
hibaju illesztés elérhet6. Fontos beallitandé paraméter még a hattérzaj és a figyelembe
veendo adatok kijelolése, amelyeket kurzorok segitségével tehettem meg. Azt tapasztal-
tam, hogy a lecsengésnél 1ényeges, hogy idoben milyen hosszi adatsort vegyiik figyelembe,
ugyanis a jel végén elofordulhatnak kisebb - a logaritmikus skalan érzékelhetd - elektro-
nikdbdl adédo csicsok. Az IRF-ben ilyen kiugras csupan elvétve taldlhaté, igy ott a
kurzorok beadllitasa lényegi eltérést nem okoz az illesztés eredményében. Egy illesztést
akkor tekintettem elfogadhaténak, ha a hibat jellemz& x7 . paraméter 0.7 és 1.3 kozé
esett (amely érték tokéletes illesztésnél 1 lenne).

24



B File  Settings dj dy Lifetime Analyses / Visualisations ~ Windows  Help - & x
KW X
() revers_u_fonak_cnos_0D0.phu| - unknown % % % EI k‘,
level3_Il_szin_ch04_0DO.phu | - unknown - =
Fittr
(59 teveLLaser_50s DS phu - unknown Curves IRF iting  Autocorrelation _ Parameter Plot  Error Estimation
1 avio] [11
v -5 New Container.etc =h ool [ [Exponental Reconv.] “[ hen
Lt 3_1_fonak_ch04_0DO.ph o [ b [t
ta (leve - . . .
%as 4601 fonak_ch04_0DO.phu |- unkn| e ™ ey 10
Data (level3_Iszin_ch04_0DO.phu | - unkno 2
(&9) Data (evel_Laser_60s_0D6 phu | - unknown v3 mh il Ml 2 > e
" v hovi [ Incl Scatt. Light O
13 vewreer vs o [
incl. Cycl. Extation O
ve A avisl [
v7. Aol (1 As[kCnts/Chn] 4.76/3 | 0.12 v 10
v8 _h avE [11] 1[ns] 1.7461/% |+ 0.0072 vl
vo A aviel [ Iy kCats] 207 |+30
v 10. -\ av[10] [11] A[kCnts/Chnl] 6.014/&1 |+ 0.088 v
L vy T2lns] 0.5423 |2 0015 Yl £
—L v 1 Iz{kCnts] 815 |:32 8 w
L ovi13] 1]
Bkoroe[kCnts] 0.0019/2 = 0.0012 Yl 3
Bkgrer [Cats/Chnl] | 10,168 = = 0.030 vl £
Shifter[ps] 1243|211 v
Clear Fitsingle | | FitAl
X: | Curve Number v
¥: | Integral Counts (kCnts] v
< >
.
< > = s om
; 30
15
2 oo
& s
L T ) 20
2 4 e 8 10 0 10 20 30 40 0 60 80 90 100
< 5 ] 2/10 time(ns]

Creates a new workspace

Analysis Mode

19. abra. EasyTau kezeldfeliilete

A kezelofeliilet baloldalan lathatéak a beolvasott adatsorok, amelyeket a mintatarto
segitségével mértiink, illetve ide keriilnek a mar kiértékelt adatsorok, illesztési paraméterek,
abrak, amelyeket egy taroléba (container-be) gytijt 6ssze a program. A kiértékelni kivant
adatsorokak kijelolhetjiik, majd az ezutan felugré ablak harom f6bb részre oszthaté. En-
nek baloldalan azon adatsorok lathatoak, amelyeket a porogram kiértékel. Itt allithato
be, hogy mely adatsor IRF (piros), illetve melyik fluoreszcencialecsengés (kék). A téle
jobbra talalhat6é panelen 4 kiilonbozo fiil segitségével valaszthatunk, hogy melyik ablakot
szeretnénk megnyitni. Az els6 ablak az illesztési paramétereket tartalmazza, amelyeket
kezdetben a felhasznal6 allit be, ahonnan a program az iteraciés folyamatot elkezdi. A
paraméterek mellett jobbra bedllithaté tovabba, hogy mely értékek kozott valtoztassa
a program az adott paramétert. A masodik ablak megnyitasaval az autokorrelacios
fiiggvény tekintheté meg, amely az illesztés pontossdgardl hordoz informéaciét. A harma-
dik ablak az illesztési paramétereket abrazolja, a negyedik ablakban pedig a hibabecslés
talalhaté. Utobbiban megjelenik a kiértékeléseimnél hasznalt atlagolt fluoreszcencia le-
csengés (7). Ett6l a paneltdl jobbra a kiértékeldablak harmadik része talalhaté, amelyen
az aktudlis adatsort (kék), IRF-et (piros), a hozzdjuk tartozé hattér (vizsintes piros- és
kékvonal), az illesztés pontossagét jellemzd x72 ., valamint az illesztett fiiggvényt (fekete)
tartalmazé abra lathato. Az illesztés elején itt allithatja be a felhasznal6 az adatsorban
szerepld lecsengést jellemzé adatokat a két-két kurzor segitségével (piros és kék fliggbleges
vonalak). Az intervallumon kiviil es6 adatokat a program figyelmen kiviil hagyja.

