Naudojamy instrumenty apraSymas

Darbuose naudojami prietaisai:
1. Sviesolaidinis spektrofotometras Avantes;

2. Skenuojantis fluorimetras

Sugerties spektry matavimas

Sugerties spektrus matuojame sviesolaidiniu spektrofotometru Avantes-3648 ar
analogisku. Jo schema pavaizduota 1) pav.

Ivairiems spektriniams matavimams $ioje laboratorijoje naudojama eksperimentine
schema susideda i$ $iy komponenty:

« Sviesolaidinio spektrometro

1) pav. Sviesolaidinio spektrometro schema

« Sviesolaidinio 3viesos saltinio
o Keturiy langeliy kiuveciy laikiklio

o Jungiamuyjuy Sviesolaidziy

Sia sistema, atlikus nedidelius pakeitimus, galima atlikti sugerties, fluorescencijos ir
deguonies koncentracijos matavimus. 1) pav. pateikta papras€iausia sugerties matavimo
schema. Panagrinésime sistemos komponentus detaliau. Sviesolaidinis spektrometras
Avantes AvaSpec-3648 sukomponuotas pagal Cherny-Turner tipo monochromatoriaus
schema (2) pav.). Ji veikia Sitaip: Sviesa Sviesolaidziu pro iéjimo plysSi (A) patenka |
spektrometra. Pirmasis kolimuojantis sferinis veidrodis (B) patekusia Sviesa kolimuoja ir
nukreipia | difrakcing gardelg (C). Nuo jos skirtingy bangos ilgiy Sviesa atsispindi
skirtingais kampais. Sia §viesa antrasis kolimuojantis sferinis veidrodis (D) nukreipia ir

fokusuoja 1 detektoriy (CCD ar diody liniuote) (E), kuria spektras yra registruojamas ir



2) pav. Czerny-Turner monochromatoriaus optiné schema

perduodamas | kompiuter; USB 2.0 sasaja vaizdavimui ar apdorojimui. Pagrindiniai

Avantes AvaSpec-3648 Sviesolaidinio spektrometro parametrai pateikti 1 lenteléje .

Lentelé 1: Pagrindiniai sviesolaidinio spektrometro AvaSpec-3648 parametrai

Optiné schema

Simetriné Czerny-Turner, optinio kelio ilgis
75 mm

Spektrinis langas 200 — 1100 nm
Skyra
Foniné apSvieta <0.1 %

Jautrumas (naudojant AvaLight-HAL ir 8 um
Sviesolaidj)

14000 s.v./uW (integravimo laikas 1 ms)

Detektorius

CCD liniuoté, 3648 vaizdo elementai

Signalo ir triuksmo santykis

350:1

AD keitiklis

16 bity, 1 Mhz taktinio daznio

Galima integravimo trukmé

10 ps .. 10 min

Diskretizacijos sparta su vidurkinimu

3,7 ms vienam matavimui

Darbas su spektrometru. Spektriniai matavimai atliekami programa AvaSoft. Jos nuoroda

yra ant darbalaukio ir paleidimo meniu. Paleidg programa turétuméte matyti Sitoki vaizda:
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3) Pav. Pradinis AvaSoft vaizdas

Vartotojo sasaja sudaro Sie elementai: meniu juosta, irankiy juosta, nustatymy juosta,

informacijos juosta ir matavimo rezultaty langas.

Matavimo rezimai

SATI|I

4) Pav. Rezimo parinkimo mygtukai

Yra keturi matavimo rezimai (4 pav):
- Paprasto vaizdavimo (Scope)
- Sugerties (Absorption)
- Pralaidumo (Transmittance)

- Apsvitos (Irradiance)

Eksperimente ketvirtas rezimas nebus naudojamas.



Matavimo rezimai parenkami jrankiy juostoje arba i§ View meniu.

Integravimo trukmé ir vidutinio spektro matavimas. Kadangi Sio spektrometro ié¢jimo
plysio plotis yra nekeifiamas, reikiamas signalo intensyvumas pasiekiamas integruojant
Sviesos sugeneruota kriivi ant CCD liniuotés. Integravimo trukmé milisekundémis
{raSoma nustatymy juostos skiltyje Integration time [ms]:. Si parametra galima keisti tik
sustabdZius spektro matavima (jrankiy juostoje turi bati zalias uzraSas Start). Parinkite
Sig trukme taip, kad registruojamas Sviesos intensyvumas biity kuo didesnis, taciau
nevirSyty maksimalios vertés (16384 arba 65535, priklausomai nuo spektrometro
modelio). Taip uZtikrinsite geriausia signalo ir triukSmo santyki matuojamuose
spektruose.

