8. Méreni kinetiky dohasinani
fluorescence v casové doméné



Kinetika dohasinani fluorescence
Po excitaci vzorkw-pulsem se hladina;S 10000
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Stredni doba zivota

Vice-exponencialni kinetika dohasinani fluorescence
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detekce (gated detection)

Pulsni €asova) doména — excitadgulsem

t Historicky nejstarSi metoda pro méreni kinetiky
n* (t) =nNn* (O)e r dohasinani fluorescence v éasové doméné
Hradlovani mize byt zajisténo bud tim, ze je
t detektor zapnut jen na velmi kratkou dobu, nebo
| (t) — | (O)e T tim, ze detektor jg zapn.ut po.celou dobou
mérfeni, ale elektricky signal je sniman
stroboskopicky.
Hradlovana (gated) detekce  Intenzita je promérena pro Casoveé intervaly s
ruzné dlouhou prodlevou po excitaénim pulzu
Diky horSimu rozliSeni (IRF~3 ns) a
exc. pulz systematickym artefaktim prakticky opusténa,
1 NN nereseenee ] nyni se v nékterych aplikacich zagina vracet
" brada Vyhody:
- relativne levna
1 - moznost rychlého nacteni celé dohasinaci
| T~ kiivky
- svyhodou vyuzivana napf. v mikroskopii nebo
"""" . 7777  proméfeni pomalejSich kinetik

intenzita




Metoda ¢asové-korelovaného citani fotonu

(time-correlated single-photon counting, TCSPC)

Intenzita ~ Pravdépodobnost emise

Vzorek ozafujeme seérii pulzl

Po kazdém pulzu detekujeme nejvySe jeden
emitovany foton, pro néjz presné zméfime
cas, ve kterem priletél na detektor

Udaje o &asech pfiletu shromazdujeme v
histogramu

Pro velky poc¢et zaznamenanych fotonu
histogram rekonstruuje dohasinaci kfivku

Vyhody:

- vysokeé rozliSeni (bézné pfistroje T > 50 ps)

- analyza vice-exponencialniho dohasinani

- mala nachylnost k systematickym artefaktim
- smérodatna odchylka poctu detekovanych
fotonu v kazdém kanalu (N,) je dana
Poissonovskou statistikou (N;)*?

- moznost porovnani fitovaného modelu s
teoretickou predpovédi

Onginal Waveform
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Fig. 1: TCSPC Measurement Principle

Becker&Hickel, The bh TCSPC handbook




Princip méreni TCSPC

START STOP

Pulsed Light Source

,} Sample Compartment

T T Fifter or Monochromator
s Negtral density (reduce to one photony/puilse)

Timing Electronics ..
or 2™ PMT
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v

Converter (TAC)

Instrument Considerations

7 Excitation pulse width

Excitation pulse frequency

Counts

Timing accuracy

Time Detector response time (PMTs 0.2-
0.9 ns; MCP 0.15 to 0.03 ns)




Rychlost mereni

chceme nacist co nejvice fotonu (alespon 5.106)

opakovaci frekvence je limitovana hardwaroveé
kinetikou dohasinani

NG|\

ucinnost detekce - ¢im vétsi, tim lepsi ...
... ale jen do urcité miry




Statistika musi byt uplna !
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Eliminace ,pile-up” efektu:

,count-rate* musi byt < 1%.

Tzn. pfi opakovaci frekvenci 10 MHz
muzeme detekovat max. 10° fotonu

za 1s.

\ 4

optimalnich podminek nasbirat histogram
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Presnost meéereni

gl ] tvar excitacniho pulsu
nestabilita elektroniky (time-jitter)
casovy interval pro 1 kanal pfi ukladani dat
transit-time spread
pocet detekovanych fotonu
t: stabilita vzorku
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Analyza dat

Funkce pfistrojové odezvy neni d-funkce

M=IRFUD

Casovy posun (shift) mezi detekci IRF a M

Intensity [Cou

Dohasinani nemusi byt monoexponencialni

D = Zaie i vice komponent R ik

0 t af
D = j a(r)e -  distribuce g

B time [ns]
t
D= e[ rj ,natazena“ exponenciala

bt pfechodové jevy

@uiiteéné, mit pfedstavu o tom, jak ma vypadat doh@




Metody vyhodnocovani

Metoda
zadame model dohasinani
zadame parametry, které chceme najit
hleddme minimum funkce

N (XiEXP _ XiFIT )2 N (XiEXP _ xiFIT )2

X°= ; o2 = ; XiEXP

(LSA)

Amplitude

1,

1 1 1 1 1 1
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Time [ns]

Pouzitelnost LSA

1. Neurcitost v experimentalnich datech
se tyka pouze zavislé proménné (y-osa)
2. Neurcitosti v zavislé proménne maji
Gaussovskou distribuci

3. Zavisla (y) ani nezavisla (x) proménna
neni zatizena systematickou chybou

4. Funkce pouzita pro fitovani je
spravnym matematickym popisem
systému. Nespravné modely davaji
nesmysiné parametry.

5. VSechny body v souboru jsou
navzajem nezavisle.

6. Mame dostate¢né mnozstvi dat, takze
hledané parametry jsou preurcené.

Tyto podminky byvaji
v TCSPC splnéne



Metody vyhodnocovani

Metoda VIEM)
vybereme interval, ve kterém ocekavame,
ze se doby zivota budou nachazet

rozdélime tento interval na n ¢asti 12000,  ouspenze chloroplastu
fitujeme podle modelu '
10000
n _t _
T, —~ 8000+
Zai e = 8000
=1 D 6000
pficemz 1, jsou dana rozdélenim intervalu 3 1000
a hledame pouze a;, pricemz hledame _
maximum funkce 2000-
w X0 RN [
.[dt[x e (t) - Xexp(t)_ X i (t)log[xf'—t()ﬁ 0,01 0,1 1 10
0 exp t 1 (NS)