3.4.2. Kelkaposzta levelek vizsgalata

Az elkésziilt mintatartéval kelkdposztaleveleken végeztem fluoreszcencia élettartam méré-
seket, amely novény a rétegeltsége miatt elonyos a vizsgdlataimhoz. A kiils6 rétegek a
kornyezeti fénynek jobban kitettek, benniik jol fotoszintetizald kloroplasztiszok vannak.
Ezzel szemben a bels6 rétegekbe nem, vagy alig jut fény, igy abban ”zsdkutcaba” keriilt
kloroplasztiszok, tigynevezett etioplasztiszok taldlhatok. Ezek fotoszintetikus viselkedést
kevéshé, vagy egyaltalan nem mutatnak.
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A rétegeket 1-6-ig szamoztam be, amelybdl az 1-es szamu a legkiilsé réteg és be-
felé haladva novekszik a rétegek szamozasa. A levélmintdkat azonban nem csak ezzel
a modszerrel vizsgaltam. Az ELTE-s kollégak készitettek izolalt szuszpenzidkat, me-
lyeket a korabbi folyékony mintdk vizsgalatara kifejlesztett elrendezésben vizsgaltam.
A folyadékmintdakhoz ugyanazt a lézert, valamint detektort hasznaltam. Az egyetlen
valtoztatds, ami médosul a[7] &bran bemutatott elrendezéshez képest, az a mintatarto.
Korabbi munkéaim soran megvaldsitottam egy folyékony mintak mérésére alkalmas tartot
is, amelyet felhasznaltam a folyékony mintak mérésére is . abra).

20. abra. Folyékony mintak mérésére alkalmas tart6 [I]

Minden mérést a kornyezeti fénytdl védett kornyezetben végeztem el. Az abran
szerepl6 (c) tubusban olyan sziir6k vannak, amelyek leginkabb a 700 nm és 750 nm
hullamhosszisdagu fényt engedik at. A két szlird egylittes transzmisszidjat a abra
mutatja.
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21. abra. Tubusban 1évo6 szlirok transzmissziéja a hullamhossz fiiggvényében

Amennyiben til széles levéllel végeztem a mérést, a[l2] dbran szerepld teté modositott

valtozatat helyeztem a tartora. A bioldogiai mintak alacsony fénykitettségének megorzése
érdekében.

A mérésekhez és az adatok kiértékeléséhez rendelkezésemre &alltak a PicoHarp300
méro, valamint az EasyTau nevii méréskiértékelé programok, amelyek a lézerekhez ha-
sonldan a PicoQuant nevii véllalat termékei. A PicoHarp kezel6feliiletét a 22| &brén
lathatjuk. Itt allithatunk be olyan fontos paramétereket, mint példaul a mérés integralasi
idejét, valamint a program azt is jelzi, ha til sok az egy gerjesztéfotonra jutd fluoresz-
cencia.
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22. abra. PicoHarp kezelofeliilet

A fiiggbleges tengely a beérkezett fotonok szamét jelzi, mig a vizszintes a gerjesztés
Ota eltelt id6t mutatja. A program 8 kiilonbozé adatsort képes kirajzolni és elmenteni,
amely megkonnyiti az egyes mintakon elvégzett kisérletek ismétlését és kiértékelését. Egy
elohivhaté munkaablakban a program becslést is ad az egyes fluoreszcencia lecsengésekre,
ez azonban nem tekintheté pontos eredménynek. A lecsengési idék precizebb meg-
hatarozasahoz az EasyTau programot hasznaltam, amely az elméleti bevezetoben taglalt
rekonvolicids eljarast alkalmazza.