Patarimas: jei integruojama pakankamai ilgai, View meniu patogu pazyméti
Progress Bar Enable — galésite matyti, kokia sparta vyksta matavimas ir kiek jo dar liko.

Vidutinio spektro matavimas yra naudinga programos funkcija, statistinémis
priemonémis leidzianti iSskirti signala 1§ triukSmo. Visada prie§ matuodami atraminius
spektrus arba prie§ darydami kiekybines iSvadas suskaiciuokite keliy ar keliolikos spektru
viduting verte.

Paprasto vaizdavimo rezimas pateikia niekaip neapdorotus spektrus, sudétingesni
spektrai paprastai gaunami i$ keliy tokiu biidu pamatuoty spektry.

Pamatuokime vadinamaji ,,tamsos* spektra. [ §i spektra ieina jvairi paSaliné
apsvita, nesusijusi su tiriamu procesu. Tamsos spektras matuojamas surinkus
eksperimenting schema bei sujungus visus S$viesolaidZius — lygiai tomis paciomis
salygomis, kuriomis bus vykdomas eksperimentas. Pakeitus eksperimento schema,
Sviesos Saltini, koki nors optini elementa, bandinj ar integravimo trukme, tamsos spektras
matuojamas 1§ naujo. Turédami tamsos spektra galite kaskart matuodami ji atimti i§

gaunamo spektro ir taip rezultatuose neatsizvelgti i ,,paraziting* Sviesa.

Matavimas vykdomas sitaip:
1. Surinkite eksperimenting schema
2. [Tjunkite Scope rezima
3. Nustatymy juostoje jrasSykite reikiamas integravimo ir vidurkinimo (pvz. 5)

vertes.



4.

5.

Pamatuokite spektra spausdami Start. Rezultatas turéty biiti nedidelio
intensyvumo (ne daugiau 100 s.v.), iSreikSty maksimumu neturintis spektras.
ISmatuotas tamsinis spektras gali buti iSsaugomas keliais budais:

a. Meniu juostoje parenkant File > Save > Dark

b. Nuspaudziant jrankiy juostoje juoda kvadrata (Save Dark (5 pav.))

I T

5) Pav. Tamsos (juodas) ir Atraminio spektro (baltas) nustatymo mygtukai

6. Norédami nustatyti, jog kaskart matuojant iSsaugotasis spektras biity

atimamas, parinkite meniu juostoje Setup > Subtract Saved Dark

Sugerties spektro matavimas. Sugerties spektras yra sviesos saltinio (Atraminio) spektro

ir registruojamo (Bandinio) spektro skirtumas. AvaSoft programoje siam tikslui yra

specialus rezimas — Sugerties (Absorbance).

Matavimas atliekamas sitaip:

1.

Surinkite sugerties matavimo eksperimenting schema (1 pav.). [ kiuvetés
laikikl; idékite 1S tokios pat medziagos pagaminta ir to paties tirpiklio
pripildyta kiuvete, kaip ir bandinio.

[junkite Scope rezima, paleiskite matavima.

[junkite Sviesos Saltini.

Parinkite tokia integravimo trukme, kad maksimali intensyvumo verté biity
kuo didesné, taciau detektorius nebiity persotintas.

Vidurkinimo vertg parinkite pagal tai, kiek spektras triukSmingas.

Uzdenkite Sviesos Saltinio optinj kelig (pvz., bandinio vietoje) ir pamatuokite
tamsos spektra (juodas mygtukas). Nustatykite jo kompensavima.

[junkite Sviesos Saltinj ir pamatuokite “Sviesini” spektra. Gautasis spektras yra
vadinamas atraminiu.