Vyhodné pfi analyze slozitych systémd
Nepredpokladame a priori pocet komponent ani jejich distribuce
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Autokorelacni funkce

udava, nakolik koreluje odchylka v k-tém bodé s odchylkou v (k+j)-tém bodé

Z D, Dy.. D, ... odchylka v k-tém bodé
C(t.): Mi= n ... celkovy pocet kanalu
j 1 Zn: D2 m ... pocCet kanall pres ktery se pocita autokorelace
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Provazanost parametru

Support Plane Analysis
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Detektory

FotonasobiCe (PMT) - levné, transit-time-spread > 100 ps, after-puls

Intensity [Counts]
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desticky (MCP PMT)

transit-time-spread ~ 30 ps
mensi intenzita afterpulsu
drazsi

CHANNEL WALL

rosLecTron I N NP 2t
PHOTOELECTRON ELECTRONS
-1 T4
fe—— voLracE —>

Lakowicz — Principles of Fluorescence
Spectroscopy, 2.ed., Kluwer/Plenum, 1999

(PD)

velmi levne, ale nemaji potfebné zesileni

fotodiody (APD)

rostouci popularita, pro nékteré aplikace nejpouzivanéjsi detektor
problémem velmi mala aktivni plocha (typicky 10 um x 10 pum)
FWHM pulsu od 20 ps



kamera (streak camera)

souCasné zaznamenana informace o ¢asovych charakteristikach a o vinové délce
vyhodné pro souasné zaznamenani celého spektra
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Fig.2 Operation Timing (at time of sweep)



Umoznuje detekci velmi kratkych ¢ast < 2 ns
RozliSeni je dano Sifkou laserového pulsu (> 10 fs)

detektor
A
g
= / g M ,cut-on® filtr
S | / _ S o ,
Y excitace > cut-off* filtr séitani frekvenci
o .
T
N /
8 | | /
N 4 emise
. hradlovaci pulz /
N /
AN
N\

generace druhé harmonické frekvence

pulzni Ti:Sapph |
laser, 800 nm




| (t,A) = 1,2 a;(A) exp (-tf;)
Globalni analyza

Moznost rozliSeni komponent,
jejichz emisni spektra se

prekryvaji, ale lifetimy jsoutizne.
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Lakowicz — Principles of Fluorescence Spectroscopy.2kuwer/Plenum, 1999
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(time-resolved emission spectra)

+Excited state protonation-deprotonation
«Electron-transfer ionizations

*Dipolar relaxations

«Twisting-rotations isomerizations
«Solvent cage relaxation

*Quenching

-Dark-states

*Bleaching

*FRET energy transfer
Monomer-Excimer formation

| Wavelength

/’

Wavelength time

log(Int.) [a.u.]: -1 [ I

[1omnD #

t[ns] 148,8

t= 33,7 ns; log(Int.)= 3,272 a.u.; #Curve=125;




(time-tagged-time-resolved)

Je zaznamenano zpozdéni emitovaneho fotonu vuci excitacnimu pulzu, ale
také doba pfiletu v absolutni Casoveé Skale

To umoziuje sledovat kompletni Casovy vyvoj systemu - intenzity i kinetiky
dohasinani

laser pulse /—\\ lasear pulse /_\1
. -
fluorescence photon fluorescence photon
£
23
]TCSF‘E tirme
A ¥ " ] M (ps)
start-stop-time 4 start-stop-time 2
Record
L-sync 4 t-sync 2 Time Tag

* nsj
real-time
Becker&Hickel, The bh TCSPC handbook



FluoTime 200 (PicoQuant)

Zdroje: pulsni LED 298 nm (10 MHz, 1,8 pW)

pulsni LED 308 nm (10 MHz, 0,9 pW)

pulsni laserova LED 445 nm (40 MHz, 1,8 mW)
ExcitaCni a emisni polarizator
Motorizovany monochromator (A,,,,.=450 nm)
Fotonasobi¢ PMA-182-P-M (185-820 nm)
PicoHarp 300 (rozliSeni 4 ps)
Software: FluoFit Pro 4.2.1 (LSA)

Flame5 (MEM)




SHRNUTI

Meéreni doby zivota excitovaného stavidasové doméh
Excitacepulznimzdrojem s¥tla (idealrg 6-pulz)

Zpasob zaznamu kinetiky dohasinani - hradlovana detékecelované&itani
jednotlivych fotorii (TCSPC), zaznam TTTR (time-tagged-time-resolved)
Analyza dat dekonvoluce fistrojove funkce, pouziti spravného modelu, problér
pii analyze slozgjSich systému, metoda nejmensétberal (LSA), metoda
maximalni entropie

|dentifikace spravného fituys?, rozlozeni rezidui, autokorelai funkce
Detektory - fotonasobe, MCP, fotodiody, lavinove fotodiody, rozmitaci kame
metoda ,,up-conversion*

Metody se spektralnim rozliSeninTRES, DAS

ny




