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Kivonat

A BME Atomfizika Tanszéke pikoszekundumos lézerforrassal, egyfoton detek-
torral és idokorreldlt méréstechnikaval levélmintakbdl izoldlt klorofill tartalmu fo-
lyadék mintak fluoreszcencia lecsengésének mérésére alkalmas mérési elrendezéssel
rendelkezett. A tudomaéanyos didkkori munkdam soran olyan méréfejet terveztem és
valositottam meg, amellyel konnyen és praktikusan mérhetjiik a levélmintak fluo-
reszcencia lecsengési idejét. Az Gj méréberendezéssel egyrészt kivalthatjuk a komp-
lex és id6igényes bioldgiai mintael6készitési 1épéseket, masrészt lehetdség nyilik a
levélmintak differencidltabb vizsgilatara. Az elkésziilt mérdeszkozzel kelkaposzta
leveleken tesztméréseket végeztem. A mérési eredményeimet Osszevetettem ugyan-
azon névénybdl készitett izolalt mintak fluoreszcencia lecsengésével.
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1. Elméleti bevezeto

1.1. Fotolumineszcencia

Anyagmintdk kvalitativ vizsgalatdhoz szamtalan mddszer all rendelkezésiinkre, melyek-
kel roncsolas nélkiil is hasznos kovetkeztetéseket vonhatunk le a mintaval kapcsolatban.
Kézenfekvo megoldés példaul az anyagok optikai tulajdonsagait kihasznalni ezen mérések
soran. A fotolumineszcencia azon jelenségek gyijténeve, amely sordn jellemzoen lathato
fény, vagy ultraibolya gerjesztés hatdsara egy molekula, vagy molekulacsoport maga-
sabb energiaallapotba keriil, és a fényemisszoval kisért relaxacié soran a gerjesztéshez
képest nagyobb hullamhosszisagi fotont bocsajt ki. A jelenséget két kategdridba szok-
tuk csoportositani; a fluoreszcenciara, illetve a foszforeszcenciara. A kettdé kozti legszem-
betlinobb kiilonbség a fotonabszorpcid és emisszio kozott eltelt id6. Mig a fluoreszcencia
a masodperc tort része alatt valdsul meg (akdr 107%s vagy kevesebb), addig a foszfo-
reszcencia percekig, vagy orakig is megfigyelhetd. Az idéallandok kozti nagysagrendi
kiilonbsésgnek kvantummechanikai oka van.

Az abszorpcios spektrum megadja, hogy egy anyag milyen hullimhosszusagu foto-
nokat képes elnyelni, amely tulajdonsaga osszefiiggésbe hozhaté azzal, hogy a fotolumi-
neszcencia milyen gerjesztéssel valdésulhat meg. Az abszorpcids spektrum tovabba arra
vonatkozo informaciot is adhat, hogy egy szamunkra kérdéses molekula vagy molekula-
csoport milyen mennyiségben van jelen egy mintaban. Egy ilyen spektrum meghatarozéasa
spektrométerrel torténik, amelyrdl a[l dbrén ldthatunk egy konkrét példat egy klorofill
tartalmu oldatra.
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1. dbra. Klorofill oldat abszorpcids spektruma [I]



Jelenlegi munkam soran a fluoreszcencia jelenségkorére szoritkoztam, azon beliil is
n6vényi mintakon végeztem méréseket.

1.2. Novényi mintak fluoreszcencia indukcios kinetikajanak
vizsgalata

A fotoszintézis az a biologiai folyamat, melyben az élolények a napfény energiajat fel-
hasznalva szervetlen anyaghdl szerves anyagot hoznak létre. Ez a folyamat nagyon komp-
lex, a kutatoknak a mai napig sem sikeriilt teljes mértékben feltérképezniiik. Példaként
emliteném meg, hogy az egyiittmikodé partnereink az ELTE Novényélettani és Mo-
lekularis Novénybiolégiai Tanszékén a fotoszintetikus elektron-transzportlancon beliil a
vas-transzport mechanizmusokat vizsgaljak. Kevéssé ismert az a tény, hogy a fotoszin-
tetikus elektron-transzportlanc egységeinek a felépitéséhez Osszesen 22 vas-atomra van
szitkség [2].