Rodomas spektras iSsaugomas kaip atraminis keliais budais:

a. Meniu juostoje parenkant File > Save > Reference



b. Nuspaudziant jrankiy juostoje balta kvadrata (Save Reference, 5) pav.)
9. ]dékite bandinj | bandinio laikiklj.
10. [junkite Absorption rezima
11. Dabar galite matuoti bandinio sugerties spektrus. Atminkite, jog pakeitg
integravimo laika turite 1§ naujo iSmatuoti tamsos ir atraminius spektrus,
taCiau galite keisti bandinius, jei jie iStirpg tame paciame tirpiklyje ir ipilti {
tos pacios rusies kiuvetes. Kaip iSsaugoti iSmatuotus spektrus ivairioms

duomeny programoms suprantamu tekstiniu formatu, zr. programos pagalba.



Fluorescencijos ir fluorescencijos Zadinimo spektry matavimas

Fluorescencijos ir fluorescencijos zadinimo spektrai matuojami fluorimetru Perkin Elmer
LS55.

Bendra informacija apie prietaisg

Fluorimetro $viesos 3altinis - ksenono lempa. Sviesa surenkama ir fokusuojama
elipsoidiniu veidrodziu M(E)5 ir toroidiniu veidrodziu atspindima i zadinancios Sviesos
monochromatoriaus {€jimo plySi. Monochromatorius sudarytas i§ i¢jimo plysio, gardelés,
sferinio veidrodzio ir i§¢jimo plySio. Pro monochromatoriaus i$¢jimo plysi iSeina beveik
monochromatiné Sviesa, kurios centrini bangos ilgi nusako gardelés pasukimo kampas.
Gardelg¢ sukioja Zzingsninis variklis. Didzioji Zadinancio pluosto dalis toroidiniu

veidrodziu M(T)1 fokusuojama | bandini, o maza dalis jo energijos pluosto dalikliu

Elipsinis Fotodaugintuvas
veidrodis M(E)5 Veidrodis
M(M4 Emisijos N
iSéjimo plySys
*—N L
Zadinimo . .
{jimo plySys Emisijos Veidrodis
Emisijos filtras M(S)3,
Veidrodis poliarizatorius, € Emisijos

M(S)3 iéjimo plysys

Zadinimo
iSéjimo ply:

Veidrodis Veidrodis “._“__
M(F)2 M(F)2,

Veidrodis

Veidrodis M(T)1,
M(T)1
y Pluosto
I— daliklis

Gardelé Gardelé

Atraminis
fotodiodas

2
Bandinys

6) pav. Fluorimetro LS55 optiné schema

atspindima { atraminj fotodioda. Detektoriaus atsakas koreguojamas diodo signalo verte.

Korekcijos koeficientas nustatomas pagal standartinio daziklio, rodamino, korekcing
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7) pav. Fluorimetro elementy valdymo schema

kreive, iraSyta prietaiso atmintyje. Rodamino dazai sugeria Sviesa nuo 230 iki 630 nm

bei spinduliuoja apie 650 nm bangos ilgio Sviesa su beveik pastoviu kvantiniu

efektyvumu.
Méginio iSspindulivota Sviesa fokusuojama toroidiniu veidrodziu M(T)1 1
emisijos monochromatoriaus i¢jimo plySi. Emisijos monochromatoriy, kaip ir

zadinanciosios §viesos monochromatoriy, sudaro i€jimo plysys, sferinis veidrodis M(S)3;,
gardelé ir i$¢jimo plySys. Pro emisijos monochromatoriaus (taip pat kaip ir pro zadinimo

monochromatoriaus) i$¢jimo plysi iSeina beveik monochromatiné Sviesa su gardelés

apibréztu centriniu bangos ilgiu. Gardelés kampas taip pat valdomas zingsniniu

varikliuku. Zadinimo ir emisijos monochromatoriai gali skenuoti savo srityse

nepriklausomai, sinchroniskai ar tik pazymétus taskus jy srityse.
SinchroniSkai skenuoti galima pasirinkus bet kurj pastovy bangos ilgiy skirtuma ar

pastovy energijos skirtuma tarp Zzadinimo ir emisijos monochromatoriy.

Monochromatoriy spektro sritys yra tokios:

e Zadinimo monochromatoriaus nuo 200 nm iki 800 nm ir nuliné eilé



e Emisijos monochromatoriaus nuo 200 nm iki 900 nm ir nuliné eilé. Prietaiso
jautris raudonojoje spektro srityje padidéja nuo 650 nm iki 900 nm, pakeitus

standartini fotodaugintuva | raudonoje srityje jautresni fotodaugintuva R928)

Emisijos spektro matavimas

1) jungiamas kompiuteris ir fluorescencijos spektrometras (fluorimetras). Pries
matuodami spektrus, leidziame fluorimetro fotodaugintuvui i8ilti apie 15 min.

