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1. Elméleti hattér

A fényimpulzus altal gerjesztett fluoreszcencia jelenségek karakterisztikus lecsengési
ideje a nanoszekundumos, vagy anndl is rovidebb tartoményba esik. Ahhoz, hogy j6 mé-
rési eredményeket lehessen elérni ezen a teriileten, ennél jelentosen révidebb impulzusa
gerjesztésre van sziikség, igy jutunk el a pikoszekundumos tartomanyba. Munkam soran
diodalézerekkel dolgoztam, a bevezeto elsé részében tehat azokat a mechanizmusokat és
elrendezéseket mutatom be, melyek segitségével megérthetd egy rovid impulzusi diddalé-

zer mukodése.

1.1. Rovid impulzusu lézerdiédak

A legels6 diddalézerek mar a ’60-as években elkésziiltek. Ezek egy egyszeri p-n dtme-
nettel voltak megvaldsitva, azonban nagyon kicsi hatasfokuk volt. Raadasul extrém ala-
csony homérsékleten tudtak csak impulzusiizemben miikodni. Napjainkra a félvezetoipar
jelentos fejlodésének eredményeként a mai diddalézerek igen kis méretiiek, ugyanakkor jo
hatasfokiak és tartosak. [I]

A lézerek fénykeltésének alapmechanizmusa az indukalt emisszié. Ezen folyamat sordn
egy gerjesztett héjon elhelyezkedo elektron talalkozik egy akkora energidju fotonnal, mely
pont az 6 alapallapotba valé visszatérése miatt is keletkezne (AE = hv). Ekkor a az
elektron visszajuthat az alapallapotba és a folyamat soran keletkezik egy, az eredetivel
megegyezo frekvenciajui, fazisu és polarizacioja foton, ami raadésul a masikkal megegyezo
irdnyba is halad.[]

Az imént leirtak a lézermiikodésre altalanosan igazak. A félvezetd 1ézerekben a ger-
jesztett energiaszintet a vezetési sav jelenti, az alapallapotot pedig a vegyértéksav. A
koztiik fellépo energiakiilonbségnek megfeleld energiaji fotonokra érvényesiil az indukalt
emisszi6. Itt érdemes még azt is megemliteni, hogy az energiamegmaradas mellett az
impulzusmegmaradasnak is teljesiilnie kell. Mivel a keletkez6 foton impulzusa nagyon
kicsi az elektronéhoz képest, ezért az tgynevezett direkt félvezetok lesznek alkalmasak
ilyen célokra. Ez azt jelenti, hogy a diszperzids relacioban vezetési savnak ugyanott van
minimuma, mint ahol a vegyértéksavnak maximuma, az impulzus fiiggvényében. Ek-
kor teljestilhet ugyanis az, hogy a sugarzasos rekombinacié soran az elektron impulzusa
gyakorlatilag valtozatlan maradhasson.

A leginkabb elterjedt elrendezés, melyet diddalézerekben hasznalnak, az egy hetero-
szerkezet. Egy ilyen konstrukcié vazlatat lathatjuk az 1. abran. Ez a heterostruktira a
legegyszertibb esetben harom részbdl all: egy nagyon keskeny (néhany pm széles) kozépsé
tartomanyban olyan anyag van, melynek kisebb a tiltott savja, mint a két kiils6 tarto-

manyban talalhaté anyagé. Egy gyakori megvalodsitas, hogy a két szélsé blokk anyaga



AlGaAs, kozépen pedig GaAs talalhaté. Ilyenkor a potencial olyan alakot vesz fel, hogy
az elektronok (és bizonyos esetben a lyukak is) becsapddzodnak a kozépsé tartoméanyba.
Elektronokat és lyukakat tgy juttatunk a rendszerbe, hogy a két szélsé tartomanyt p,
illetve n tipusu szennyezovel adalékoljuk, melyek diffiiziéval eljuthatnak a tartomany ha-

tardhoz, és ott a szamukra kedvez6bb kozéps6 tartomanyba keriilnek. [2]
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1. Abra. Egy heterostruktira sdvszerkezetének vazlata. A kozéps6 tartomanyban kisebb
a tiltott sdv, mint a szélsé tartomanyokban. Az L méret csokkentésével kvantumos visel-
kedés is megfigyelheto lesz, azaz a kozépso tartomanyban diszkrét energiaszintek jelennek
meg. Bizonyos alkalmazasok esetén ezt a tulajdonsagot is ki lehet hasznalni. Az illuszt-

racié a [2] forras 18.2 abraja alapjan készilt

Egy modern didédalézerben valamilyen heterostruktira alkotja a lézer aktiv tartomé-
nyat. Ezek hatasfoka sokkal nagyobb, mint ami egy egyszeri p-n atmenetnél elérheto,
hiszen mint lattuk, a kozépso régioban ,szivesen” tartozkodnak lyukak és elektronok. Egy
masik kiaknazhaté lehetoség ebben az elrendezésben, hogy ha a kézépsé anyag torésmu-
tatéja nagyobb, mint a szélsoké, akkor a fény kozépre koncentralddik, ami egy nagyon
j6 tulajdonsag lézerek készitésénél. A koradbban példaként emlitett AlGaAs és GaAs
anyagokra épité konstrukci6 rendelkezik ezekkel a tulajdonsagokkal. Az anyagvalasztast
természetesen alapvetoen meghatarozza azt, hogy az eszkozzel milyen miikodési hullam-
hosszt szeretnénk elérni. [1]

A lézer fénykibocsatasat az indukalt emisszio szolgaltatja, ahogy errdl korabban szo
esett. A lézermiikodésnek két alapfeltétele az inverzpopulacié fenntartdsa (azaz, hogy a
gerjesztett nivon legyen nagyobb a részecskeszam), és egy visszacsatolé mechanizmus (re-

zonator). Amikor nincs elegendé gerjesztett elektron, akkor is tud lenni fénykibocsatas,



de olyankor LED-miikodésrol, nem pedig lézermiikodésrél beszélhetiink. A megfeleld re-
zonator az indukalt emissziot kivaltd fotonok visszacsatolasa miatt sziikséges: ugyanis -
ahogy az az imént bemutatasra keriilt - az indukalt emisszi6 altal keletkezo foton ugyan-
olyan frekvencidji, mint az ot kivalto, ezért alkalmas lesz késébb 1jabb fotonok keltésére
ugyanilyen folyamatok soran. Egy ilyen heterostruktiraban, mint amilyet megismertiink,
konnyen megvaldsithaté az elsé feltétel (az inverzpopulaci6 fenntartdsa), hiszen a klasszi-
kus p-n diédanak megfeleléen egy nyitéiranya fesziiltséget kell kapcsolni a rendszerre,
és igy a kils6é aram segitségével juttatunk 1j toltéshordozdkat a rendszerbe. A maéso-
dik feltétel, azaz a visszacsatold rezonator egy ilyen konstrukcioban valamilyen szinten
magatol is teljesiil, hiszen a kristdly-levegd feliileten elég nagy a reflexié (~ 30% ), de
megfelelo torésmutatoju szigetel6 anyaghdl késziilt bevonatokkal, vagy kiils6 vékonyréteg

szerkezetekkel lehetéség van optimalizdlni a reflexiot a rezondtor szélein. [I]
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2. abra. Erésitéskapcsolassal l1étrehozott 1ézerimpulzus. A pumpaléds alatt né a gerjesz-

tett nivo populdcidja, és amikor az a kiiszobot meghaladja, elindul a 1ézermiikodés [0]

Az eddig leirtak még csak egy folytonos tizemi lézer miikodésének hatterét magyaraz-
tak, az impulzusok létrehozasahoz plusz mechanizmusokat kell targyalni. Az eléz6 utaltam
arra, hogy a gerjesztett elektronok szaméval lehet szabalyozni, hogy legyen-e lézermiiko-
dés. A félvezet6 lézerekben a gerjesztést (pumpéldst) kiils§ drammal lehet szabalyozni.
A pumpald teljesitmény megfelel6 modulalasaval 1étre lehet hozni révid impulzusokat.
Ez gy torténik, hogy amig egy bizonyos szint alatt van az aram, és nem éri el a lézer-
miikodéshez sziikséges kiiszobot, addig nincs optikai erdsités, nincs fénykibocsatas. Ha
a pumpald teljesitményt bekapcsoljuk, akkor elkezd novekedni a gerjesztett energiaszint
betoltése, és egy kiiszobot elérve beindul a lézermiikodés. Azonban ha nagyon rovid id6
elteltével ki is kapcsoljuk a pumpalast, akkor a gerjesztett elektronok szama lecsokken a

kiiszObszint ald, azaz megsziinik a populacié-inverzio, és ezzel a lézermiikodés is leall. Igy



lehet tehét a kiilso aram modulalasaval rovid ideig tarto lézermiikodést elérni, vagyis im-
pulzusokat 1étrehozni. A gyakorlatban a lézer gyartoja a fényimpulzus alakjat a meghajto
aramon keresztiil optimalizdlja.[5] A 2. dbrdn egy sematikus rajz lathaté arrél, hogy egy
impulzus keltése soran hogyan alakul idében a gerjesztett szint populacidja, valamint a
keletkezo fény teljesitménye.

A diddalézerekre altalaban igaz, hogy spektrumuk szélesebb, mint példaul a gazlézere-
ké. A keletkezé nyalab pedig meglehetdsen divergens, ami a kis méretii aktiv tartomannyal
magyarazhato, raadasul a heterostrukturas felépités olyan, hogy az egyik irdnyban nagyon
keskeny (a masik irdnyban szélesebb), emiatt a két {6 szimmetriatengely mentén eltéré lesz
a divergencia szoge. Osszességében tehat egy elliptikusan divergens nyalabot kapunk, ezt
az optikai rendszer tervezésekor (példaul az optikai szdlba valé becsatolaskor) figyelembe
kell venni.

A félvezetd lézerek legtobbszor tobb médusban milkddnek, ezek koziil a szamunk-
ra érdekes hullamhosszok kivdlasztasa mar sokféleképp megvalosithatd. Legtobbszor ez
a hullamhossz-szelekcié egy optikai raccsal torténik. Sokszor azért nehéz egyetlen mo-
dusban miikodtetni a lézert, mert érzékeny a hémérsékletvaltozasra (ami az tizemeltetés
velejardja), és ilyenkor a spektrumon adott esetben tobb cstics is meg tud jelenni. Az
is el6fordul, hogy folytonos iizemmédban még egymdodusi a miikodés, impulzusiizemben
viszont mar nem. Fontos tehat a megfelel6 anyagok és konstrukcié kivalasztdsa, hogy ezek
a hatdsok kikiiszobolhetéek legyenek. [1]

1.2. A fluoreszcencia alapjelenségei

Vizsgalataim targya a fluoreszcencia jelensége volt, ezért ebben a fejezetben ezen me-
chanizmus keriil bemutatasra. A fluoreszcencia réviden tgy foglalhato Ossze, hogy egy
anyag elnyel egy bizonyos hullimhosszal rendelkez6 fotont (abszorpcid), és egy bizonyos
id6 eltelte utan altalaban egy nagyobb hullaimhosszon ki is bocsat egyet (emisszid). A
jelenség folytonos megvildgitasndl is megfigyelheté: ha példaul egy (korabban sotétben
tarolt) levelet kék fénnyel (400-500 nm-es hullamhossz) megvilagitunk, és egy piros (690-
730 nm kozott ateresztd) sziirén keresztiil figyeljik, akkor a megvildgitds helyén egy erds
fénykibocsatas figyelheté meg, ami nem a vilagitasbol ered, hiszen azt a szlirovel nagy-
mértékben elnyomtuk. A jelenség neve Kautsky-effektus, és egy hallgatéi mérés soran
lathattuk is a kisérlet bemutatasat.[3]

Az imént folytonos megvildgitas mellett felléps fluoreszeenciarél volt sz6. Erdekes
megfigyeléseket végezhetiink azonban, ha révid impulzusokkal gerjesztiink, azaz egy im-
pulzustizemi lézerrel vilagitjuk meg a vizsgalandé mintat. Egy gerjeszté foton mintara
valé érkezéséhez képest valamennyi ido eltelik az emisszié bekovetkeztéig. Ez folytonos

megvilagitasnal is igy van, rovid impulzusokkal gerjesztve viszont lehetéség nyilik megha-



tarozni ezen id6késéseket. Az idékiilonbségekbél statisztikat készithetiink (hisztogramot
vesziink fel). Megfigyelések szerint dltaldban egy vagy tobb exponencidlissal irhato le,
hogy a késleltetés mértéke milyen eloszlast mutat, azaz egy adott idékiilonbség a gerjesz-
tés és emisszi6 kozott milyen gyakorisdggal fordul el (errdl részletesebben ezen fejezet
végén lesz sz6). Az exponencidlis fiiggvény egyik paramétere a fluoreszcencia élettartam.
(Lésd: 1.4. fejezet.)