A folyamat biologidgjanak részletes leirdasa nem témaja a dolgozatomnak, ugyanis
a munkdm célja mindossze az, hogy egy olyan méroberendezést fejlesszek ki, amely
a fotoszintetikus folyamatok vizsgalatara 1j, relevans informacidkat szolgdltat. Jelen
munkamat megel6z6, folyadékmintdk vizsgalatara alkalmas mérési elrendezésiinkkel, a
novénybiolégus kollégakkal kozosen folytattunk szisztematikus kutatasokat, melyek eredmé-
nyeit konferencidkon mutattuk be [3] [4], illetve egy folydirat-publikaciénk az év végéig
beadasra kertil [5].

A fluoreszcenciafény mérésével tehat egy komplementer folyamatot vizsgalunk, melybol
komplex un. fluoreszcencia indukcidés mérési protokollokkal a fotoszintetikus miikodést
mérhetjiik [0]. Az emlitett fluoreszcencia indukcids protokollok alapjat a Kautsky effek-
tus adja [7]. Ha a levél percekig el van zarva a fénytdl, a fotoszintézis folyamata nem
tud megvaldsulni. Ha viszont sotétbol ijbdl fényhatasnak tessziik ki, akkor a folyamat
elindulasahoz idore van sziikség. Ez id6 alatt a felesleges energiat fluoreszcencia-fény
formajaban sugarozza ki. Néhany perc sziikséges ahhoz, hogy a fotoszintézis ugyan olyan
mértékben legyen jelen, mint a sotétbentartds elott. Ezt szemlélteti a[2] dbra, ahol olyan
szirokon keresztiil figyelhetjiik meg a jelensésget, amely csak a fluoreszcencia-fotonok
hullamhosszan enged at, a sotétitést pedig egy érme biztositja.

A B C

2. abra. Kautsky effektus a borostyanlevélen A: Levél megvilagitva rajta egy pénzérmével,
B: Levél megvilagitva pénzérme nélkiil, C: Levél az érme levétele utdan néhany perccel [§]

Ezt az alapjelenséget fejlesztették tovabb szamtalan fluoreszcencidan alapulé mérési
eljarasba, méréberendezésbe [9].



1.3. Novényi mintak fluoreszcencia lecsengési idejének mérése

Szemben a fluoreszcencia indukciés kinetikaval a mi médszeriinknél a n6vényt nem kvézi
folytonos gerjesztés mellett vizsgaljuk és az arra kapott valasz jelet folyamatosan rogzitjiik,
hanem rovid gerjesztések (=100 ps) mellett a fluoreszcencia lecsengést kivanjuk na-
gyon rovid idoskalan rogziteni. Ettol a mddszertol azt reméljiik, hogy a fotoszinteti-
kus elektron-transzport lanc elemeirol, példaul az antennarendszer meglétérol kapunk
informaciét, melybdl a fotoszintetikus miikddés intaktsagdra is tudunk kévetkeztetni [10]
[11].

A feladatnak azonban vannak nehézségei, ugyanis ahogy azt a korabbi fejezetekben
irtam, a legerjesztodés folyamata nanoszekundumos idéskaldan mozog. Erre a problémara
nydjt megoldast az idokorrelalt méréstechnika. Ennek 1ényege, hogy a mintat nagy frek-
venciaval, rovid fényimpulzusokkal gerjesztjiik, majd a gerjesztés és a fluoreszcencia kozti
id6t mérjik. A beérkezett fotoneseményeket idébélyeggel latjuk el, azokat idorekeszekben
akkumuléaljuk, majd ebbdl hisztogrammot készitiink. Ezzel valéjaban a gerjesztett mo-
lekuldk szamanak idobeli fogyasat hatarozhatajuk meg. Ha az eltelt id6-beérkezett fo-
tonszambdl grafikont készitiink, a felfutast kovetden egy exponencidlisan lecsengd gorbét
kapunk (3| dbra).
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3. dbra. Gerjesztett molekuldk id6beli véltozasat szemlélteté abra [15]

Ha egy ilyen grafikonra (1) egyenlet alaki exponencidlis fiiggvényt illesztiink, az il-
lesztési paraméterekb6l megkaphat6 az altalunk keresett id6allandé (4l abra).

