Pomiar krzywych zaniku fluorescencji metoda zliczania pojedynczych
fotonoéw skorelowanych czasowo

(metoda TCSPC - time correlated single photon counting)

log I(t)}

Zanik jednoeksponencjalny
(homogeniczny)
I =1exp| ——
T

Zanik  wieloeksponencjalny

\ (heterogeniczny)
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Schemat aparatury do zliczania pojedynczych fotonéw skorelowanych czasowo.
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Fluorometria impulsowa, cd

liczba zliczen

g

t

i
' : numer kanatu
impulsy laserowe

i\

fotony / é
fluorescencji

Zasada dziatania konwertera czas-amplituda 1 wielokanalowego analizatora amplitud.

Rejestrowana przez analizator amplitud krzywa zaniku g(¢) jest w istocie
splotem ,,odpowiedzi” aparatury na impuls wzbudzajacy h(f) oraz

,prawdziwego” rozktadu f{¥) nat¢zenia fluorescencji
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1 opisana jest zaleznoscia

g(t) = f ht At - tydt = k(1) e 1)
0

Znalezienie ksztaltu funkcji f{f) wymaga rozwiktania splotu, czyli

przeprowadzenia obliczen numerycznych.
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Metoda fazowo-modulacyjna pomiaru krzywych zaniku fluorescencji

Polega na wzbudzaniu fluorescencji swiattem zmodulowanym 1 pomiarze

przesuniecia fazowego

Swiatla

fluorescencji  wzgledem swiatla

wzbudzajacego oraz pomiarze wzglednej glebokosci modulacji swiatta

fluorescencji.
(o}
=0
laser |'| 77777 ” SRR dj&at_e_litor
R 77! ags
R 4™ B
komdrka Pockelsa fluorescencja
komparator fotopo-| [monochro- |
fazy wielacz mator

Im dluzszy czas zycia fluorescencji, tym wieksze przesuniecie fazowe ¢ i

tym mniejsza gtebokos¢ modulacji m. Dla zaniku jednoeksponencjalnego

)—
b—
—
9]
pd
Wl
'—
= /
Excit Emis.
- \ i
Modulation \ K 5 " S5ns
ms= BA -
b/a
TIME

zachodzi

tgp, = w7
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Metoda fazowo-modulacyjna pomiaru krzywych zaniku fluorescencji, cd
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Reprezentacje roznych ksztaltow
krzywych zaniku w fluorometrii
fazowo-modulacyjnej: gérny panel -
zaniki jednoeksponencjalne, dolny
panel: zanik dwueksponencjalny,
krzywa przerywana: zanik jeno-
eksponencjany najbardziej zblizony

do wynikéw doswiadczalnych.

Im wigksza czestos¢ modulacji, tym krotszy moze by¢ zmierzony czas zycia.

Zakres gomych czestosci modulacji w wigkszosci fluorometréw fazowo-

modulacyjnych jest ograniczony do ok. 200 MHz (elementy elektrooptyczne

F=3.79MHz, 5ps

Argon Ion AAAA

Dye L;ser Excitation

Mode Locker

Cavity Dumper Phase Meter

v Ratio DVM

18 GHz Computer

Frequency nF + &6F

Synthesizer

5ps Fourier
4 MHz

TIME

Transform

o4

N

01 2 3 50
FREQUENCY (GHz)

nie sa3 w stanie modulowac

swiatla z wyzsza czgstoscia).

Te trudnos¢ przezwycigza
technologia oparta na
wykorzystaniu cze¢stosci

harmonicznych zawartych w

ciagu ciag
impulséw powtarzajacych si¢ z

impulséw. Np.

czestoscig 4 MHz zawiera
czestosci 4, 8, 12, 16, ... MHz.

BS - zwierciadlo potprzepuszczalne, S - probka, PD - fotodioda, MCP PMT - fotopowielacz

mikrokanalikowy, PS - dzielnik mocy, F - czestosc repetycji impulsow, n - numer harmonicznej, OF -

niska czgstosc (rzedu 25 Hz).
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Zastosowanie laserow do pomiardéw czasoéw zycia w szybkich wigzkach
atomowych

W metodzie tej korzysta si¢ z szybkich wigzek atomowych, molekularnych
lub jonowych o energiach rzedu keV lub MeV. Atomy poruszajgce si¢ w

kierunku x s3 wzbudzane w dobrze okreslonym, matym obszarze wokot
x =0. Zrédtem wzbudzenia jest laser, lub zderzenia z innymi atomami

tarczy (folii) albo w komorce zawierajace) gaz.

wzbudzenie
L__x_’i —13@{;;7
x=0 —— —
puszka
spektograf = Faradaya
SISOy detektor
=|= napiecie IFI(X)fluorescencn

przyspieszajgce U

Zradto
jondw

Rejestruje si¢ fluorescencje I(x) jako funkcje odlegtosci x od punktu

wzbudzenia. Aby otrzymac zaleznosc fluorescencji od czasu I(#), korzysta

)12 okresla sie

si¢ z zaleznosci x = v¢, gdzie predkos¢ jonow v = (2 e U/m
na podstawie napig¢cia przyspieszajacego U 1 masy jonu m.
Wada tej metody jest wplyw efektow kaskadowych zwigzany z

réwnoczesnym nieselektywnym wzbudzeniem wielu poziomow.

a - czysto wykladniczy zanik

obsadzenia poziomu i,

b - wzrost obsadzenia i spo-
wodowany przejsciami

kaskadowymi.