A jelenség természetesen sok foton érkezésekor is miikodik, azonban ahhoz, hogy ezeket
az idokéséseket vizsgalni tudjuk, szamunkra aranylag kevés foton detektalasa az idealis.
Ennek okarél, valamint a méréstechnika részleteirdl szintén késobb, az 1.3. fejezetben lesz
SzZ0.

Fluoreszcenciat sokféle anyag mutathat, ilyen példaul szamos fluoreszkalé festékanyag,
melyeket tobbek kozott festéklézerekben alkalmaznak, és ilyen a novények leveleiben talal-
haté klorofill is. Minden egyes anyagra jellemzo egy abszorpcios és egy emisszios spektrum:
ezek mutatjak meg, hogy a gerjesztést egyes hullamhosszokon milyen mértékben nyelik el,
illetve, hogy a fluoreszcencia soran kibocsatott foton milyen eloszlast mutat a hullamhossz
fiiggvényében. Kiilonosen érdekesek a névényi mintak, melyek kisérleti munkam fokusza-
ban dllnak. A levelekben talalhaté klorofilloknak jellegzetes abszorpciés spektruma van,

errdl egy vazlat lathaté a 3. dbréan.
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3. abra. Klorofill-a abszorpcids és emisszios spektruma egy grafikonon szemléltetve. Jol
lathato, hogy a gerjesztés piros és kék (+UV ) tartoményban lehetséges, az emisszi6 pedig

piros (és infravoros) tartomanyban torténik[9]

Az itt bemutatott abszorpcids és emisszidés gérbék nem egy konkrét esetet abrazolnak,
hanem véazlatosan mutatjak a spektrumok alapveto tulajdonsagait. Konkrét novényi min-
takat Osszehasonlitva persze lesznek eltérések azok spektrumaiban, melyekbdl bizonyos

tulajdonsagokra is lehet akar kovetkeztetni. Kicsit eltérd spektrumokat mutat példaul



az a-és b klorofill, illetve egy levélben egyéb fényelnyelé anyagok is megtalalhatdéak, mint
példaul a karotinoidok.[%] Ezen tertilet vizsgalatdval foglalkozik a fluoreszcencia spektrosz-
kopia. Szamomra jelenleg nem a spektrumok részletei az érdekesek, hanem az, hogy az
abran lathaté moédon az abszorpcionak két nagy maximuma van, piros és kék tartomany-
ban, az emisszi6 pedig a piros hullaimhosszok kérnyékén torténik (ez nagy altalanossagban
igaz). Ez azt jelenti, hogy a lézerindukélt fluoreszcencidhoz piros vagy kék lézerforrast
célszerli hasznalnunk, a detektalds pedig mindkét esetben a piros tartomanyban fog tor-
ténni.

Egy tovabbi érdekes jelenség, hogy a gerjesztés hullamhosszanak fliggvényében valtoz-
hat az emisszios spektrum is. Példaul a legtobb névény levelének esetében UV gerjesz-
téssel a piros mellett zold és kék fluoreszcencia is zajlik, tehat a fentitdl jelentOsen eltér
az emisszios spektrum. Ezt az emissziot nem klorofillok okozzak, és a méréseink soran
egyaltalan nem is foglalkoztunk vele, hiszen csak piros hullaimhossztartomanyban mértiik
a fluoreszcenciat. [3]

A jelenség kvantitativ értelmezéséhez sziikség van egy matematikai modellre is. Ez a
modell a fluoreszcencia esetében az elsé rendii (azaz linedris) kinetika: eszerint a fotonok
kibocsatdsdnak ratdja (R = —E) linearisan fligg a gerjesztett allapotok pillanatnyi
szamatol (V) [10]. A linearis kapcsolatot egy k tényezén keresztil irjuk le. Ezek alapjan
a fotonok emisszidjat leir differencidlegyenlet az alabbi:

R= — = EN (1)
Az egyenlet a valtozok szétvalasztasanak modszerével megoldhaté, az integralas elvégzése
utan az aldbbi eredményt kapjuk (N (¢t = 0) = Ny kezdeti feltétellel):
t

N(t)=Ny-e To (2)
A megoldasban szereplo 1y karakterisztikus id0 az eredeti differencialegyenletben szereplo
k linearis egytitthato reciproka.

Megfigyelték, hogy a gerjesztésbol valo lecsengésre jellemzo teljes élettartam a nemsu-
garzasos és a sugarzasos (masként mondva fotonkibocsajtassal jard) élettartamok egytit-
tes figyelembevételével hatarozhaté meg. Emellett jelen lehet a folyamatban valamilyen
egyéb tényezo is, ami szintén hozzajarul a legerjesztodéshez, és ezt is valamilyen sajat
egyutthatéval tudjuk leirni [10]. Az altaldnositott esetet tehat az (1) egyenlet modosité-
saval irhatjuk le: a fenti 6sszefiiggésben egyetlen k linearis egyiitthato szerepelt, ezt most
szétvalasztjuk két tag (sugdrzasos és nemsugdrzasos folyamat) osszegére: k = ki + k.
Emellett szerepel a harmadik tényez6, k, is[10]. :

dN



A megoldés ismét az alabbi alakban irhaté fel:

t
Nt)=Ny-e T (4)

Ebben az esetben 7 karakterisztikus id6 k (k = ki + ko) és k, Osszegének lesz a reciproka,
azaz kisebb lesz a, mint az els6 esetben, hiszen egy pozitiv k, tényezot is figyelembe
vettiink.

Ennek szamunkra fontos kovetkezménye, hogy amennyiben a fotonkibocsatassal jaro
fluoreszcencia mellett egyéb atmenetek is megjelennek, illetve mas kiilsé tényezo is ,,részt
vesz' a lecsengésben, akkor a fluoreszcencia-élettartam rovidiilni fog. Ezt az élettartam-
rovidiilést fluoreszcencia-kioltasnak nevezik (angol szakkifejezéssel quenching, innen ered
a k, jelolés is). Amikor példaul egy levelet megvilagitunk, akkor beindulhat tobbek ko-
zOtt a fotoszintézis, ami tobb nemsugarzasos dtmenetet indukél (példaul fotoszintetikus
elektrontranszport lanc avagy fotokémiai kioltds). Emellett egyéb, nem fotokémiai kiol-
tasi mechanizmusok is jelentkezhetnek példaul a fotokémiai reakciokozpontok védelmére
a tul intenziv megvilagitas esetén. FEzek egyiittes hatasa a lecsengés rovidiilését fogja
eredményezni. [l |]

A mintakban a gerjesztést kovetéen torténnek belsé konverzidk, melyek soran a legalso
gerjesztett szintre keriil az elektron. Ezen folyamatok karakterisztikus ideje nagyon révid
(jellemz&en nagysagrendekkel kisebb, mint a fluoreszcencia élettartam). Ezt kovet&en
kovetkezik be fluoreszcencia, vagy mas, nem sugarzassal jaro legerjesztédés.

A fent bemutatott rovid levezetés igazolja azt az eredményt, amire a fejezet elején mar
hivatkoztam, azaz, hogy a fluoreszcencia-lecsengéseket exponencialis fliggvényekkel lehet
jellemezni. Ez az allitds az elsérendii, azaz linedris kinetika — mint modell — teljestilése

esetén érvényes.

1.3. Ido6felbontasos méréstechnika alapjai

Ez a szakasz az [1] forrds 1. fejezetére alapozva késziilt.

A fluoreszcencia lecsengési idok méréséhez tigynevezett idokorrelalt detektalasra van
szitkség, angol roviditéssel TCSPC (Time Correlated Single Photon Counting), a tovabbi-
akban 1gy fogok ré hivatkozni. A TCSPC méréstechnika alapja, hogy egy 0sszekottetésben
1év6 impulzustizemii 1ézerforras és egy egyfoton-detektor méri az impulzus kiadasa és a
detektalt foton beérkezése kozott eltelt idét. Ezen idotartamokbdl hisztogramot készitve
a folyamatra jellemz6 lecsengést tudjuk meghatarozni. Ez a hisztogram tugy is felfoghato,
hogy a gerjesztést kovetéen az hogyan alakul idében az emisszi6 intenzitasa, hiszen az
id6 fuggvényében hatarozzuk meg a fotonok idéegységre jutd betitésszamat. Az altalunk

vizsgalt novényi mintakra koriilbeliil 0,1-10 ns-os karakterisztikus élettartammal leirhaté



lecsengés volt jellemzo. Ez alapjan érezhetd, hogy sziikség lesz rovid impulzusok kiadasa
mellett nagyon pontos idomérésre is.

A 4. abran a TCSPC mérés folyamatanak szemléltetése lathatd. A lézerforrassal és
a detektorral Osszekotott idomérd berendezés rogziti a gerjesztés és a detektalas kozott
eltelt id6t. Ezt start-stop idonek is nevezziik, mert a lézerimpulzus inditja az idomérést,
a foton beérkezése pedig leallitja azt. Ezen start-stop idokbdl egy hisztogramot készitve

megkapjuk, hogy a gerjesztéstol szamitva adott idovel mennyi a mért beiitésszam.
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4. abra. TCSPC méréstechnika alapelve: egy gerjeszto lézerimpulzus és az altala ki-
valtott fluoreszcencia foton kézti idékiillonbséget (start-stop id6t) mérjitk. Ezekbdl egy

hisztogramot készitve megkapjuk a folyamatra jellemz6 lecsengést|!]

Az abran feltiinhet, hogy a kozépsé periddusban nem érkezik foton a gerjesztést kove-
toen. Ez a valésagban tényleg igy van, s6t a mérések végzésekor nagyon fontos szempont
az ugynevezett 5%-os szabdly: ez azt jelenti, hogy legfeljebb a gerjeszté impulzusok 5%-
andl szabad a detektorba foton érkezzen (ez egy ,0k0lszabély”). Ennek oka a kovetkezé:
amennyiben a mintara egy impulzusbdl sok gerjeszté foton érkezik, és ezéltal sok flu-
oreszcencia foton 1ép ki, akkor a start-stop id6 ledll az els6é érkezo fotonnal, és csak a
kovetkez6 gerjeszto impulzusnal indul majd Gjra. Emiatt a holtidében érkezo fluoreszcen-
cia fotonokat nem veszi figyelembe a mérés. Ilyen médon latszik, hogy a . korai” fotonok
felillreprezentaltak lesznek, azaz a mért élettartam rovidebb élettartam ido6 felé lesz tor-
zitva a valéshoz képest. Ez az tigynevezett pile-up jelenség.