_ (z—20)

f@)=y+Ar-e (1)
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4. dbra. Kékalgan mért lecsengés illesztett exponencidlis gorbével [1]

Ekkor az exponensben szerepld (4 dbrén t1) paraméter. Az eredményiink pontossagat
ekkor az illesztés pontossaga hatarozza meg.

A szakdolgozatom soran azt tapasztaltam, hogy az illesztések sokszor csak nagy
hibaval végezhetoek el, illetve latszik az illesztett gorbén, hogy jellegre is eltér a gra-
fikontol. Ennek okat részben az okozza, hogy tobb fluoreszcens jelenség is lejatszodhat
az anyagban mas idéallanddkkal, emiatt a mért gorbe tobb exponencialis fiiggvény Ossze-
geként allhat el6. A masik, nehezebben kikiiszobolhet6 problémat az okozza, hogy a mért
jelben benne van a rendszer valaszidé fliggvénye, hiszen a gerjesztofény impulzushossza
(=~0.1 ns) esetiinkben 6sszemérhet a meghatarozni kivant fluoreszcencia élettartamokkal
(=~ 0.5 ns - 3 ns).

1.4. Dekonvolucio és rekonvolicid

A keresett idéallandok ns-os skdlan mozognak, igy az eredményes méréshez sziikséges,
hogy a gerjesztési impulzushossz ennél rovidebb legyen. A rendelkezésemre allé impul-
zuslézer a felépitésébol addédoan koriilbeliil szaz pikoszekundumos impulzushosszisagu
jelet bocsdjt ki (erre vonatkozé méréseket a korabbi munkam soran végeztem [I]). Idedlis
esetben a gerjesztés dirac-delta alakt, és a minta erre adott valaszat mérjiik. A valésdgban
viszont a gerjesztési jelalaknak nem csak kiszélesedése van, hanem kissé szabalytalan alak-
ja is. Az altalunk mért lecsengési gorbe ezért valdjaban a rendszer valaszfiiggvényének
(IRF, Instrument Response Function) és a tisztan fluoreszcencia lecsengésbél ad6dé gor-
bének a konvolicigjaként all elo.



A rendszer valaszidejének kiszlirését a mért adatsorbdl tébbféleképpen is megvaldsit-
hatjuk. Az egyik megoldas a dekonvolicid, amely soran megmérjiik a rendszer valaszidejét
is, és a két adatsorbdl létrehozunk egy harmadikat, amely mar csak tisztan fluoreszcens
lecsengést tartalmaz. Ezt el lehet érni példaul a konvoluciés szabdlyt kihasznélva, mely
szerint két fiiggvény konvolicidja, a két fiiggvény fourier transzformaltjanak a szorzata.

f)xg(t) = F(w) - G(w) (2)
Ahol F' és G a fourier transzofrmaltjai f és g fliggvénynek * pedig a konvolicio
miiveletét jeloli. Ebbdl kovetkezik egyenlet.

f{)*g(t)

Ha gy tekintjiik hogy az altalunk mért lecsengési adatsor fx*g diszkrét értékekkel, va-
lamit az IRF diszkrét értékekkel a G fiiggény, akkor a dekonvolicié megoldhaté az impul-
zusvalasz Fouriertranszformalasaval, egy osztassal és egy inverz Furiertranszformacioval.
Ez azonban egy zajjal aranyos hibat visz a szamoldsba, ami miatt nem érdemes ezt az
eljarast alkalmazni.

Egy masik lehetséges eljaras az ugynevezett iterativ rekonvolicid, amely soran az IRF
adatsort egy dltalunk meghatarozott fliggvénnytipussal (pl.: exponencidlis, két exponen-
cidlis Osszege, stb.) konvolvalja, majd azt Osszeveti a mért lecsengési adatsorral. Az
iteracié soran addig valtoztatjuk a fliggvény paramétereit, amig az a mért lecsengési
adatsortol minimalis eltérést mutat. A mddszer egyik hatrdnya, hogy az eredményt
befolyasolja az, hogy milyen alaki megoldédst keresiink. A masik nehézség, hogy més
megoldast kaphatunk attol fiiggéen, hogy milyen kezdeti paraméterekkel inditjuk el az
iteraciot. Ezek azonban kikiiszobolhetoek, ha nagyjabdl tisztaban vagyunk azzal, hogy
milyen fizikai jelenségek jatszodtak le a mérés soran és ettol fliggben valasztjuk meg a
jelalakot és kezdeti paramétereket.