A programban bedllithaté, hogy egy adatsort impulzusvélaszként vagy lecsengésként
kezeltink. Miutan ezt megadtuk, beallitjuk hogy milyen alaku fliggvényt keresiink meg-
oldasnak. A tapasztalat az, hogy két exponencidlis 0sszegénél kellGen kis hibdju illesztés
elérhet6. Fontos beallitandé paraméter még a hattérzaj és a figyelembe veend6 adatok
kijelolése, amelyeket kurzorok segitségével tehetiink meg. Azt tapasztaltam, hogy a le-
csengésnél fontos, hogy melyik adatokat szérjuk ki, ugyanis a jel végén elofordulhatnak
kisebb elektronikabol adédoé cstucsok. Az IRF-ben ilyen kiugras nem taldlhaté, igy ott a
kurzorok bedllitdsa nem sokat valtoztatott az illesztés eredményén. Egy illesztést akkor
tekintettem elfogadhaténak, ha a hibat jellemzd x? paraméter 0.8 és 1.2 kozé esett (amely
érték tokéletes illesztésnél 1 lenne).
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23. dbra. EasyTau kezel6feliilete

A programban a T, érték a leginkabb alkalamas a lecsengési id6 meghatdrozasara.
Minden réteget haromféleképpen vizsgaltam meg. Megmértem a lecsengést a levélminta
szinén és a vele ellentétes oldali fonakjan, valamint a belole készitett szuszpenzion. Mind-
den esetben legaldbb 5 mérést hajtottam végre és minden adatsoron végrehajtottam a re-
konvoluciés eljarast. Az igy kapott 7,y értékeket atlagoltam és kiszamoltam ezek szérasat
is. Ezeket az eredményeket oszlopdiagramon abrazoltam, melyen latszodik, hogy jelentds
kiilonbség mérhet6é a szilard mintakon, viszont nyomonkovetheté a rétegekre jellemzo
novekvé tendencia. Fontos megjegyezni azt a tényt, hogy a mérési eredményeink nem
pontosan ugyanahhoz a levélhez tartoznak. Az izolalt minta el6allitaséhoz mindig 2-3
szomszédos levelet hasznaltunk fel, mig a méréberendezéssel kozvetleniil mért mintak
ezek valamelyik szomszédja.
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24. abra. Lecsengési idok az egyes rétegekre vonatkoztatva

Szemmel is jél megfigyelhetd a lecsengési id6 kiilonbség, ha az izolalt mintak egyes
rétegeihez tartozd adatsorait egy abran tiintetem fel . abra). Mivel a bérkezé foton-
szam fliggott attol, hogy milyen mértékben volt sziikséges a fluoreszcenciafény elnyomaésa,
ezért érdemes volt a maximalisan beérkez6 fotonszam szerint lenormalni minden adatot.
Jellegre hasonl6 abrat kapunk, amennyiben ugyanezt dbrazoljuk a levélmintakon végzett
mérések adatsoraival abra).
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26. dbra. Rétegekbdl készitett izolalt szuszpenzidok normalt lecsengése

A folyadékminték és a levelek szinén mért értékek esetében megfigyeltem egy mésik
érdekes jelenséget is, amely a mérések szorasat novelte. A biologiai mintdk esetében
gyakran elofordul az a nehézség, hogy a mérési eredményt befolyasoljak a mérés elétti
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koriilmények, aminek a minta ki volt téve. A folyadékmintakban az izoldlas miatt sokkal
kisebb volt a klorofill-koncentracié mint a szilard levélmintadkban, emiatt a méréseket
nagyobb integralasi id6vel kellett lebonyolitani. A szuszpenzidkndl ez az id6 nagyjabol
1 perc volt, azaz az els6 és az utolsé mérés kozott 5 perc telt el. Ez az id6é mar éppen
elegend6 ahhoz, hogy a minta masképp viselkedjen, azaz befolyasolja az a tény, hogy
folyamatosan gerjesztofénynek van kitéve. A abran megfigyelheto, ahogy a relaxacios
idok minden mérés utan egyre kisebbek.
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27. abra. Szuszpenzioban a lecsengési kinetikdnak valtozasa az id6 fiiggvényében