Ezt a szisztematikus hibat tgy lehet kikiiszobolni, hogy mar eleve kevés fotont en-
gediink a mintara érkezni, vagy pedig a detektor el6tt csokkentjiikk a fluoreszcencia jel
intenzitasat. Ezt OD (Optical Density, optikai ,sirliség") sziirékkel valdsitottam meg:
a késébbiekben OD1, OD2, OD3, OD5-ként fogok hivatkozni rajuk, jelentésiik pedig az,
hogy a rajtuk athalad6 nyalab intenzitasat rendre 1, 2, 3, 5 nagysagrenddel csokkentik.
Az 5%-0s szabaly pedig egy tapasztalatbdl adddé feltétel, az ilyen tipusi méréseknél ez
egy altalanos kritérium. Ezzel tehat azt érjik el, hogy elhanyagolhaté legyen az olyan

periddusok szama, ahol sok fluoreszcencia-foton érkezik egyszerre a detektorra.



Ahogy azt korabban emlitettem, a névényi mintakra nagyjabol 0,1-10 ns-os élettartam
jellemz6. Ahhoz tehdt, hogy ezt megmérjiik, azaz egy ilyen karakterisztikus ideji expo-
nencialis adatsort kapjunk, pikoszekundumos pontossagu idémérésre van sziikségiink. Ezt
a feladatot a mai TCSPC berendezésekben egy tgynevezett Time-To-Amplitude Conver-
ter (TAC) végzi. FEz gyakorlatilag egy kondenzéator, melyet konstans drammal t6ltiink
fel. A feltoltés kezdete a lézerimpulzushoz van hangolva (valamilyen trigger forméjaban),
és a foton beérkezésekor 4ll le (szintén triggerelve, a detektor jelére). A konstans dram
kovetkeztében a kapacitason felgytilo toltés, és ezaltal a rajta mérheto fesziiltség aranyos
lesz az inditas és ledllitas kozott eltelt (start-stop) idével. Ezt a fesziltségjelet a legtobb
méroberendezés egy analdg-digital konverterrel dolgozza fel. Megfelelden kalibralva az
eszkozt elérhetd a pikoszekundumos felbontas.

Fontos jol megvalasztani, hogy milyen detektorral végezziik a mérést. Ahogy arra mar
utaltam, egy egyfoton-detektorra van sziikségiink. A modern egyfoton-detektorok egyik
tipusa egy lavinadiodaval van megvalositva. Ez azt jelenti, hogy egy di6dat zardirdanyba
annyira elofeszitiink, hogy egyetlen foton beérkezése ,letorést”, azaz egy nagyon nagy
aramimpulzust eredményez. Az ilyen tipust késziilékeket angol roviditéssel SPAD-nak
nevezik (Single Photon Avalanche Diode). Ezzel analdg eszkoz a nukledris méréstechniké-
ban jol ismert Geiger-Miiller szamlalé. Mindkettonél egy beiités egy aramimpulzust valt
ki, nem érdekes szamunkra, hogy mekkora energiaval érkezett a beérkezo részecske vagy
foton, csak a szamlalas a célunk. S6t, az idoméréshez kifejezetten jol jon, hogy mindegyik
foton ugyanakkora aramimpulzust eredményez, mert igy a triggerelés jol megoldhaté.

Fontos még az, hogy a valasztott detektornak kicsi legyen az tigynevezett sotétzaja,
azaz a fotonok érkezése nélkiil jelentkez6 impulzusok szdma. A SPAD eszkozoknél ez az
érték akar mindossze 100-150 impulzus is lehet masodpercenként. Egy 10 masodpercig
tarté mérés példaul a lézer 10 MHz-es ismétlési frekvenciaja mellett, 5%-os detektédldssal
(azaz éppen minden huszadik periédusban detektalunk egy fluoreszcencia fotont) 5 millib
darab betitést jelent. Latszik, hogy ehhez képest a sotétzajbol eredd hiba nem szamottevo,

azaz jo statisztikaji mérést tudunk elérni.

1.4. Méréskiértékelési modszerek

Ahogy arrdl az eddigi fejezetekben tobbszor is sz6 volt, a fluoreszcencia élettartam mé-
réseink egy hisztogramot eredményeznek, melyek adott idéfelbontassal reprezentaljak az
élettartam idébeli eloszldsat. Ennek kiértékeléséhez a kommercialisan elérheté FasyTau?2
nevii szoftvert hasznaltam (gyarté: PicoQuant). Az elmentett adatsorokat beolvasva, a
megfelel6 méréseket kivilasztva egy GUI-ban (Graphical User Interface, azaz grafikus fel-
hasznéloi feliilet) bedllithatd, hogy milyen illesztést szeretnénk elvégezni, és milyen kezdeti

becsléseket szeretnénk megadni az egyes paraméterekre.
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Miel6tt részletezném a kiértékelés modjait, fontos kitérni arra, hogy az eddig leirtak
egy Dirac-delta szerii impulzussal modellezték a fluoreszcencia gerjesztését (egy darab
foton beérkezése). Egy valds mérési elrendezésben azonban a detektor egy olyan idébeli
intenzitaseloszlast érzékel, ami a fluoreszcens mintanak a fényforrasbol ered6 adott ala-
ki impulzusara eléallo vélasza, illetve hozzatevodik az optikai és elektronikai rendszerek
idofiiggd atvitele is. Ezen kiviil a detektornak is van valamilyen atviteli fiiggvénye. A
ugynevezett IRF fuggvény all els. (Ez egy betiisz6 az angol Instrument Response Func-
tion kifejezésbél.) Ez a fliggvény tehat azt irja le, hogy a gerjeszté impulzus az optikai
rendszeren keresztiil, mérend6 minta nélkiil milyen valaszfliiggvényt valt ki a detektorban.
Az aldabbiakban latni fogjuk, hogy ez egy nagyon fontos mérendd jelalak, kivaltképp a ro-
vid (impulzushosszal 6sszemérhetd) fluoreszcencia élettartami mintak esetében. Az IRF
mérésének modszereirdl az eredmények targyalasa soran lesz szo.

A kiértékeléseket két nagy csoportra oszthatjuk, az alapjan, hogy milyen médszerrel
illesztiink az adatsorokra exponencialis gorbét vagy gorbéket. Az elsé modszer az ugy-
nevezett Exponential Tailfit. 1tt a szoftverben kurzorokkal beallithatjuk, hogy melyik
tartomanyra szeretnénk egy hagyomanyos, négyzetes eltérések minimalizalasan alapuld
illesztést elvégezni. Ahogy a tailfit kifejezés is sugallja, itt egy exponencidlis lecsengés
egyértelmiien latszodo ,farkat” kell kivalasztanunk, erre illesztiink. Kicsit konkrétabban,
akkor alkalmazhattuk ezt az illesztést, amikor a mért lecsengési id6 1ényegesen hosszabb
volt, mint az impulzusbdl adodo jel, azaz az IRF. Ekkor lesz ugyanis egy elegendden
hosszu tartomany, ami mar nem tartalmazza az IRF-et, és tudunk ra illesztést végezni.
Az illesztés a mar megismert modell szerint egy, vagy tobb exponencialis gérbét jelent,

azaz az alabbi fiiggvényhez keresi a paramétereket a szoftver:

t
)= A;-e T + B (5)

n=1

A kifejezésben N jeloli, hogy hany exponencidlis fliggvény Osszegével szeretnénk leir-
ni a jelenséget, A; az i-edik ,amplitudé”, vagy stlyozd tényezd, B egy hattér érték, 7;
pedig az i-edik karakterisztikus lecsengési id6. Ez utobbi paraméter lesz szamunkra a
legérdekesebb, altaldban ennek a meghatarozasa az illesztés célja.

A maésodik illesztési mddszerre akkor van sziikkség, amikor az élettartam mar tal rovid
ahhoz, hogy jdl elkiiloniiljon egy, az IRF-tdl fiiggetlen része a mért adatsornak. Ekkor
lesz szitkség arra, hogy a megmért IRF-et fel is hasznaljuk az illesztéshez. A szoftverben
ilyenkor az Eropential Reconvolution illesztést valasztjuk ki. Egy lecsengést tartalmazo
adatsorhoz tarsitani kell egy TRF-et tartalmazo adatsort, és igy fogja tudni a program

elvégezni az illesztést. A modszer, ahogy a nevébdl is latszik egy rekonvoltucioval vald
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szamolast jelent, a szoftver az aldbbi fiiggvény illesztését végzi:

t—t
N _
i=1

A kifejezésben az integralas egy konvoltciot jelent a keresett paraméterekkel rendelkezo

+ B (6)

— 00

Ft) = [ / L [IRF(t — Shiftir) — Binr

exponencidlis fiiggvény(ek) és az IRF fiiggvény koézott. (Az exponencidlis tag alakja,
paraméterei megegyeznek a Tailfit médszernél leirtakkal.) A Bjrp és B paraméterek
az IRFhez és a lecsengéshez tartozd hatteret jelentik, Shift;rr pedig egy idokiilonbség
az IRF és a lecsengés gorbéje kozott. Ez a paraméter akkor nem zérus, ha az IRF-et
mas geometriaval mérjilk, mint a lecsengést, és példaul az eltérd fényiat miatt a peridodus
kezdetéhez képest mas idopontban érkezik a két jel.

Ahogy arrél mar tobbszor is sz6 esett, a lecsengés egy vagy tobb exponencialis fiiggvény
Osszegével jellemezhetd. Amennyiben N db ilyen tagunk van, akkor az illesztéssel megha-
tarozunk N db iddallandot. Ezek egytittesen jellemezhetéek egy tgynevezett intenzitas
atlagolt fluoreszcencia élettartammal. Ezt a mennyiséget széles korben hasznaljak a tobb
exponencidlissal lefrhaté lecsengések jellemzésére [3]. Az intenzitds atlagolt élettartam
definicidja a kovetkezo:

N 2
Tint = m (7)

A kifejezésben 7; és A; az i-edik élettartamot, illetve az ahhoz tartozo sulyt jeloli, mely
paramétereket az illesztés elvégzésével kapjuk.

Az illesztések josagat az EasyTau? szoftver a x? paraméterrel jellemzi. Ezt a paramé-

tert az aldbbi egyenlet definidlja [12]:

=y Bl ®)

i=1

Az egyenletben O; a megfigyelt (mért) adatpontokat jelenti, E; pedig azt, hogy az
adott ponton a modelliink szerint milyen eredményre szamitottunk, valamint n jeloli a
mérési pontok szamat. Esetiinkben ez utobbit az illesztett gorbe pontjai képviselik, hiszen
ezek éppen az altalunk definidlt modellt frjak le. A gyakorlatban y2-tel azt jellemzik, hogy
egy modell mennyire irja le jol a megfigyelhetd jelenséget. [12]

Minél inkabb 1-t0l eltérd értéket vesz fel ez a paraméter, annal jelentésebb az eltérés
az illesztett fliggvény és a mérési adatsor kozott. Az eredményeim kiértékelése soran azt
tapasztaltam, hogy 1,3 alatti érték esetén jonak mondhaté az illesztés, 2 folotti érték
pedig mar valamilyen nagyobb hibara utal. A méréskiértékelés soran ezt a paramétert
azzal a céllal vizsgaltam, hogy a kiugréan rossz illesztéseket ki tudjam sztirni. A x? mellett

az illesztés és az eredeti adatsor kozti kiillonbséget (rezidudlis fiiggvényt) is ellendriztem.
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Amennyiben itt jelentés eltérés volt az adatsor egy bizonyos tartomanyan, az is hibat
jelentett (és ez meg is mutatkozott a y? paraméter értékének megnévekedésében). A j6

illesztéskor a rezidualis egy 0 érték koriili véletlen szorasnak felel meg.