Az eljaras végén a fliggvény paraméterei adjék az altalunk keresett lecsengési idot,
valamint a megoldasfiiggvény és az IRF konvolicidjanak a valdés adatsortél vald eltérése
megmondja, hogy mennyire pontos az eredményiink. A rendelkezésemre all6 program
matematikailag a egyenletben leirt eljarast valdsitja meg.

¢ NExp f
t—t

Dec(t) = |: / dt/ [IRF(t — ShlftIRF) - BkngRF] [Z Aiei"ii}i| + BkgrDeC (4)
i=1

—00

Ahol Dec(t) az illesztett fiiggvény, Shiftigr az IRF és a mért fogyds kozti id6eltolds,
Bkegrirr az IRF id6fiiggetlen héattérzaja, A; az i-edik komponens amplitidéja, 7; az i-edik
komponens lecsengési ideje és Bkgrpe. a fogyas id6figgetlen héttérzaja. [12] alapjén a
kiértékelésre legalkalmasabb paraméter osszefiiggés szerint szamolando.

NEzp NEzxp

TAvInt = Z Im/ Z I; (5)

1=1,1;>0 i=1,1;>0
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Amelyben szerepl6 I; mennyiséget @ alapjan szamoljuk.

L, =A.,.Tm (6)

2. Célkitiizés

A fent emlitett idékorrelalt méréstechnikan alapulé mérési elrendezést hoztunk létre
folyadék halmazallapotu, klorofill tartalmi mintdk vizsgélatdra [szakdolgozat]. Az 1]
mérési elrendezéssel szisztematikus kutatasok folynak az ELTE Bioldgiai Intézetének
kollégdival, melyek els6 eredményei mar megmutatkoznak [3] [4]. A kutatdsok sordn
a novényi mintakbdl a biolégus kollégak fotoszintetikusan jol, vagy kevésbé jol miikodo
szuszpenziokat izoldlnak. FEz az izolalas tobb orat vesz igénybe, és nagy odafigyelést,
szakértelmet igényel. A vizsgalni kivant fotoszintetikus rendszerek azonban in situ a
levélben is rendelkezésre dllnak, a kibocséatott fluoreszcencia-fény kozvetleniil a levélrdl is
begytijtheto.

A kutatasom egyik célja egy olyan szilard minta vizsgalatara alkalmas mintatarto
létrehozésa, amellyel képesek vagyunk idOkorrelalt méréstechnika alkalmazasaval kozvet-
lentil a levélmintakon fluoreszcencia lecsengési idoket mérni. Ezt a mérofejet felhasznalva
kelkdposzta leveleken (mint tesztnovények) tesztmérések végzése utdan az eredményeim
osszehasonlitom folyadékmintdakon mért lecsengési idokkel, ezzel ellendrizve azt, hogy ez
a fajta mérési mdédszer mennyire bizonyul hatékonynak és konzisztensnek az eddigi ta-
pasztalatokkal.

Célom tovabba mas, mérési adatok kiértékelésére alkalmas programok és modszerek
vizsgalata. Ezen célok megvaldsitasa elérelépést jelenthet a fotoszintézis pontosabb meg-
értésének terén.

3. Eredmények

3.1. Méroberendezés fobb elemei és a vizsgalt mintanovény

A mérések soran rendelkezésemre allt egy PicoQuant LDH-P-C-650 tipusu 650 nm-es
hullamhosszisdgon miikods, szalbacsatolt, pikoszekundumos diddalézer, amellyel a ger-
jesztést végeztem. A detektdlashoz SPAD egyfoton detektort, valamint idékorrelalt fo-
tonszamlélé elektronikat hasznaltam. Ezen kiviil a mérési osszeallitasoknak szerves részei
voltak optikai szalak és kiilonboz6 optomechatronikai elemek.