Ugyanez a jelenség jatszodott le az 1. réteg levél szinén elvégzett méréseknél
abra).
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28. abra. 1. réteg levél szinén elvégzett mérések lecsengési ideje az id6 fiiggvényében

Minél alacsonyabb szamozasu réteget vizsgaltam, annal nagyobb mértékben tapasztal-
tam a relaxaciés idok csokkenését. Ennek magyarazata az lehet, hogy a kiilso rétegekben
indukalt, miikodéképes kloroplasztiszok vannak, melyeknél a fotoszintetikus miikodés,
vagy a fénykornyezetre valé érzékenység jelentosebb.

4. Osszefoglalas

A munkam soran olyan mintatartot készitettem, amellyel megvaldsithatéva valik az
idokorreldlt fotonszamlaldson alapulé fluoreszcencia élettartamok mérése szilard névényi
mintadkon. Ez az 1j mérési mddszer hatékonynak bizonyult, igy lehetoségiink nyilik
levélmintak differencidlt vizsgalatara, amely mind mezégazdasdgi, mind alapkutatasi
szempontbdl elonyosnek mondhato.

A méréseket kelkaposzta leveleken végeztem és az eredményeket Osszehasonlitottam
az izolalt mintdkon mért, hasonlé modon kiértékelt lecsengési idékkel. Az Osszeha-
sonlitasbdl tisztan latszik a szilard- és folyékonymintakon megfigyelheté hasonld tenden-
cia. A kiils6 rétegekbdl izolalt mintakban egyértelmiien magasabb volt a kloroplasztisz-
koncentracio, amely jobb fotoszintetizdld képességet, és ebbdl adéddan kisebb lecsengési
idoket eredményezett. Ugyanezt taldltam, amennyiben a levelek szinén és fonakjan mért
fluoreszcencia lecsengési idoket hasonlitottam Ossze. Az 1j mintatarté elony az, hogy a
szilard levélmintakon helyileg, akar a novény sériilése nélkiil is végezhetiink méréseket.

A fotoszintézis vizsgalatanak és megértésének egyik fontos eleme lehet a lecsengési
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idok vizsgalata, melyre az altalam készitett mintatarto és mérési elrendezés alkalmas.

5. Koszonetnyilvanitas

Eziton is szeretném megkoszonni dr. Lenk Sandornak a témavezetomnek, aki koordinalta
és segitette a munkamat. Koszonom tovabba Gadoros Patriknak, aki a mechanikai ter-
vezésben és 3D nyomtatasban segédkezett. Végiil, de nem utolsé sorban Sagi-Kazar
Maténak a novényi mintakat, a folyadék izolacios munkajat, valamint a szamos értékes
novénybiolégiai informaciot. Koészonom tovabba minden egyetemen dolgozd, vagy egye-
temen tanul6 kolléganak, akik barmilyen formaban elésegitették a haladast ebben a ku-
tatasban.

A kutatast a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovéacidés Alap tamogatta a Nem-
zeti Kivalésagi Program keretében, a ”Kvantumbitek eloallitasa, megosztasa és kvan-
tuminforméciés halézatok fejlesztése” cimi, 2017-1.2.1-NKP-2017-00001. szamu projekt
részeként.

34



Hivatkozasok

1]

2]

[10]

[11]

[12]

[13]

L. Illés: Pikoszekundumos lézerdiédék és idokorrelalt foton szamlalok karakterizalasa
és klorofill fluoreszcencia élettartamok mérése. szakdolgozat, BME, 2020

JE. Briat; C. Dubos; F. Gaymard: Iron nutrition, biomass production, and plant
product quality. Trends in Plant Science, 20 (1): 33-40. (2015)

M. Sagi-Kazar; S. Lenk; B. Cseh; L. Illés; A. Bardesi; E. Sarvari; K. Solymosi; A.
Solti: A redukciéon alapuld plasztididlis vasfelvétel mintazata és szabalyozasa, XIII.
Magyar Novénybiolégiai Kongresszus, Szeged (2021).