2. Célkituzések

Munkam kezdetekor egy idékorrelalt méréstechnikan alakuld, fluoreszcencia lecsengési
idoket méro6 kisérleti elrendezés mar rendelkezésre allt. A megvalodsitott elrendezés 655
nm-es (piros) gerjesztés mellett mérte a klorofill fluoreszcencia lecsengési idéket. Az el-
s6 eredmények alapjan cél volt a gerjesztési oldalon révidebb — 440 nm hulldmhosszia —
gerjesztés alkalmazasa is. Az 10j gerjesztéssel mind a novénybiolégiai, mind a jovoben
tervezett félvezetd alkalmazéasok kore béviil. Példaul szélesebb hullaimhossztartomanybdl
detektalhatunk fluoreszcencia jelet, valamint bizonyos mintédknal a kioltasi mechanizmu-
sok is hullamhossz fliggéek lehetnek.

Az alkalmazott pikoszekundumos lézerdiodak egyedi gyartasban késziilnek. Mar az
elso teszteknél kideriilt, hogy az 1j forras tulajdonsagai jelentGsen eltérnek az el6z6tol.
Ennek megfeleléen célom volt, hogy az 1j forras optikai tulajdonsagait kisérletekkel ellen-
orizzem. Ezt kovetéen megvizsgaljam azt, hogy a kordbbi kisérleti 6sszeallitasba torténo
illesztésnél mire kell kiilonosen odafigyelni, és hogy méréseket végezzek elébb hosszabb,
majd minél rovidebb fluoreszcencia élettartamt mintakon. Végiil, de nem utolsé sorban

az 1j gerjesztolézerbol ered6 problémakra — ha ilyenek adédnak — megoldast keressek.

3. Eredmények

3.1. Lézerforras karakterizalasa

A kisérleti munkam célkitlizésének elsé része az ijonnan beszerzett 1ézerforras karak-
terizalasa, fontosabb paramétereinek megismerése volt, valamint az, hogy a rendelkezésre
allo mérési elrendezésbe hogyan tudom megfeleléen illeszteni. Ennek érdekében kiilénb6z6
bedllitasok mellett a spektrum és az impulzusalak mérésének segitségével kivalasztottam,
hogy mik a késobbi mérésekhez optimalis paraméterek. A karakterizdlas részeként a
nyalab intenzitaseloszlasat is meghataroztam, ezzel kisziirve az esetleges optikai eredeti

rendellenességeket. Az aldbbiakban ezeket a vizsgalatokat mutatom be részletesebben.

3.1.1. Mérési elrendezés

A kisérletekhez egy PicoQuant LDH-D-C-440 lézerforrast hasznaltam. Az idékorre-
141t mérésekhez az egyfoton-detektor (lavinadiddés fotodetektor) tipusa MPD-100-CTB,
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az idékorrelalt szamlalé pedig PicoHarp 300 volt. Az egyfoton-detektor optikai szalcsat-
lakozoval volt ellatva, ide a mérendd jelet egy ThorlabsM18LO01 tipusu optikai szalon
vezettem.

A lézer gy lett gyartva, hogy a kimenete egy egymodust, polarizaciét megorzé optikai
szalba volt csatolva, melynek kimenetén egy kolliméator lencse talalhatd. Ezt szabvany,
illetve egyedi elemekkel kétféle korabban fejlesztett mintatartoba lehetett rogziteni: az
egyik kiivettaban talalhato folyékony mintdk mérésére alkalmas, a masik pedig szilard
mintdk (névényi levelek) befogasdra lett tervezve. A két mintatartét lathatjuk az 5.
abran.

Az 1.3. fejezetben sz6 esett az OD sziirok alkalmazasarol. Ezeket mindig agy valasztot-
tam meg, hogy az 5%-os szabdly teljesiiljon (erre a méréprogram is adott figyelmeztetést).
Ezek tehat a gerjesztés intenzitasat csokkentették, a fluoreszcencia jel méréséhez azonban
sziikség volt arra is, hogy a gerjeszté fény ne jusson el a detektorig. Ennek érdekében
egy savszlrd keriilt a detektorba futd optikai szal elé. Ez a sziiré 708 nm kézéppontt, 75
nm-es félértékszélességli transzmisszids karakterisztikaval rendelkezett (tipusa: Semrock
FF01-708/75-25). Mar itt egy valtoztatas tortént a piros lézeres elrendezéshez képest,
mert ott egy tovabbi élszlirore volt sziikség a detektalasi tartomany sziikitése érdekében.
A kék lézer gerjesztése azonban mar ezzel a szilirével is kelléen elnyomhaté, az élszlirére

nem volt sziikség.

Savszlré

Minta helye

Detektorba mend
optikai szal

OD szlr6(k)

Lézerbdl érkezé
optikai szal

5. dbra. Kiivettatarts (A) és levéltartés (B) mérési elrendezés

3.1.2. Teljesitmény

Az els6é mérésem célja az volt, hogy megvizsgaljam a lézermiikodés hatéarait, és meg-

hatarozzam, hogy adott beallitasok esetén milyen fényteljesitményt bocsat ki a forras. A
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lézert vezérlo szoftverben be lehetett allitani, hogy milyen 1ézerteljesitménnyel szeretnénk
dolgozni: 0% és 100% kozott lehetett valtoztatni, hogy a fényforrast milyen fesziiltség
hajtsa meg. A mérésem célja az volt, hogy egy kalibraciot készitsek az itt beallitott érték
és a valos fényteljesitmény kozott. A tovabbiakban ezen mennyiségre 1ézerteljesitmény-
ként fogok hivatkozni.

A kisérlet soran az optikai szélat kozvetleniil a fényméro érzékeny feliiletére iranyitot-
tam, majd az elrendezést lefedtem, és a lampakat is lekapcsoltam a hattér csokkentésének
érdekében. A lézerteljesitményt 100%-r6l kezdtem el csokkenteni elészor 10-esével, majd
5-6sével, amikor nagyon lecsokkent a fényintenzitas. Végil megmértem a Zero beallitas
mellett a hatteret, késébb ezt levontam a mért adatokbdl. Ezt a mérést elvégeztem im-
pulzus tizemben kiilonb6z6 ismétlési frekvenciakkal, valamint folytonos tizem esetén is. A

mérés eredményeit a 6. abran foglaltam ossze.

204— cw a =-13.031+ 0.194 b =0.33436 + 0.00284
1|— 80MHz a =-4.7972+0.144 b =0.080703 + 0.00183
||— 40MHz a =-2.5276+0.152 b =0.04448 + 0.00194
Il 20MHz a =-1.2286+0.0855 b =0.021378 + 0.00109

15 10 MHz a =-0.63485 + 0.0339 b =0.010773 + 0.000431

10+

Mért fényteljesitmény (mw)

™1
40 50 60 70 80 90 100
Lézerteljesitmény (%)

6. Abra. Mért fényteljesitmény és bedllitott 1ézerteljesitmény kapcsolata az egyes ismét-

lési frekvencidakon, illetve folytonos tizemben

Azokra a tartoméanyokra, ahol az intenzitas egyértelmiien megnovekedett, azaz elin-
dult a lézermiikodés, egyenesek illesztésével meghataroztam egy kalibracids gorbét. Az
illesztett egyenesek alakja y = a + b - x volt, ezeket a paramétereket is lathatjuk az ab-
ran. Elmondhatd, hogy a lézermiikddés tartomanyaban valéban linearis a kapcsolat a
szoftverrel bedllithato 1ézerteljesitmény és a mérheto fényteljesitmény kozott.

Impulzustizemben mindegyik ismétlési frekvencian 60% kornyékén volt a 1ézermitkodés
als6 hatédra, mig folytonos tizemben ez a hatdr 40%. A varakozasoknak megfelelden a na-
gyobb ismétlési frekvencidkon nagyobb fényteljesitmény mérheto. A késébbiekben szinte

kizarolag 10 MHz-es ismétlési frekvenciaval dolgoztam.

15



3.1.3. Spektrumok

A kovetkezd feladatom a fényforras spektrumanak vizsgdlata volt kiillonbozé beallita-
sok mellett. Az ismétlési frekvenciat innentol kezdve mindig 10 MHz-nek valasztottam
(amikor impulzus tizemben miikodott a lézer), illetve végeztem mérést folytonos tizemii
miikodés esetén is. Itt az impulzustizemben felvett spektrumokat mutatom be, hiszen
kés6bbi méréseim soran is ilyen tizemmodban hasznaltam a lézert.

A méréseket egy Ocean Optics USB4000-XR1 tipust spektrométerrel végeztem. A
felvett spektrumokat 1-re normaltam, hogy a nagyon eltérd intenzitasok spektralis tulaj-

donsagai is konnyen 6sszehasonlithatdak legyenek.
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7. dbra. Kék lézerforras spektruma impulzustizemben (10 MHz ismétlési frekvencian),

kiillonb6zo 1ézerteljesitmények mellett

Az ¢el6z6 fejezet eredményei alapjan azt vartam, hogy kortilbeliill 60%-os lézerteljesit-
ménynél indul be a lézermiikodés. A 7. dbran azt lathatjuk, hogy valéban ezen érték
koriil sziikiil 6ssze a spektrum, ami a LED-es tipusu fénykibocsajtasbol lézermiikodésre

valo atvaltas jele.
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Normalt intenzitas (a.u.)
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8. dbra. Kék lézerforras spektruma impulzusiizemben (10 MHz ismétlési frekvencian), a

kés6bbiekben gyakran hasznalt lézerteljesitmények mellett

A jobb attekinthetdség érdekében kiilon abrazoltam a négy legnagyobb teljesitmény-
hez tartozo spektrumot is, ez lathatd a 8. dbran. A késObbi mérések soran is ezeket a
lézerteljesitményeket hasznaltam. Itt tehat mar egyértelmiien érvényesiil a lézermiikodés,
a spektrum keskenyebb a LED-szer{i miikodéshez képest. Eszrevehetd, hogy a spektrum
maximuma kis mértékben eltolddik a nagyobb hullamhosszok iranyaba a teljesitmény no-
velésével. Elmondhatd, hogy ezen a négy teljesitményen a maximumok 1-2 nm-en beliil
talalhatéak, kiszélesedésiik pedig hasonld mértéki.

Osszességében tehat azt emelhetjiik ki, hogy a 70%-100% lézerteljesitmények esetén
koriilbelill 436 nm és 446 nm kozotti hullaimhossza fényt bocsdjt ki a lézerforrds. Az
is fontos konkluzid, hogy a négy kiemelt 1ézerteljesitmény esetében nincs kiugrdéan jo
vagy rossz spektrummal rendelkez6 beallitas a tobbihez képest, spektralis tulajdonsagaik
nagyon hasonléak, illetve a lézer dokumentéaciéjanak is megfelelnek. [15]

A munkam soran egy olyan kisérleti elrendezésbe valé illesztés volt a cél, mellyel a
korabbi években egy piros lézerdiédaval folytattak az Atomfizika Tanszéken kisérleteket.
Emiatt a kék lézer spektrumat érdemes Osszevetni a piroséval, hogy az esetleges eltéré-
sek latszodjanak. A piros lézerforras spektrumat szintén 10 MHz ismétlési frekvencian
mértem, azokon a lézerteljesitményeken, amiket altaldban mérésekre hasznéaltak a korab-
biakban. Az eredmény a 9. abran lathat6. Ennél a fényforrasnal a legnagyobb intenzitds
667 nm kornyékén volt, a spektrumok szélessége 90% és 100% esetén szinte megegyezett,
80% esetén azonban mar jelentésen szélesebb volt. Elébbi két esetben kortilbelil egy 5 nm

széles tartomanyban van szamottevo sugarzas, mig ez a kék forrasnal kicsivel szélesebb,
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Normalt intenzitas (a.u.)
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9. dbra. Piros diédalézer spektruma impulzusiizemben (10 MHz ismétlési frekvencian),

kiilonbozo 1ézerteljesitmények mellett

8-10 nm széles tartoméany volt.