Méréseimhez modell névényként a kelkdposztat (Brassica oleracea convar. capita-
ta var. sabauda) vélasztottam. Azért esett a véalasztdsunk erre a névényre, mert egy
novényen beliil talalhatunk benne jol miikodo fotoszintetikus rendszereket tartalmazoé klo-
roplasztiszokat, valamint akar teljes sotétségben nevelkedo, igy a fotoszintetikus miikodés
szempontjabol zsakutcaba kertilt egyéb szintesteket. A valasztott novénynek az elénye
példdul a fejes kaposztaval (Brassica oleracea convar. capitata var. alba) szemben az,
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hogy ez a novény jellemzoen nyitottabb. fgy a fény a belso rétegekbe jobban eljut, vagyis
az atmenet a kloroplasztiszok és az etioplasztiszok kozott fokozatosabb.

3.2. Koncepcionalis tervezés

A mintatarté megtervezésének elsé 1épése a specifikaciok meghatdrozasa, azaz hogy mi-
lyen kovetelményeknek feleljen meg. A kisérleti elrendezés blokkvéazlata a abran
lathato.

Nagyobb egységek

Pikoszekundumos

\ézerdioda ﬂ

Diédalézer meghajtéd

Gyengit6 szré(opcionalis)

Detektor optikai szala

Idékorrelalt

Elsz{iré+savsz(iré
fotonszamlalé Gsillapitas J KO m pa kt m i ntata rté

Detektor

5. dbra. A kisérleti elrendezés blokkvazlata [13]

A lézer és a detektor Osszehangolasdért egy nagyobb, a mintatartotdl elkiiloniilo
vezérloegység felel. Az idOkorrelalt méréstechnika alkalmazasahoz a lézer gerjesztéséért
felelés oszcillator és a detektor pontos Osszehangolasa kulcsfontossagi. A miiszerek in-
nen kapjak a tapot is, és ezekkel a részegységekkel kommunikal a szamitégép, amellyel a
méréseket megvaldsithatjuk.

A 1ézerbol optikai szalakkal vezettem a fényt egy kisebb részegységhe, amely maga a
mintatartd. Ennek a modszernek az elénye, hogy a mintatarté konnyen, a nagyobb be-
rendezésektdl fiiggetleniil mozgathatd, vagyis a kialakitott méroberendezés mar jelenlegi
formajaban is részben hordozhaté.

A kompakt tarto elkészitése és legyartasa az én feladatom volt, mig a fentebb tag-
lalt 1ézer, detektor, vezérldegység és az adatfeldolgozd programok rendelkezésemre alltak.
A tarté készitésekor harom f6bb szempontot vettem figyelembe. Egyrészt a mérete le-
gyen akkora, hogy kézben nagyjabdl elférjen, masrészt a mintak és a kiilonb6z6 méréshez
hasznalt eszkozok (pl.: optikai sziiré) konnyedén cserélheté legyen. A harmadik szem-
pont pedig, hogy a leheto legkisebb hattérzaj mellett a lehet6 legtobb, szamomra relevans
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fluoreszcenciajelet detektalhassam.

A detektélt fluoreszcencia jeliink az esetek jelentds részében elég sok, am nyilvan a
jel elnyomésa konnyebben és pontosabban kivitelezheto feladat, mint kis intenzitasu jel
felerésitése. Az optikai elemek méretei (~ 20mm atmérd) és a kisérleti tapasztalatok
alapjan arra jutottam, hogy akkor kapjuk a legtobb fluoreszcencia-fényt, ha a detektor
meroOlegesen néz a mintara, illetve a gerjesztés a merdlegeshez képest legfeljebb 30°-o0s
szOgben vildgitja meg azt. Itt nem részletezett szdmitdsaim soran [14] meghatéroztam,
hogy készitheto-e a felsorolt specifikacioknak megfelelé mintatarto, illetve ha igen, milyen
geometriai paraméterekkel kivitelezheto. Ezeket a szamoldsokat alapul véve terveztem
azt a mintatartot, amivel szilard mintdkon végeztem méréseket. A kész mintatarté a
mérési elrendezésnek megfelelden a [l abran lathato.

6. dbra. Szildard mintdk mérésére alkalmas mintatartd
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3.3. Kész mintatarto

A legydrtand6 mintatarté modelljét a[7} dbran tekinthetjiik meg, melyet a Creo nevezetii
programmal terveztem.