M. Sagi-Kazar; S. Lenk; L. Tllés; K. Solymosi; A. Solti; A. Bardcsi: Novényi mintak
fluoreszcencia lecsengési idejének vizsgalatai, IX. Szimpdzium a hazai kvantumelekt-
ronikai kutatasok eredményeir6l, KVANTUMELEKTRONIKA 2021, ISBN 978-963-
306-775-8, https://dio.org/10.14232/kvantumelektronika.9

M. Sagi-Kazar; S. Lenk; B. Cseh; B. Miiller; L. Illés; Z. May; A. Bardcsi; E. Sarvéri;
A. Solti (). Molecular background of the iron metabolism of non-photosynthetic
plastids. Tervezett benytjtas Frontiers in Plant Science folyodirathoz 2021 6szén.

Neil R. Baker; Eva Rosenqvist: Applications of chlorophyll fluorescence can imp-
rove crop production strategies: an examination of future possibilities. Journal of
Experimental Botany, Vol. 55, No. 403, pp. 1607-1621, August 2004

H. Kautsky; A. Hirsch: Chlorophyll fuoreszenz und Kohlensaureassimilation. I. Mit-
teilung : Das Fluoreszenzverhalten gruner Planzen. Biochemische Zeitschrift 247,
423-434., 1934.

S. Lenk; P. Gadoros; L. Kocsanyi; A. Bardcsi : Teaching laser-induced fluorescence
of plant leaves. European Journal of Physics, 37, (2016)

A. Bardcsi: Intelligent, net or wireless enabledfluorosensors for high throughputmo-
nitoring of assorted crops. Meas. Sci. Technol.24 (2013)

A. Natali; JM. Gruber; L. Dietzel; MC. Stuart; R. van Grondelle; R. Croce: Light-
harvesting complexes (LHCs) cluster spontaneously in membrane environment lead-
ing to shortening of their excited state lifetimes. Journal of Biological Chemistry,
291 (32): 16730-16739. (2016)

M. Tutkus; J. Chmeliov; G. Trinkunas; P. Akhtar; PH. Lambrev; L. Valkunas:
Aggregation-related quenching of LHCII fluorescence in liposomes revealed by single-
molecule spectroscopy. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 218:
112174. (2021)

J. R. Lakowicz: Principles of Fluorescence Spectroscopy (Third Edition). Springer
Science+Business Media LLC, New York, USA, 2006 (ISBN: 978-0-387-46312-4).

S. Lenk; M. Sagi-Kazar; L. Illés; B. Cseh; Cs. Hegedis; E. Sarvari; K. Solymosi;
A. Solti; A. Bardcsi: Novényi fotorendszerek kvantum-hatékonysaganak vizsgalata
fluoreszcencia méréstechnikdkkal, HunQuTech conference 2021.10.07, Budapest

35


https://dio.org/10.14232/kvantumelektronika.9

[14] L. Tllés: Novényi levelek fluoreszeencia lecsengési idéjének in vivo vizsgalatat lehetévé
tevo kompakt mérdfej megvalositasa és méréskiértékelési eljarasok optimalasa, BME,
2021

[15] S. Damjanovich; J. Fidy; J. Szoll6si : Orvosi biofizika. Medicina Koényvkiad6 Zrt.,
Budapest, 2007

[16] M. Wahl : Time-Correlated Single Photon Counting. PicoQuant GmbH, Rudower
Chaussee 29, 12489 Berlin, Germany, technical note, 2014

[17] https://www.freedee.hu/sls-nyomtatas-szelektiv-lezerszinterezes-utmutato/

36


https://www.freedee.hu/sls-nyomtatas-szelektiv-lezerszinterezes-utmutato/

	Elméleti bevezeto
	Fotolumineszcencia
	Növényi minták fluoreszcencia indukciós kinetikájának vizsgálata
	Növényi minták fluoreszcencia lecsengési idejének mérése
	Dekonvolúció és rekonvolúció

	Célkituzés
	Eredmények
	Méroberendezés fobb elemei
	Koncepcionális tervezés
	Leképezo optika pozícionálása
	Nyalábátméro meghatározása késélezos módszerrel

	Mintatartó megvalósítása
	3D nyomtatás

	Mérések és méréskiértékelés
	Méro és kiértékelo programok
	Kelkáposzta levelek vizsgálata


	Összefoglalás
	Köszönetnyilvánítás