A spektrumok pontosabb mérésére egy nagyobb felbontasu racsos elrendezéssel lenne
lehet6ség. Ettol azonban eltekintettem, mert a jelenlegi alkalmazéasok szempontjabél egy-
elére nem tiinik fontosnak. A fluoreszcencia-élettartam mérések soran ugyanis altalaban
nem okoz gondot, ha a névlegestdl kis mértékben eltér a lézer emisszids hullamhossza,
hiszen az abszorpciés spektrum ennél lassabban valtozik (azaz viszonylag széles tarto-

méanyban van elnyelés).

3.1.4. Nyalabalak mérése

Az elméleti bevezet&ben a dibdalézerek targyaldsakor (1.1. fejezet) esett sz6 arrdl, hogy
a keletkez6 nyalab meglehetosen divergens, raadéasul a széttartas szoge kiillonb6zo a két f6
kristdlytani irdnyban. Az altalam hasznalt di6dalézer kimenete azonban egy optikai szalba
valé csatolassal késziilt. A keletkezd nyalab tulajdonsagait tehat méar ez az optikai szal
hatarozza meg. A szal végén raadasul egy kollimator lencse is talalhaté, tehat ,szép”, azaz
Gauss-nyalabot varunk. (Egészen pontosan Bessel-fliggvényekkel irhatéak le a szdlban
terjed6 médusok, de a Gauss-fliggvény nagyon j6 kozelitést ad [13].) Ez azt jelenti, hogy
egy tetszoleges metszet mentén megmérve az intenzitast egy Gauss-fiiggvénnyel leirhato
adatsort kapunk. A nyaldb két dimenzids intenzitaseloszlasat pedig egy kétdimenzios
Gauss-eloszlas fogja leirni.

Az intenzitaseloszlast két kiilonbozé modszerrel mértem meg. Az elsé mbddszer az

tgynevezett késél-teszt volt (knife edge method). Ennek a folyamata a kovetkez6 volt: a
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fényforras kimenetét (tehat az optikai szal végét) a fénymérével szemben rogzitettem tgy,
hogy a nyalab az érzékeny feliilet kozepére vilagitson. Ezt kovetéen egy egyenes oldalu
fémlapot egy finoman allithaté mikrométerorsora rogzitettem, gy, hogy az éppen ne fed-
jen el a nyalabbol semennyit. Az orsét tekerve a fémlap vizszintesen mozogva fokozatosan
takart el egyre tobbet a nyalabbdl, és igy egyre kevesebb fény jutott a detektorra értelem-
szeriien. Az orsé elmozdulasdnak fliggvényében mértem a detektor altal meghatarozott
fényteljesitményt. Ezzel a mddszerrel egy integraljat kaptam a nyalabintenzitdsnak. Az

x = a orsdallasban a mérheto fényteljesitmény:

Poe = [ dy [ Iy )

Az I(z,y) intenzitaseloszlas feltételezésiink szerint egy szimmetrikus (o, = 0,) kétdimen-

zi6s Gauss-fliggvénnyel irhato le, és ennek paramétereit keressiik:

(z — 930)2 (y — y0)2

I(z,y)=A- e 202 202 (10)
Lathat6, hogy egy adott a orsdéallasban az y szerinti integralas egy konstans tagot fog adni,
az x szerinti integralas pedig éppen a Gauss-féle hibafliggvényt (valészinliségszamitdsban
definidlt eloszlasfiggvényt) adja. Ez nem egy analitikus fliggvény, viszont ha a mért gorbét
numerikusan derivaljuk, akkor éppen visszakapjuk a keresett I(z,y) fiiggvény margindlis

eloszlasat, I(x)-et. [11]
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10. dbra. A késél-teszt nyers mérési adatsora 70%-os lézerteljesitmény mellett

A fent leirtak alapjan tehat elkészitettem egy grafikont, amin a nyers mérési adatok

szerepelnek (fényteljesitmények a orséallas fuggvényében). Ez lathat6 a 10. 4bran. Ennek
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numerikus derivalasat is elvégeztem, és az igy kapott grafikonra egy Gauss-fiiggvényt

illesztettem, melynek alakja:

(x — )
y=yw+Ae W (11)

Az illesztési paraméterként meghatarozott w-bol szamolhaté a o, valamint a félértékszé-

lesség. Az igy kapott grafikon 70%-o0s 1ézerteljesitmény esetén a 11. 4bran lathato.

100 | + Mért adatsor derivaltja
1 |— lllesztett gorbe

1 | lllesztési paraméterek:
ily, =1.1623 +0.881

8091 =106.14+1.83
Ne 1% =2.2959 * 0.00707
s S |lw  =0.53478 + 0.0118
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11. dbra. A késél-teszt adatsordanak derivaltja 70%-os lézerteljesitmény mellett, illetve

az arra illesztett Gauss-fiiggvény

A maésodik médszer, amivel a nyalab intenzitdseloszlasat meghataroztam, egy kameras
teszt volt. Ezt ugy végeztem, hogy a nyalabot egy OD2-es sziirén keresztiil kozvetleniil a
kamera objektivére iranyitottam, és bedllitottam az integraldsi idot gy, hogy ne menjen
telitésbe a kép. A mérést egy 8 bites fekete-fehér kameraval végeztem (tipusa: Marlin
F131B). Ez azt jelenti, hogy a felvett kép egy adott pixele 0 és 255 kozotti értéket tarol
el, mely érték aranyos a pixelre érkezé teljesitménnyel. A felvett képeket gy értékeltem
ki, hogy minden fényképre harom kiilénboz6 irdnyt metszetet hiiztam, és azok mentén
vizsgaltam az intenzitaseloszlast (ezt az ImageJ alkalmazds segitségével végeztem). Az
imént belattuk, hogy egy adott tengely mentén a nyalab intenzitaseloszlasara egy Gauss-
figgvény illeszthetd. Egy ilyen illesztést mellékeltem a 12. dbran. Az osszes felvett képre
tehat harom ilyen illesztést végeztem, és azokbdl kapott paraméterek atlagat vettem, mint
végleges eredmény.

A kamera adatlapjan szerepelt, hogy egy pixel mérete 6,7 pm - 6,7 pm. Ezek alapjan

az illesztett paraméterekbol meg tudtam hatarozni a nyaldb szélességének valdés mérete-
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it. Az eredményeimet Osszehasonlitottam a késél-teszt soran kapott eredményekkel, ezek

Osszefoglalasa az 1. tablazatban lathato.

Mérési adatok

1 — lllesztett gorbe
200+ llesztési paraméterek:
1 Yo = 21.555 + 0.466
A =204.31 + 0.897
Xo = 239.95+ 0.248

w =74.515 + 0.426

150+

100+

Intenzitas (0-255 skéla)

50

T T T ks T T T T ‘ T T T T T T T T ‘ T T T T T T T T ‘ T T T T T T T T ‘ T
0 100 200 300 400
Tavolsdg a metszet mentén (pixel)

12. Abra. Kameraval végzett mérés kiértékelése soran készitett metszet, és az arra illesz-

tett Gauss-fliggvény

Kamera teszt Késél-teszt
Lézerteljesitmény 70% 80% 90% 100% 70%
Félértékszélesség (um) | 812 £+ 8 820 £ 7 821 £ 7 17+ 7 881 £+ 17

I
—-szélesség (pm) 1379 £ 14 | 1393 £ 11 | 1395 £ 12 | 1388 &£ 13 | 1496 + 29
e

1
1. tablazat. Lézernyalab félértékszélessége és —-szélessége killonbozd 1ézerteljesitmé-
e

nyeken, a két kiilonb6z6 modszerrel meghatarozva

A tablazat utolsé soraban szerepld %—szélességet szokas a Gauss-nyalab nyalabat-
mérdjeként értelmezni. Ez az a szélessé%, ahol az elektromagneses tér amplitidoja az
——szeresere csOkken, vagyis itt az intenzitas a maximumnak i—szelrese Ez a mennyiség,
akarcsak a félértékszélesség, az illesztések w paraméterébol gzamolhato rovid atalakita-
sokkal.

A két mérési modszer hasonld eredményeket adott. A kettd koziil a kameraval végzett
mérést tartom a pontosabbnak. A nyalabatmérdét igy 1,4 mm-nek vehetjik. Tovabb&
azt is sikeriilt igazolni, hogy az intenzitaseloszlas jol leirhaté egy Gauss-fiiggvénnyel, azaz

,Szép” nyalabot allit el6 a rendszer.
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3.1.5. Impulzusalakok

A lézerkarakterizalas utolso 1épése a fényforras impulzusalakjanak vizsgalata volt. Az
ide kapcsolodd mérések soran azt tanulmanyoztam, hogy az egyes lézerbeallitasoktol ho-
gyan fliggenek a kiadott impulzus tulajdonsagai.

Ezen méréseket tgy végeztem, hogy az optikai szalbdl kilép6 nyaldbot az egyfoton
detektorra iranyitottam, és kozéjitk OD szliréket helyeztem. Az elrendezést a kiivettas
mintatartoban valésitottam meg (5/A ébra), mert itt lehetett az optikai szalat, detek-
tort, sziiréket fixen rogziteni, illetve megfelelo sotétitést biztositani a hattér csokkentése
érdekében.

Az eredmények bemutatasa el6tt fontos kitérni arra, hogy ezek a mérések is egyfajta
IRF-et hataroznak meg: a fényforras altal kiadott impulzus, az optikai kabel atvite-
lén keresztil jut el a detektorhoz, és az ezekre adott valaszfliggvényt tudjuk mérni. Ez
praktikusan azt jelenti, hogy a detektor valaszfliggvénye egy adott gerjesztésre jelento-
sen befolyasolja a felvett impulzusalakot. Ahhoz, hogy ez az effektus ne legyen jelen,
nagyon gyors detektorra és elektronikara lenne sziikség, a rendelkezésre all6 rendszerben

azonban egyértelmii, hogy nem kizarolag a fényforras impulzusalakja jelenik meg a mérési

adatsorban.
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13. abra. Impulzusalakok 6sszehasonlitasa kiillonbo6zé 1ézerteljesitmények mellett

A spektrumok kiértékelésekor mar lesziikiilt a vizsgaland6 bedllitasok kore, tehat itt
csak a 70%-100% kozti lézerteljesitményekhez tartozé eredményeket fogom bemutatni.
A 13. abrén ezen lézerteljesitmények mellett felvett impulzusalakok lathatoak. A telje-

sitmény novelésével természetesen nott a fotonszam, azaz a mérheto beiitésszam, ezért
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a jo Osszehasonlithatosag érdekében 1-re normalt értékeket jelenitettem meg az abréan.
Tovabba idében eltoltam az adatsorokat egyméashoz képest, szintén az attekinthetoség
miatt.

Az abran az latszik, hogy mind a négy beallitdas esetén két maximuma jelenik meg a
mért jelnek. A masodik maximum rdadasul egyre jelentosebb a teljesitmény novelésével.
A normaélas miatt nem lathato egyértelmiien, de mindkét maximum névekszik a nagyobb
teljesitmények felé haladva. A masodik maximumon ez erételjesebben jelentkezik: valahol
80% és 90% kozott egyenld a két maximum értéke, utdna pedig a masodik felul is muilja
az els6t. A masodik maximum megjelenése és feler6sodése miatt az impulzus félértékszé-
lessége lathatéan megnd, ilyen tekintetben a 70%-os teljesitmény az optimalis a fentiek
kozil.