¢ - zanik obserwowany.
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Zastosowanie laserow do pomiardéw czasoéw zycia w szybkich wigzkach

atomowych, cd

komérka . wigzka

Z gazem laserowa
T T wigzka jonowa
[~
A

% /

Al (x) = I,(x) - I(x)

kaskady

fluorescencja

m- Selektywne wzbudzenie laserem dostrojonym do przejscia £, ~ E.

rozwigzuje problem kaskad. W tym przypadku w
odlegtosci kilku cm od szczeliny wyjsciowej z komorki
zawierajacej gaz wigzka jonow zostaje oswietlona laserem.

Jezeli laser dostrojony jest do przejscia E, -~ E., dzigki

pompowaniu optycznemu obsadzenia obydwu poziomow

zmieniajg si¢ o wiclkos¢ AN,
zalezng od natezenia swiatla
laserowego, prawdopodo-

bienstwa przejscia A4, oraz od

poczatkowego obsadzenia obu
poziomow. Po wprowadzeniu do
wigzki laserowe] przerywacza
mozna wyznaczy¢ rdznice

sygnatow

I,(x) - natezenie fluorescencji ze wzbudzeniem laserowym,

I(x) - natezenie fluorescencji bez wzbudzenia laserowego.

Sygnat Al (x) stanowi t¢ czes¢ sygnatu fluorescencji, ktora jest wynikiem

selektywnego wzbudzenia laserowego. Sygnal ten zawiera informacj¢ o

zaniku czysto wyktadniczym nawet w obecnosci kaskad.
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Dudnienia kwantowe

Jest to wspodlczesna metoda spektroskopowa umozliwiajgca rozdzielenie
potozonych blisko siebie poziomoéw energetycznych.

Jezeli krotkim impulsem laserowym wzbudzi¢ rownoczesnie dwa lub wigcej
potozonych blisko siebie poziomoéw czgsteczkowych , zaleznos¢ od czasu
natezenia fluorescencji z tych spojnie przygotowanych poziomow ma

charakter wyktadniczy z modulacjami.

AE

I
2 Fl
1 N

HAAIAAAIAIINIANY,

Aby osiggnac spojne wzbudzenie poziomow 1 i1 2 impulsem laserowym o

czasie trwania AT, jego szerokos¢ wynikajaca z ograniczenia
fourierowskiego Av = a/AT (a jest stala rzedu jednosci zalezng od ksztattu

impulsu) musi by¢ wigksza od réznicy czgstosci (E, - E,)/h.

Prosty opis teoretyczny dudnien kwantowych

Funkcje falowg stanu wzbudzonego mozna przedstawi¢ jako liniowa

superpozycje funkcji podpoziomow @, (k=1,2)

W@y = Xk: a, | @ 0) exp(~iE, /h-v,/2)t, E, =ho,

a, - amplitudy prawdopodobienstwa, ze impuls swiatta wzbudzit
atom do poziomu £,

Y, - stale zaniku poziomow k.
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Prosty opis teoretyczny dudnien kwantowych, cd

(@) = Xk: a, |@,0) exp(~i E, /h - y,/2)t

Zaleznos¢ od czasu natezenia fluorescencji wysylane; ze wzbudzonych

poziomow okresla kwadrat modutu macierzowego elementu przejscia

1) = C | {o/|eer|w(@) |?

e - wektor polaryzacji wysytanego fotonu fluorescenc;ji,
er - operator momentu dipolowego,
C - wspoOtczynnik proporcjonalnosci zalezny od warunkow

doswiadczenia.

Przy upraszczajacym zalozeniu y, = y, = y otrzymujemy

It) = Ce ™' (A4 + Bcosw,, t)

gdzie
A

a; [{@/leer|o) | + a, |{glee?|o,) |

B

2a,a, | (@ |ee?|@,) | |{@/]eeF|p)|
Wy, =(E, - E)/ A

Modulacje mozna zaobserwowac na podkladzie zaniku wyktadniczego,
jezeli obydwa elementy macierzowe przejs¢ 1 - f1 2 - f sa rdzne od zera.

Pomiary czestosci modulacji ®,, pozwalaja na okreslenie odstepu

energetycznego obu poziomow, nawet gdy ich rozszczepienie jest mniejsze

od szerokosci dopplerowskie;.
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Dudnienia kwantowe, cd

| N =3
: “,
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Dudnienia kwantowe we fluorescencjijonu 3’Ba* obserwowanejw nastepstwie wzbudzenia $wiatlem

o dlugosci fali A =455,4nm oraz odpowiadajace im widmo fourierowskie. Schemat pozioméw
energetycznych ukazuje strukture nadsubtelng stanu 6p 2P3 » Z Zaznaczeniem obserwowanej czgstosci

dudnien.
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