1

7. abra. Mintataraté modellje

A tarté harom kiilondllé részbél tevodik 6ssze, melybél a legkomplexebb az alsé rész,
ami a vazat adja az egésznek. Az alsé részt lathatjuk a[7} dbra jobb oldaldn. Ennek
tetejére jon a tetOrész, aminek feladata, hogy a mintat elzarja a kiilsé fényforrasoktol,
ezzel is csokkentve a zajt. A harmadik rész a szilard minta rogzitéséhez sziikséges, ami
egy parmilliméter vastag lemezbdl és a rajta elhelyezked$ négy rogzitérudbdl (3), vala-
mint egy vastagabb pozicional6 rudbdl all (2). A tetérészen taldlhaté 6t csavarmenet
az als6- és fels6rész csavarokkal vald rogzitését szolgaljak, illetve a két nyilas (1) az
optikai gyengitésziiréknek biztosit helyet. Ezekbél az egyikkel (sziikség esetén) a de-
tektorba érkezd fluoreszcenciafotonok szama csokkenthetd, a masikkal pedig a 1ézerbol
kijovo fényintenzitas véltoztathat6. A (4) és (5) szdmmal jelolt részek sorrendben a ger-
jeszt6lézer és a detektor befogasanak helyei. A (6) szamnédl taldlhatad a szilard minta
gerjesztéséhez sziikséges rész. Az ide tervezett rugd segitségével a milanyaglemez a fal-
hoz nyomja a levélmintat, aminek egyik pozitiv vonzata, hogy egy kozel sem sik levél is
aranylag kisimul a mérési keresztmetszeten.

Az abrén (3) szammal jelolt rudakon rugdk biztositjdk, hogy a levelet a lemez fixen
tartsa. Ez a rogzitési médszer a kiillonbozo levélvastagsdgok miatt indokolt. Eléfordulhat
az is, hogy a levél széltébe vagy hosszaba nagyobb helyet igényel, mint amekkora ma-
ga a mintatartd. Emiatt lathato az alsé rész oldalan egy kivagas. Amennyiben a levél
minden iranyba tobb helyet igényel, a teto opcionalisan levehetd. Ilyenkor a helyére egy
kisméretii teto keriil, &m emiatt a hattérzaj is kicsit megno.

Azért, hogy a késébbiekben a méréfejiinket méas (példaul kék hulldmhosszu gerjesztéssel
is) minél inkdbb csereszabatossé tegytik, az optikai szalon 1évé kollimétor lencse és a min-
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tatarto kozé egy adapterelemet terveztem. . abra).

8. abra. Lézer végén elhelyezkedo rogzitoelem modellje

A detektorba beérkezé fény begytijtése egy leképzez6 optikan keresztiil torténik, mely-
nek részegységeit a9 dbran tekinthetjitk meg.

9. abra. Detektorba csatlakozo optikai szalhoz tartozé leképezo optika modellje

Az dbran (a) betiivel jelolt rész maga a leképez6 optika, amely két dombortilencsébél
all. A (b) jelii rész egy csatoléelem, amely a (c) jeli tubust és a leképezdoptikat kapcsolja
ossze. A (c¢) tubusban taldlhaté egy feliilateresztd élszlird és egy sdavsziirs, amelyek biz-
tositjak, hogy csak a szamunkra megfelel6 hulldmhosszisagu fluoreszcenciafényt engedjék
at. Mivel a mérni kivant fluoreszcenciafény jol meghatarozott hullaimhossztartomanyba
esik, ezen két sziir6 megfelel6 megvalasztasaval a tartoban szérddo gerjesztofényt és a
hattérbol érkezd fotonokat elkiilonitettem a relevans informéaciot tartalmazé fluoreszeencia-
fotonoktSl. A (d) jell részelem (SMA csatlakozd) az optikai szdl és a tubus csatolasét
valésitotta meg.
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Mind a gerjeszt6, mind a detektor oldalon sarkalatos kérdés volt a rogzités, ugyan-
is a rendszer méreteinél a megvildgitas és a beérkezd fotonmennyiség-érzékelés nagyon
érzékeny a szogekre. Mindkét esetben henger alakiu rogzitéelemet kellett becsatolni a
rendszerbe, igy azt a megoldast talaltam ki, hogy a hengereket egy ponton és egy sin
mentén fogatom meg. A[7l dbra (4) és (5) részénél hengeres bemenet ldthatd, melynél
egy téglalap alaku kivagas biztositja, hogy alulrdl két egyenes mentén legyen megfogva a
henger. A harmadik megfogdsi pont egy hernydcsavarral torténik, melynek szintén biz-
tositottam helyet a modell tervezésekor. A henger fix hossza és ez a harom pontos befogds
biztositja, hogy barmelyik atszerelés utan ugyan olyan poziciéba keriiljon a detektor és a
lézer.