A mérési eredmények alapjan azt tapasztaltam, hogy jelentésen hosszabb, és kevésbé
,Szép” impulzusokat vettem fel a kék lézerrel, mint amilyet pirossal lehetett mérni, és a
kiilonbség egyre jelentosebb a lézerteljesitmény novelésével. Ugyanakkor a lézer adatlapja
alapjan az impulzusnak ennél rovidebbnek kellett volna lennie, illetve a masodik maximum
nem haladhatnd meg az elsét. [15]

Azt gyanitom tehat, hogy ebben az eredményben a detektornak is szerepe van, azaz a
detektor hullamhosszfiggd valaszfliggvénye egy konvoliciés integralon keresztiil alapveto-
en médositja (rontja) a mérhetd késziilék valaszfiggvényt. Ez a masodik csics rdadédsul
lathatéan rendelkezik egy (exponencidlisan) lecsengd farokkal is, ami a SPAD detektor
karakterisztikaja miatt jelenhet meg. [10].

A 3.2.2. fejezetben latni fogjuk, hogy ez a feltételezés megmagyarazna néhany konkrét
mérési eredmény pontatlansdganak okat is. Bdévebben errdl az emlitett szakaszban lesz

sz0.

3.2. Probameérések az ij fényforrassal

A lézer néhdny altalanos tulajdonsaganak feltérképezése utan célom az volt, hogy a
fluoreszcencia lecsengési idoket mér¢ elrendezésben is vizsgaljam a kék fényforrast.

Vizsgalataimhoz az ELTE Novényélettani és Molekularis Novénybiologiai Tanszék kol-
légéi altal nevelt cékla (Beta vulgaris L.) névényekbdl szarmazé leveleket, illetve aceton-
ban oldott extrakt mintdkat haszndltam. A kontroll csoport mellett egyes novényeket
kadmiumstressznek tették ki, illetve néhdnyat vashidnyos nevelésben részesitettek a [17]
cikkben ismertetett médon.

A méréseim alapjan kideriilt, hogy a rendszerben sziikség van néhany valtoztatdsra a
megfelel6 eredmények kinyerése érdekében, ebben a fejezetben tehat kisérleti munkam ide

tartozo fejleményeit mutatom be.
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3.2.1. Klorofill kivonatok vizsgalata

Az els6 fluoreszcencia élettartam méréseim soran klorofill kivonatokat (extraktokat)
vizsgaltam. Ezek a mintak kiilonb6z6 modon stresszelt novényi levelekbdl szarmaztak, és
aceton olddszerben voltak preparalva. Az oldatokat kiivettakba ontve, a kiivettatartos
elrendezésben mértem.

Tobb oka is volt annak, hogy ezekkel a mérésekkel kezdtiik a fluoreszcencia élettartam
méréseket. Egyrészt az extraktoknak jellemzéen hosszabb az élettartamuk, mint a valédi
levélmintaknak, ezért a bevezetoben bemutatott mindkét kiértékelési modszerrel jo ered-
ményt kaphatunk, ezzel visszaellenorizve a mérés érvényességét. A masik indok pedig,
hogy a korabbi években a piros 1ézerrel hasonlé mintak vizsgalata is zajlott, és igy Ossze
lehet hasonlitani az altalunk kapott eredményeket a korabbiakkal.

A vizsgéalt mintak kozott volt kadmiumstresszelt, vashidanyos, illetve kontroll (stressz
nélkiili) levélbol szarmazé extrakt. Mindegyik mintédt megmértem 70% és 100% lézertel-
jesitmény mellett, az alkalmazott ismétlési frekvencia 10 MHz, a felhasznalt sztir6 OD2-es
volt. A kontroll minta fluoreszcenciajat piros gerjesztés esetén is mértem, a masik kettot
csak kékkel.

Ahogy emlitettem, az extraktok vizsgalata azért is elonyos, mert a természetes levél-
mintakhoz képest viszonylag hosszi az élettartamuk, igy lehetOség van egyszeri tailfit
kiértékelésre is a rekonvolticidés modszer mellett. Ezeknél a mintaknal tehat mindkét ti-
pust illesztést elvégeztem. Eredményeimet a 2. tablazatban foglaltam 6ssze. Minden itt
megjelené élettartam 6t egymast koveté mérés kiértékelésével kapott eredmény atlaga,
illetve a bizonytalansagokat is ezen eredmények szérasaval becsiiltem. Egy tovabbi fontos
megjegyzés, hogy a mért adatsorokra egyetlen exponencidlis fliggvényt illesztettem, azaz
(5) és (6) egyenletekben N = 1.

Minta Rekonvolucié élettartam (ns) | Tailfit élettartam (ns)
Kontroll, 70% 5,662 £ 0,013 5,64 + 0,01
Kontroll, 100% 5,51 £ 0,02 5,732 £ 0,006

Kontroll, piros 1ézer 5,90 £ 0,01 594 + 0,01
Kadmiumstressz, 70% 5,49 £+ 0,01 547 £ 0,01
Kadmiumstressz, 100% 5,47 £ 0,01 5,46 £ 0,01

Vashidny, 70% 5,620 £ 0,006 5,620 £+ 0,013
Vashidny, 100% 5,583 £ 0,025 5,56 £+ 0,03

2. tdblazat. Kulonbozd modon stresszelt levelekbdl szarmazd extraktokon mért duoresz-

cencia élettartamok, a kétféle illesztési modszer dsszehasonlitasa
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Az eredmények alapjan kijelenthet6, hogy az 1 ns-nal révidebb gerjeszté impulzushoz
képest valéban érdemben hosszabb volt a lecsengés, tehat jogosan alkalmazhaté a talilfit
moédszer. Ez egyrészt mutatkozik abban, hogy az egyes mérések kétféle kiértékelésével
kapott eredmények minden esetben legfeljebb 4%-kal tértek el egyméstol. Masrészt emiatt
lehetséges az, hogy 70%-0s és 100%-0s gerjesztéssel hasonld eredményeket kaptunk minden
esetben (itt is legfeljebb néhany szazalékon beliili az eltérés a relevans eredmények kozott).
Ezek azt mutatjik, hogy a gerjeszté impulzus alakja itt még nem befolyasolta jelentosen
a mérheto lecsengést.

A kovetkezd megallapitasom, hogy az egyes stresszelt mintakon mért élettartamok egy-
méashoz nagyon hasonléak: a legnagyobb és legkisebb kapott eredmény kozott kevesebb,
mint 5%-os az eltérés (5,47 ns és 5,732 ns, csak a kék gerjesztéssel kapott eredményeket
figyelembe véve). Kés6bbi fejezetekben latni fogjuk, hogy levelek esetén a stresszek jelen-
t6s hatassal vannak a fluoreszcencia élettartamra. Az extraktokban ez nem mutatkozik,
mert a névényi stressz nem kozvetlentil a fluoreszcens anyagra (klorofillra) van hatéssal.

A harmadik, egyben utolsé ide tartozé megfigyelés a kontroll mintan végzett piros
és kék gerjesztésii mérés osszehasonlitdsahoz kotddik. Itt akar 7-8% eltérés is fellépett
két eredmény kozott. A szakirodalomban is dokumentalt a jelenség, miszerint a klorofill
a molekuldk esetén a gerjeszté hullamhossz novelésével hosszabbnak talaltak a minta
fluoreszcencia élettartaméat. [18]

A mérések kiértékelése soran feltlint, hogy a kék gerjesztéssel végzett mintdk esetén
az illesztésnél konzisztensen kicsit nagyobb y2-et kaptam, mint a piros gerjesztésii adat-
sornal. Az eltérés leginkdabb onnan adodott, hogy a lecsengés kezdetén — azaz ott, ahol a
gerjeszté impulzus még kozvetleniil hatassal van a mért jelre — valamilyen rendellenesség
volt megfigyelheté. A hosszu élettartam miatt viszont a teljes illesztés atlagosan jonak
volt mondhaté: a x? paraméter legfeljebb 1,3 koriili értéket vett fel mindkét kiértékelési

modszerrel.

3.2.2. Kiilonb6z6 mdédon stresszelt névényi mintak vizsgalata

A kovetkezd méréseim soran az extraktok utan valédi levelek 1ézerindukalt fluoreszcen-
cidjat vizsgaltam. A mintak most is kiillonb6z6 névényi stressznek kitett levelek voltak. Az
el6z0, extraktos mérésekhez képest eltérés, hogy most a levélmintak mérésére kifejlesztett
elrendezést hasznaltam (5/B ébra).

A masik jelentos kiilonbség, hogy a levelekben jellemzden révidebb az élettartam, mint
az extraktokban, ezt a levélben zajlé kioltasi mechanizmusok okozzék (az 1.2. fejezetben
sz6 esett arrdl, hogy a kioltas csokkenti az élettartamot). Az extraktokndl bemutatott
eredményekhez hasonléan most is kadmiumstresszelt, vashianyos, illetve kontroll mintat

vizsgaltam.
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Mivel a valodi levelek nem annyira ,;homogének”, preparaltak, mint az extraktok, ezért
koztiik varhatéan nagyobb szoras lesz megfigyelheto, akar ugyanazon mintan végzett két
mérés eredményei kozott is. Ennek csokkentése érdekében ugyanazon stressznek kitett
novényrol szarmazo tobb eltéro levelet is mértem, illetve egy levelet egymas utan tobbszor
is. Igy az eredményeimet egy b6vebb mintavételezésre alapozva tudtam kiértékelni.

A 3.2.1. fejezet végén az volt a konkliziom, hogy a hosszu élettartamu extraktok ese-
tében a Tuilfit és a rekonvoltcids modszerek is megfelel6 eredményt adtak. A levélmintak
fluoreszcencidja azonban jelentésen gyorsabb lecsengést mutat, ezért elsére egyértelmi
volt, hogy csak a rekonvolicié a célravezetd. A Tailfit modszerhez sziikkséges egy olyan
tartoméany a lecsengésben, ami alatt a gerjeszto impulzus mar elttinik, itt pedig ez nem
volt meg. Egy maésik eltérés pedig az, hogy az extraktok esetében egy exponencialist
illesztettem, mig a névényi mintakra kett6 osszegét, azaz (5) és (6) egyenletekben N = 2.
A bevezetében leirtak alapjan egy minta lecsengését az intenzitas atlagolt élettartammal

jellemeztem. (Lésd: (7) egyenlet.)
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14. abra. Kilonb6z6 modon stresszelt leveleken mért fluoreszcencia élettartamok, a

kiértékeléshez szort fényen alapulé IRF-et hasznélva

A leirtak szerint elkésziilt mérési eredményeimet Osszefoglaltam a 14. dbran. A ger-
jesztéshez a 70%-os lézerteljesitményt alkalmaztam, 10 MHz-es ismétlési frekvencidn, az
alkalmazott sziir6 OD2-es volt. Az egyes élettartamokat tobb minta tobbszori mérésével,
az eredmények atlagoldsaval hataroztam meg, az eredmények bizonytalansidgat pedig ezek
szorasaval becsiltem. Ez a hiba igy tartalmazza a ,biologiai” szérast is, azaz azt, hogy

eltéro levelek valamennyire més tulajdonsagtuak lehetnek.
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A diagram alapjan elmondhato, hogy a stressz hatdsara névekszik a levél fluoreszcen-
cia élettartama. Ez az eredmény az 1.2. fejezetben leirtakkal 6sszhangban van, hiszen a
novényfiziologiai stressz csokkenti a fotoszintetikus miikodés hatékonysiagat. Ez pedig a
kioltasi mechanizmusok gyengiiléséhez vezet, aminek eredménye a fluoreszcencia élettar-
tam megnovekedése. Tovabba egyezik a tendencia az ELTE Noévényélettani és Molekularis
Novénybiologiai Tanszék kollégainak a velem parhuzamosan végzet munkajaval, akik ha-
sonl6 novényélettani valtozasokat taldltak ennél a stresszkisérletnél. [19]

