Laboratorinis darbas Nr. 4.

Sviesos sukelty fluorescencijos poky¢iy matavimai

biologiniu pigmentu bandiniuose

Darbo uzduotys:

1.

2.

3.

Susipazinti su $viesolaidine fluorescencijos registravimo sistema ir i$siaiSkinti
bandinio fluorescencijos spektry registravimo techninius principus.

ISmatuoti keliy ant filtrinio popieriaus uzlasinty tirpaly ir biologiniy objekty
fluorescencijos spektrus.

UZregistruoti turimy bandiniy fluorescencijos intensyvumo laikinius poky¢ius ties
keliais Sviesos bangy ilgiais, bandinius veikiant skirtingo bangos ilgio §viesos
Saltiniu.

4. Pateikti iSmatuotus bandiniy fluorescencijos spektrus ir jos intensyvumo laikinius
poky¢ius grafiniu pavidalu ir paaiskinti gautus rezultatus.
Darbo eiga:
1. Susipazing su Sviesolaidine fluorescencijos registravimo sistema iSmatuojame

keliy ant filtrinio popieriaus uZlaSinty tirpaly ir biologiniy bandiniy
fluorescencijos spektrus.

Pagal uZregistruotus spektrus pasitarg su déstytoju pasirenkame 3-5 bangos ilgius
ties kuriais registruosime fluorescencijos kinetikas.

UZregistruojame turimy bandiniy fluorescencijos intensyvumo pokyc¢iy kinetika
veikiant dviejy skirtingo bangos ilgiy $viesos Saltiniais. Registravimo trukmé — 5-
10 minucéiy. Isitikinus, kad fluorescencijos poky¢iai nevyksta, matavimas gali bati
sustabdomas ir anksciau,

Atvaizduojame iSmatuotas biologiniy pigmenty fluorescencijos intensyvumo
kinetikas, nustatome fluorofory (fluorescuojanciy medziagy) skai¢iy tirtuose
bandiniuose.

Sunormuojame gauty intensyvumo laikiniy pokyciy spektrus j pradines vertes ir
palyginame pokyc¢ius skirtingose medziagose.

Atvaizduojame pradinius ir galutinius Sviesa paveikty bandiniy fluorescencijos
spektrus ir i$ jy jvertiname santykinius intensyvumo poky¢ius, nustatome galimy
fotoprodukty spektrus.

7. Ivardijame fluorescencinés spektroskopijos metodu tirtas medZiagas.
Klausimai:
1. Kokie yra §viesos ir bandinio sgveikos metu vykstantys fizikiniai procesai? Kokia

2.

Ju galima jtaka registruojamiems spektrams.

Kokios yra bandinio bei matavimy sistemos savybés, galincios daryti jtakg
registruojamam bandinio spektrui?

Kokie yra $viesolaidinés fluorescencijos registravimo sistemos privalumai ir
trikumai, lyginant jg su jprastiniu fluorimetru?



4. Kodél sviesa sukelia skirtingus poveikius skirtingose medziagose? Kokie tie
poveikiai?

5. Kodél gali skirtis stebimi Sviesos sukelti fluorofory pokyciai gyvuose ir
negyvuose objektuose?

Fluorescencijos spektry ir juy laikiniy parametry registravimas.
Fluorescencijos spektry matavimas

Fluorescencijos spektrus matuojame Sviesolaidiniu Ocean Optics USB 2000
spektrofluorimetru (FL), kurio matavimo ribos yra nuo 200 nm iki 1100 nm.
Fluorescencijos zadinimui naudojama Ocean Optics LS-450 lempa (L) su adaptuotu
meélynos Sviesos diodu. Diodo emituojamos spinduliuotés smailé yra ties 403 nm, jos
spektrinis plotis pusés intensyvumo aukstyje (angl. — FWHM) yra 20 nm. Lempos optiniais
elementais diodo emituojama Sviesa sufokusuojama j bifurkacinio Sviesolaidzio jvada (IV).
Bifurkacinj $viesolaidj sudaro du tarpusavyje sujungti Sviesolaidziai, kuriy kiekvienas turi
atskirg gala, o tre¢iame gale (BF), kuris nukreipiamas i bandinj, abiejy atskiry Sviesolaidziy
optinés skaidulos yra suglaustos drauge. Naudojamas ,,saulutés* tipo §viesolaidis, kuriame
vieno $viesolaidzio galo gija yra centriné, o $eSios kito $viesolaidzio galo gijos i$sidéste
aplink ja ratu. Bandinio fluorescencijos zadinimui dazniausiai naudojama centriné gija,
tuomet fluorescencijos signalas renkamas aplink centring gija iSdéstytomis
Sviesolaidinémis skaidulomis. Siekiant atsiriboti nuo iSsklaidytos zadinimo S§viesos,
bifurkacinio §viesolaidzio i§vado (ISV) galas sujungiamas su optiniu moduliu sudarytu i$
dviejy lesiy ir filtro. Tarp lesiy L1 ir L2 statomas filtras F, kuris parenkamas taip, kad
nepraleisty zadinimo Sviesos signalo, tac¢iau netrukdyty registruoti bandinio fluorescencija.
Pragjusi filtra Sviesa SviesolaidZiu (SV) patenka j spektrofluorimetra. IS spektrofluorimetro
spektroskopiniai duomenys perduodami j kompiuterj (PC), kuriame jie toliau tvarkomi
OOIBASE32 programine jranga. Fluorescencijos spektrai matuojami lygiai taip pat, kaip
ir sugerties spektrai, pagal metodinéje literatiiroje nurodytas procediiras. Fluorescencijos
spektry intensyvumo laikiniy poky¢iy registravimas atlieckamas Siais etapais:

1. Pasirenkami spektry ir jy laikiniy poky¢iy registravimo parametrai programos meniu
lange “Time Acquisition— Configure— Time Acquisition Configuration”

2. Pasirenkamas norimas iSmatuoti intensyvumo laikiniy poky¢iy kiekis ir nustatomos
Ju spektriniy padéciy vertés programos meniu lange “Time Acquisition— Configure—
Time Acquisition Channel Configuration”

3. Aktyvuojamas laikiniy parametry registravimo langas “Time Acquisition—
Activate Time Acquisition”

4. Sustabdzius matavimg, laikiniy parametry iSsaugojimas atlickamas meniu lange
“Time Acquisition— Save Data...”

Pries pradedant naujg laikiniy poky¢iy matavimy seka, duomeny iSsaugojimui reikia
nurodyti nauja tuscig direktorija.