A kordbbi méréseimbdl kideriilt, hogy a lézer impulzushossza, illetve a gerjesztési
jelalak fligg a lézer intenzitasatol, azaz a meghajtoaram értékétol. A legoptimédlisabb
jelalak a program 4ltal engedélyezett maximalis fesziiltségnek a 90%-4nal valdsult meg,
emiatt a mérések soran az ehhez tartozé intenzitasra szoritkoztam. A kiilonb6z6 mintdk
azonban mas mértékben gerjesztodnek, ami miatt az esetek tilnyomo részében tul sok
fluoreszcenciafoton keletkezett. Ezt a problémat a gerjesztési- és detektoroldalon elhe-
lyezett denzitassziirokkel orvosoltam. A rendszer méreteit ugy vélasztottam meg, hogy
mindkét oldalra 1-1 félcollos szilirét helyezhessek el.

A sajat kialakitasu szlirGtarto tervezését a abran lathatjuk.

10. dbra. Optikai szlirétarté modellje

A baloldali elem kozépen 1évé mélyedésbe behelyezheté a csupasz sziird, amelyet a
jobb oldalon 1év6 ellendarab akadalyoz meg a kicstszastol. Az ellendarabon 1évé patentok
a négy hézagba pattannak be, ezzel Osszekapcsolva a szirétartd két felét. A darabok
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tetején lathaté pockok a két fél szétszedését, valamint a tartéelemek mintatartobol valo
kiemelését szolgaljak.

3.3.1. 3D nyomtatas

A mintatarto specifikaciéinak meghatarozasa és a modellezés utan a legyartasi folyamat
kovetkezett. A legpraktikusabb kivitelezési médnak a 3 dimenzids nyomtatas bizonyult.
Ennek a gyartasi technolégianak egyik elénye, hogy a modellezést kovetden gyorsan lehet
beldle prototipust gyéartani, valamint miiszaki rajzot sem sziikséges beldle késziteni. A
tervezoprogramban késziilt modellt elészor olyan file-formatumma kell konvertdlni, ame-
lyet az adott nyomtatéeszkoz tud értelmezni (g-code). Ehhez kiilon program kell, amely
nyomtatonként eltérhet. Ezekben a konvertald programokban allithato be, hogy a nyom-
tatds pontosan hogy bonyolédjon le (11} 4bra).
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11. dbra. Program a 3D modell nyomtatasra alkalmas file generalasdhoz

Nyomtatasi metédus és anyagok szerint tobbféle nyomtatd is létezik. Az altalam
tervezett vizsgdlatokhoz nem sziikséges merev vagy strapabiré anyaggal dolgoznom, el-
lenben elonyos, ha kis tomegli a mintatartom, ezért miianyaghdl célszerti azt elkésziteni.
Té6bbféle milanyagnyomtaté-eljaras 1étezik, ilyenek példdul az SLA (Stereo Lithography
Apparatus), vagy az SLS (Selective Laser Sintering). Az el6bbi fotopolimer toltéanyagot
hasznal alapul, amely lézerfény hatasara térhalésodik. A muigyantat egy kddbdl rétegenként
kiemelve és megszilardulva valésul meg a modell. Az SLS mddszer egy termoplasztikus
porszerii anyag Osszeolvasztasaval dolgozik. Ennek elonye a nagy pontossig és a geomet-
riai szabadsag, ellenben viszonylag dréga technoldgidnak szamit [17].