Elmondhaté az is, hogy az eredmények szérasa a kontroll mintan volt a legkisebb, ez
tapasztalatom szerint azzal magyarazhato, hogy a stresszelt mintak kozott éppen a fent

emlitett biolégiai szoras jelentos volt.
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15. 4dbra. Illesztés kadmiumstresszelt levél lecsengésére, szért fényen alapuld IRF-et

hasznalva

A méréseim fontos tanulsiga azonban az volt, hogy annak ellenére, hogy a vart ten-

dencidkat kimutattam, az illesztések meglehetésen pontatlanok voltak, errdl taniskodik
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a 15. abra (EasyTau2 programban felvett kép). Felill maga az illesztés lathaté, alatta
pedig az illesztett gorbe és a mért adatsor kiilénbsége (reziduélis fiiggvény). Ahogy 1.4.
fejezetben irtam, egy megfelel6 modell és illesztés esetén ennek a grafikonnak egy zérus
érték koriili véletlen szérasnak kéne lennie. Egyértelmien latszik, hogy ennél az illesztés-
nél ez nem teljesiil: a maximum koérnyékén jelentds az eltérés. Az is megfigyelhetd, hogy a
x? paraméter ennél az illesztésnél 1,9 volt, valamint a tobbi mintanal is 1,7 f6lotti értéket
kaptam (bizonyos esetekben akar 2,5-3-at is elérte, ami mar meglehetésen rossz illesztést
jelent).

Az itt bemutatott megfigyelésekre az a magyarazat, hogy a rekonvoltcios illesztéshez
hasznalt, szért fénnyel felvett IRF adatsor nem megfeleléen tiikrozi a rendszer valodi
valaszfuggvényét, errol a 3.1.5. fejezetben is esett sz6. Ennek okara azt feltételeztem,
hogy az impulzus masodik maximuma nem, vagy nem kizardlag a forrasbol, hanem a
detektor hullamhossz-fiiggd valaszabdl is ered.

Itt jegyzem meg, hogy ez a probléma nem jelentés a piros (655 nm-es) forrdasnal,
hiszen abban az esetben alig van eltérés a gerjesztési hullamhossz és a detektalasi tarto-
many (~=700-750 nm) kozott. Az 4j forrdsnal igy egy méréstechnikai kihivas jelentkezett,

melynek megoldasaval a kovetkezo alfejezek foglalkoznak.

3.2.3. IRF mérése fluoreszcens festékkel

A kék 1ézer kisérleti rendszerbe vald illesztéséhez tehat sziikség volt arra, hogy az IRF-
et megfelel6 médon (a fluoreszcencidhoz tartozé hullaimhosszon) lehessen felvenni. A 1ézer
gyartojaval vald egyeztetés utan arra jutottunk, hogy egy nagyon révid élettartamu fluo-
reszcencia festék alkalmas lehet erre a célra. Ha kellen rovid a festék lecsengése, akkor
j6 pontossaggal magat az impulzust, és a detektor arra adott vilaszat fogjuk mérni. Ha
pedig ez sikeriil, akkor megoldédik az a probléma, hogy a kékben mért IRF nem &ssze-
egyeztethetd a pirosban detektalt fluoreszcencia jellel, hiszen mar a festékbol szarmazoé jel
is piros hulldamhosszu.

Az altalunk kivalasztott anyag az Erythrosin B volt. Ennek fluoreszcencia élettartama
nagyon rovid, 0,1 ns alatti [20]. A festékanyag abszorpciés spektruménak 545-550 nm
kézott van maximuma, de a mi gerjesztésiink kozelében is volt valamekkora (nem tul
nagy) elnyelése. Az emisszié maximuma 560 nm koril taldlhaté, viszont itt is elmondhatd,
hogy van valamekkora fénykibocsatas azokon a hullaimhosszokon, amit a 3.1.1. fejezetben
bemutatott savsziiré atenged (708 £75 nm). [21] Ezek alapjan tehét azt vartam, hogy nem
tul nagy erosséggel, de lesz mérhet6 fluoreszcencia jel. Ezt igazoltak az els6 mérések: kis
intenzitassal ugyan, de sikeriilt a kiivettas elrendezésben Erythrosin B festékkel méréseket
végezni. A mérést 70%-os és 100%-os lézerteljesitmény mellett végeztem, mert ezeket

hasznaltam a levélminték vizsgdlatdhoz is. Az eredmények a 16. abran lathatdak.
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16. abra. Az Erythrosin B festékkel felvett IRF-ek a két kiemelt 1ézerteljesitményen

Egyértelmiien latszik, hogy a 13. abrahoz képest sikeriilt érdemleges javulast elérni
ezzel a modszerrel. A korabban megfigyelhetd két maximum helyett most csak egy van
jelen, ugy, hogy kozben az impulzushossz kis mértékben rovidiilt is. Ez utébbi azt jelenti,
hogy az alkalmazott festékanyag lecsengése valoban kelléen rovid volt ahhoz, hogy ilyen
moédon az IRF-et meg lehessen hatarozni. Az is egy pozitiv valtozas, hogy a két kiilonbozé
impulzus kozott a jel alakjaban mar nincs akkora eltérés, mint korabban volt: most mar

csak a szélességiik eltérd, de hasonld az alakjuk.

3.2.4. Eredmények az 4j IRF-ekkel

Az el6z6 fejezetben bemutatott fejlemények lehet6séget adtak arra, hogy a 3.2.2. fejezet
eredményeit tjra kiértékeljem. Tehat ugyanazon mérési eredményekre végeztem tjabb
illesztéseket a rekonvoltucios modszerrel, viszont most az 1j, Erythrosin B-vel becstlt
IRF-eket hasznaltam ehhez.

A 17. abrdn a korabbihoz hasonléan 6sszefoglaltam a harom eltérd levélecsoporton
meghatarozott fluoreszcencia élettartamokat. A {6 tendencia ugyanaz maradt: a kontroll
mintdknak volt a leggyorsabb a lecsengése, a kadmiumstresszelt levelek rendelkeztek a
leghosszabb élettartammal, a vashidnyos mintdk pedig a kettd kozé estek. Ugyanakkor
elmondhaté, hogy mindegyik levélcsoportra révidebb élettartamot hataroztam meg ezzel
a médszerrel, a kiillonbség korabbiakhoz képest kortilbeliil 0,05-0,08 ns (v.6. 14. dbra).
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17. abra. Kilonb6z6 modon stresszelt leveleken mért fluoreszcencia élettartamok, a
kiértékeléshez Erythrosin B fluoreszcens festékoldatot tartalmazé kiivettaval felvett IRF-

et hasznalva

A két moédszerrel tehat valamennyire eltérd élettartamokat kaptam, és a kiilonbség
az illesztések josagaban is meglatszott. A 15. dbra kapcsan bemutattam, hogy a szort
fénnyel felvett IRF esetén milyen pontatlansagok jelentek meg az ottani kiértékelésnél.
Ehhez képest az Erythrosin B-vel felvett IRF alkalmazasaval jelentos javulast sikertilt
elérni. Errdl tantskodik a 18. dbra. Ugyanazon az adatsoron végeztem az illesztést, mint
a fent bemutatott példaban, tehat direktben 6ssze lehet vetni az eredményeket.

A két emlitett dbra kozott két fontos kiilonbséget emelnék ki. Az els6, hogy a maximum
koriil lathatd, hogy a korabbi esetben a két csticesal rendelkezd IRF miatt a rekonvoltcio
nem adta vissza jol a megmért lecsengést, ez volt nyomon kévetheté az abra aljan a
rezidudlis fliggvénynél is. Ehhez képest az 1j modszer esetén ez a kiilonbség az illesztett
és mért adatsor kozott mar nem mutatja a csics kornyékén azt a nagy hibat, hanem
gyakorlatilag egy zérus érték kortli szorast latunk, ahogy azt a 1.4. fejezetben leirtak
alapjan el is varjuk egy jo illesztéstol.

A miésodik jelentds kiilonbség a x? paraméterek valtozdsa. Ennél a konkrét példanal
sikeriilt 1,9-r6l 1,12-re javitani ennek értékét, ami jelentos fejlédés. A javulas a tobbi
mintara is teljesiilt: a korabbi 1,7-2,2 (néhany esetben 2,5-3) helyett az Gj IRF-et hasz-
nalva atlagosan 1,1-1,5 koriil mozgott ezen paraméter értéke. Itt is volt a tobbihez képest
kiemelkedSen rosszabb illesztés, azonban ez sem adott 1,9-nél magasabb y?-et, ami korab-
ban a még a jobbnak szamito illesztésekre volt jellemzo. Ezek a kiugréoan magas értékek

egyébként azoknal a mintaknal jelentkeztek, amiknek a legrovidebb volt az élettartama.
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Ez pedig mutatja, hogy van egy alsé hatara annak, hogy a rekonvolticiés modszerrel
mennyire gyors lecsengéseket lehet kiértékelni.

Osszességében tehit egyértelmiien kijelenthetd, hogy az Erythrosin B fluoreszcens fes-
ték segitségével megmért IRF érdemben javitotta a kék 1ézerrel gerjesztett fluoreszcencia
élettartam mérések kiértékelésének pontossagat. Erre a — kék lézernél egyedi modon fel-

meriilé — probléméra megoldast taldltam.
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18. abra. Illesztés kadmiumstresszelt levél lecsengésére, Erythrosin B fluoreszcens fes-

tékoldatot tartalmazd kiivettaval felvett IRF-et hasznéalva
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3.2.5. Az IRF meghatarozasanak optimalizalasa a még rovidebb élettartamok

méréséhez

2022 szeptemberében érkeztek 1j algamintdk, melyek kozott taldltam egy nagyon ro-
vid élettartammal rendelkez6 tipust is. Ez a Microcystis aeruginosa nevii minta volt, a
tovabbiakban MA-ként fogok ré hivatkozni. Itt a lecsengés gyakorlatilag az FErythrosin
B-vel felvett IRF-fel 6sszemérhet6 hossztusagu volt, és a kiértékelésiitknél nem kaptam kel-
16en j6 illesztést, errél tantiskodik a 19. dbra. Itt a mérési adatsor (kékkel) és az illesztett
gorbe (feketével) eltérése megfigyelheté a maximum koriil: a mért jel ,til hegyes" ahhoz
képest, amit a rekonvolicidval szdmol a szoftver. Az illesztés hibdja a y? paraméteren is

meglatszik, ennél a mintanal rendre 1,9-2 kortili értéket kaptam.
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19. abra. MA alga lecsengése, Erythrosin B-vel felvett IRF-fel kiértékelve

Az el6z6 eredményeim alapjan az volt a célom, hogy a festék élettartaméat a leheto leg-
jobban leréviditsem, ezaltal rovidebb IRF-et lehessen felvenni. Az 1.2. fejezetben leirtak

alapjan erre lehetéség van, amennyiben a fluoreszcencia kioltast elosegitjiik kiilsoleg.
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Az interneten talaltam ttmutatast arra vonatkozéan, hogy milyen médszerekkel lehet
a kioltds novelését megvaldsitani. [22] [23]. Az dltalam alkalmazott eljaras ezen leirdsok
alapjan az volt, hogy egy telitett KI (kdlium-jodid) oldatot készitettem desztillalt vizben,
és ehhez valamennyi fluoreszcens festéket adtam. Esetiinkben ez a festék ugyanigy az
Erythrosin B volt.