2) Jjungiama fluorimetro valdymo programa "FL WinLab", kurios piktograma
rasite darbalaukyje. 7) pav. matome fluorimetro elementy valdymo langa. Viena karta
pele spusteléjus ant vieno 1§ pavaizduoty prietaiso elementy, atsidaro to elemento
valdymo langas (pvz., 8) pav. pateiktas fluorimetro lempos valdymo langas).

3) Atidarome langa Application>scan

4) I fluorimetro kamera, atidarg priekini gaubta, idedame bandini. Standartinis
laikiklis skirtas 1 cm ilgio kvadratinéms kiuvetéms. Uzdarome gaubta.

5) Lange Application>scan pasirenkame emisijos langa (3 pav.) Laukeliuose
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8) pav. Fluorimetro lempos valdymo langas




Start ir End nustatome norimas emisijos spektro ribas, o laukelyje Excitation nustatome
zadinimo bangos ilgi.

Zadinimo bangos ilgis negali biti fluorescencijos spektro ribose. Zadinimo
bangos ilgis turi biiti nutoles nuo fluorescencijos spektro riby ne maZiau kaip 15 nm.

Laukeliuose Ex Slit ir Em Slit nustatomi suzadinimo ir emisijos
monochromatoriy plySiy plociai. PlySio plotis gali biiti kei¢iamas, pasiekiant skiriamaja
geba nuo 2,5 nm iki 15 nm Zadinimo monochromatoriuje ir nuo 2,5 nm iki 20 nm
emisijos monochromatoriuje. Zingsnio dydis — 0,1 nm. Taip pat gali biti parinkta nuliné
vert¢ tiek suzadinimo, tiek emisijos monochromatoriu plySiuose, pasiekiant spektring
skyra < 2 nm. Laukelyje Scan speed nustatomas skenavimo greitis, nuo kurio priklauso
iISmatuoto spektro signalo ir triuksmo santykis.

6) Lange Scan spaudziame mygtuka su Sviesoforo piktograma - pradedamas
matuoti spektras. Spektry failus galima rasti C:\FLWINLAB\DATA.

Zadinimo spektro matavimas
Pirmieji keturi zingsniai — tokie patys kaip ir matuojant emisijos spektrus. Toliau
programoje pasirenkame langa Excitation (10) pav.). Laukeliuose Start ir End
nustatome reikiamas fluorescencijos zadinimo spektro ribas, o laukelyje Emission
nustatome fluorescencijos bangos ilgi, ties kuriuo bus matuojamas fluorescencijos
intensyvumas.

Fluorescencijos bangos ilgis negali biiti fluorescencijos Zadinimo spektro ribose.
Fluorescencijos bangos ilgis turi biiti atitoles nuo fluorescencijos Zadinimo spektro ne

maziau, kaip 15 nm.
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Laukelivose Ex Slit ir Em Slit nustatomi suzadinimo ir emisijos
monochromatoriy plySiu plociai. PlySio plotis gali buiti kei¢iamas pasiekiant spektro
skyra nuo 2,5 nm iki 15 nm zadinimo monochromatoriuje ir nuo 2,5 nm iki 20 nm
emisijos monochromatoriuje. Nustatymo tikslumas - 0,1 nm. Taip pat gali buti parinkta
nulinis plysio plotis, tiek suzadinimo, tiek emisijos monochromatoriuose. Tai uztikrina
spektring skyra, kiek geresng nei 2 nm. Laukelyje Scan speed nustatomas skenavimo
greitis, nuo kurio priklauso ismatuoto spektro signalo ir triuksmo santykis.

9) pav. Parametry nustatymy langas emisijos spektrui matuoti
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10) pav. Parametry nustatymy langas Zadinimo spektrui matuoti

Nustate parametrus, lange Scan spaudziame mygtuka su Sviesoforo piktograma -
pradedamas matuoti spektras. Spektry failus galima rasti C:\FLWINLAB\DATA.
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