Az oldat elkészitéséhez 5,34 g KI port oldottam fel 4 ml desztillalt vizben. Ehhez 7
mg Erythrosin B port kevertem (az 1 M koncentraciéhoz 5,5 mg kellett volna, ez anndl
kicsivel tobb).

Az elkészilt oldattal elvégeztem a probaméréseket, és biztaté eredményeket talaltam:
a tiszta Erythrosin B-vel felvett IRF-hez képest fele-kétharmad olyan széles impulzust
tudtam felvenni a quencher anyaggal valé keverés utan. Az errdl késziilt grafikon a 20.
abran lathatd. (Csak a 70%-os lézerteljesitményhez tartozd gorbét abrézoltam, hiszen

ezzel torténtek a kés6bbi mérések is.)
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20. abra. Tiszta Erythrosin B-vel, illetve KI jelenlétében felvett IRF-ek Osszevetése,

70%-o0s lézerteljesitmény mellett

Az IRF sikeres ler6viditése utan elvégeztem a 19. abran bemutatott kiértékelést tjra,
most mar a Kl-os oldattal felvett mérést hasznalva. Az errdl készitett képernyckép a 21.
abran lathat6. Egyértelmien latszik, hogy egyrészt a lecsengéshez (kékkel) képest az
IRF (pirossal) most rovidebb, mint az el6z6 esetben. Emellett a fontos eredmény, hogy a
korabbi hiba - miszerint a maximumot nem tudta kell6en ,,csticsosra" venni a rekonvoliicid
- itt nem jelenik meg. Az illesztéshez tartozé x? paraméter értéke ebben az esetben rendre

1,2 alatti volt, ami kifejezetten jénak mondhatd. Az MA jelzésii algamintan 70 %-os
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gerjesztéssel 3 mérés kiértékelését végeztem el, ezek alapjan a fluoreszcencia élettartam
Tint = 0,20 + 0,01 ns volt.
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21. abra. MA alga lecsengése, Kl-os Erythrosin B-vel felvett IRF-fel kiértékelve

Ez a mérés mar gyakorlatilag az IRF-fel megegyez6 hosszusagu lecsengés kiértékelé-
sét tette lehetéve, joval a nanoszekundum alatti tartoményban. Elmondhaté tehét, hogy
az Erythrosin B-vel felvett IRF-et a kioltasi mechanizmusokat eldsegité KI adalékolasa-
val sikeresen leroviditettem, ezaltal elérhetévé tettem meglehetosen rovid fluoreszcencia

élettartamok mérését.

3.2.6. Kiillonbo6z6 detektorok hatasa

Az eddig bemutatott kisérleti eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vontam le, hogy
az élettartam mérés korlatja nem a lézerforras, hanem a detektor oldaldan van. Az MPD
SPAD detektora egy széles korben elterjedt egyfoton-detektor, 4&m lehet&ségem nyilt arra,
hogy megvizsgaljam més gyartd6 SPAD detektorat is: egy IDQ100-50 tipusu detektorral
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végeztem méréseket. (A 3.1.1. fejezetben mar emlitésre kertilt, hogy az altalam hasznélt
detektor tipusa MPD-100-CTB volt.)

Az interneten megtalalhat6é adatlapok alapjan ([24], [25]) elkészitettem a fontosabb
paramétereket tartalmazé 3. tablazatot. Az figyelheté meg, hogy jelentGs eltérés nincs
a paraméterek kozott: mindenhol hasonlé értékek szerepeltek az adatlapokon. A leg-
nagyobb kiilonbség az after-pulsing probability-nél figyelheté meg. Ezen paraméter egy
utolagos, masodik impulzus kiadasanak valoszintiségét jelenti. Azonban ebben a paramé-
terben sem tul nagy az eltérés a két detektor kozott, foleg azt figyelembe véve, hogy a
mérési eredményekben mekkora kiilonbségek voltak megfigyelhetéek (ezt fogom a kovet-

kez6kben bemutatni).

MPD IDQ
Idéfelbontas (ps) 50 40-60
Fotondetektalasi valésziniiség 450 nm-en (%) 35 25
Holtid6 (ns) 7 45-50
After-pulsing probability 0,1-3% | typical: 0,5%

3. tablazat. MPD és IDQ detektorok fontosabb paramétereinek 6sszehasonlitasa

A méréseim soran kidertilt, hogy jelentésen mas eredményeket ad a két kiillonbozo
detektor. A 3.1.5. fejezetben bemutattam, hogy hogyan mértem a lézer impulzusalakjat
(egyfajta IRF-et). Most ugyanazt a mérést végeztem el, viszont az ,j", IDQ detektorral.

Az IDQ detektor TTL jeleket szolgaltat, szemben az MPD detektor NIM logikai jelei-
vel. A TTL jelek mintavételezéséhez a PicoHarp300-as egységgel egy jelszintilleszté aram-
kor alkalmazasara lenne szitkség. Az IDQ detektorral egytitt azonban kolcsonkaptam egy
Time Tagger Ultra (Swabian Instruments) szamlalé elektronikét is, amely mindkét jelti-
pus mintavételezésére alkalmas. A két detektort igy most ugyanazzal a fotonszamlaloval
hasznéaltam.

A 22. dbran lathatoak a mérés eredményei. Itt a 13. abran mar bemutatott gérbék
mellett (amiket még az MPD detektorral mértem, ezek lathatdak folytonos vonallal) tiin-
tettem fel a friss mérési eredményeket (ezek szaggatott vonallal lathatdak).

A 3.1.5. fejezetben irtam arrol, hogy a mésodik cstcs feltehetoleg a detektor hullam-
hosszfiiggd valasza miatt jelenik meg, és ezt valamilyen szinten mar igazolta az is, hogy
a rovid élettartamu fluoreszcens festék segitségével felvett (azaz piros hullimhosszokhoz
rendelhet6) IRF-ben nem volt jelen ez a masodik maximum. Most pedig az latszik, hogy
az IDQ detektorral végzett mérés soran sem jelent meg masodik maximum, sot, az el-
s6 maximum alakjara nagyon jol illeszkedik az 11j mérés soran felvett gorbe. Tehat gy

gondolom, hogy az els6 maximum az, ami valoban a lézer altal kiadott impulzusbdl ered,
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a masodik maximum pedig az MPD detektorra jellemzd, kék hullamhossz esetén fellépo
(adatlap alapén véaratlan) effektus miatt van jelen. (A 22. dbrdn erre az els§ csucsra

normaltam a gorbéket a konnyebb Osszehasonlithatésag érdekében.)

1.4 Detektor - Lézerteljesitmény
—— MPD - 70%
1.2 —— MPD - 80%
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22. abra. Impulzusok osszevetése az MPD és IDQ detektorral valé mérésekre

A kisérlet eredménye egyértelmiivé tette, hogy a kék gerjesztéssel mért rovid (<1
ns) fluoreszcencia lecsengési id6k mérésekor tapasztalt nehézségek alapvetden a detektor
oldalrél szarmaznak. Alig eltéré miszaki adatlappal a piacon 1évé kellékek kozott nagy
kiilonbség van egy ilyen alkalmazasnal.

Rovid fluoreszcencia élettartamok meghatarozasdhoz tehat célszerti referenciamérése-
ket végezni, melyekre alkalmas valasztas a dolgozatomban bemutatott kalium-jodid qu-
encher anyaggal adalékolt FErythrosin B fluoreszcens festék. Ennek a referenciaanyagnak
az alkalmazasa mind egy detektor mindsitésére, mind a detektorvalaszbol ad6édéd problé-

mak korrigalasara is jonak bizonyult.
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4. Osszegzés

A dolgozatom elején 6sszefoglaltam a diddalézerek miikodésének alapjait és a lézerin-
dukélt fluoreszcencia jelenségkorét. Attekintettem az idéfelbontésos méréstechnika, illetve
a mérések kiértékeléséhez alkalmazott modszerek elméleti hatterét.

A kisérleti munkam els6 felében az 1j 1ézerforras paramétereinek vizsgalatat végeztem:
kiilénbo6zo6 beallitdsok mellett mértem a kiadott fényteljesitményt, a spektrélis tulajdonsa-
gokat, a nyalab intenzitaseloszlasat. Végiil az impulzusalak mérése soran eltérést talaltam
a lézer dokumentacioja alapjan vart eredménytdl, ami a késobbi kisérleteknél problémat
jelentett.

A kék 1ézert illesztettem a meglévé mérési elrendezéshez, és probaméréseket végeztem.
El6szor hosszabb élettartami klorofill kivonatokat vizsgaltam. A kiértékelés soran meg-
felel6 illesztéseket tudtam végezni, és az irodalom alapjan elvart eredményeket kaptam.

A fotoszintetikusan aktiv névényi levelekre az extraktokhoz képest révidebb fluoresz-
cencia élettartam jellemz6. A f6 tendenciat sikertilt kimutatnom a harom (kontroll, illetve
két stressznek kitett) levélcsoport élettartama kozott, azonban pontatlan illesztéseket le-
hetett csak végezni.

A problémat véleményem szerint az jelentette, hogy a kék tartomanyban felvett készii-
1ék valaszfiggvény (IRF) nem 6sszeegyeztethetd a piros tartomanyban mért fluoreszcencia
jellel, mert a detektor valasza erésen hullamhosszfiiggd. Ezt ugy sikertilt athidalnom, hogy
nagyon rovid élettartamu fluoreszcens festékkel hataroztam meg az IRF-et.

Az 4j IRF segitségével ismét elvégeztem a kordbbi mérések kiértékelését, és ezzel a
modszerrel jelentosen javultak az illesztések. Néhany kiugroan rovid élettartamt mintat
leszamitva illesztéseim az pontossaga a kivant szintet elérte.

A kovetkezo célom a fluoreszcens festék lecsengési idejének tovabbi roviditése volt,
annak érdekében, hogy még rovidebb fluoreszcencia élettartammal rendelkez6 mintakat
is lehessen mérni. Ezt tgy sikeriilt elérni, hogy fluoreszcencia kioltast eldsegité anyagot
(kdlium-jodidot) kevertem a festékhez. Jelentésen sikeriilt rovidebbé tenni az IRF-et, és
ezzel mar jo illesztéseket kaptam olyan algamintak lecsengésére, amik esetében a korabbi
ytiszta" fluoreszcens festékkel felvett IRF mar nem volt megfelelo.

Végiil lehetéségem nyilt egy masik gyarto altal készitett (de ugyanolyan elven miiké-
d6) detektorral méréseket végeznem. FEzzel a detektorral elvégeztem az impulzusalakok
1jboli mérését a kék tartoméanyban, és jelentos kiilonbséget talaltam a korabbi mérési
eredményeimhez képest. Az tjonnan felvett gérbéket a korabbiakhoz hasonlitva sike-
riilt alatamasztani a korabbi sejtésemet, miszerint a detektor volt felelés az impulzusalak

mérésekor megjelené masodik maximum megjelenéséért.
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5. Koszonetnyilvanitas
A kutatést a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Alap tamogatta az NKFIH-873-
4/2020 azonosit6ju Kvantuminformatikai Nemzeti Labor keretében.

Koszonet illeti az ELTE Novényélettani és Molekularis Novénybiologiai Tanszék kollégait
a novénymintak neveléséért, valamint a MATE Kornyezettudomanyi Intézet dolgozoéit az

algamintak biztositasaért.
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