A mérésekhez hasznélt mintatartét FDM (Fused Deposition Modeling) mddszerrel
nyomtattam PLA miianyagbol. Ez a fajta nyomtaté a szilard milanyagszalat egy forrd,
esetiinkben 215 °C-os extruderbe vezetve megolvasztja. Az extruder aljan a meleg folyékony
muanyag kifolyik, igy annak poziciondlasaval egy talcan rétegenként képes a gép felépiti
a mintatartot. A modszer elonye, hogy viszonylag olcsé az ezen alapulé nyomtatd, és az
altalam haszndlt alapanyag is. A hatranya viszont, hogy a fentebb emlitett eljarasokhoz
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képest kisebb a pontossaga (partized milliméter). A mésik hatrany, hogy mivel rétegenként
épitkezik, ezért nem minden geometria valésithaté meg vele, mivel minden rétegnek kell
alap, amire érkezik. Emiatt néha alatamasztasokat kell alkalmazni, hogy ne siillyedjen
be. Ez a fentebb emlitett program segitségével torténik és legtobb esetben a tervezo donti
el, hogy hova érdemes elhelyezni. A kitamasztasok mindig eltavolithatok a nyomtatést
koveté megmunkalassal.

3.4. Mérések és méréskiértékelés

Az elkésziilt mintatartéval kelkdposztaleveleken végeztem fluoreszcencia élettartam méré-
seket, amely novény a rétegeltsége miatt elényos a vizsgalataimhoz. A kiils6 rétegek a
kornyezeti fénynek jobban kitettek, benniik jol fotoszintetizalé kloroplasztiszok vannak.
Ezzel szemben a bels6 rétegekbe nem, vagy alig jut fény, igy abban ”zsdkutcaba” keriilt
kloroplasztiszok, tigynevezett etioplasztiszok taldlhatok. Ezek fotoszintetikus viselkedést
kevéshé, vagy egyaltalan nem mutatnak.

A rétegeket 1-6-ig szamoztam be, amelybdl az l-es szamu a legkiils6 réteg és be-
felé haladva novekszik a rétegek szamozasa. A levélmintdkat azonban nem csak ezzel
a modszerrel vizsgaltam. Az ELTE-s kollégak készitettek izolalt szuszpenzidkat, me-
lyeket a korabbi folyékony mintdk vizsgalatara kifejlesztett elrendezésben vizsgaltam.
A folyadékmintakhoz ugyanazt a lézert, valamint detektort hasznaltam. Az egyetlen
valtoztatds, ami médosul a5l dbrdan bemutatott elrendezéshez képest, az a mintatarté.
Korabbi munkéaim soran megvaldsitottam egy folyékony mintak mérésére alkalmas tartot
is, amelyet felhasznaltam a folyékony mintak mérésére is . abra).

12. dbra. Folyékony mintdk mérésére alkalmas tarté [I]
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Minden mérést a kornyezeti fényt6l védett kornyezetben végeztem el. Az [0 4brdn
szerepld (c) tubusban olyan sziir6k vannak, amelyek leginkabb a 700 nm és 750 nm
hullamhosszisdgu fényt engedik at. A két szlird egyiittes transzmisszidjat a [13] abra
mutatja.
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13. dbra. Tubusban 1év6 sziir6k transzmisszidja a hullamhossz fliggvényében

Amennyiben til széles levéllel végeztem a mérést, a7l abran szerepld teté médositott
valtozatat helyeztem a tartéra. A bioldgiai mintak alacsony fénykitettségének megorzése
érdekében.

A mérésekhez és az adatok kiértékeléséhez rendelkezésemre &alltak a PicoHarp300
méro, valamint az EasyTau nevii méréskiértékelé programok, amelyek a lézerekhez ha-
sonléan a PicoQuant nevii vallalat termékei. A PicoHarp kezel6feliiletét a [14] abran
lathatjuk. Itt allithatunk be olyan fontos paramétereket, mint példaul a mérés integraldsi
idejét, valamint a program azt is jelzi, ha til sok az egy gerjesztéfotonra jutd fluoresz-
cencia.
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14. dbra. PicoHarp kezelofeliilet

A fiiggbleges tengely a beérkezett fotonok szamét jelzi, mig a vizszintes a gerjesztés
Ota eltelt id6t mutatja. A program 8 kiilonbozé adatsort képes kirajzolni és elmenteni,
amely megkonnyiti az egyes mintakon elvégzett kisérletek ismétlését és kiértékelését. Egy
elohivhaté munkaablakban a program becslést is ad az egyes fluoreszcencia lecsengésekre,
ez azonban nem tekintheté pontos eredménynek. A lecsengési idék precizebb meg-
hatarozasahoz az EasyTau programot hasznaltam, amely az elméleti bevezetoben taglalt
rekonvolicids eljarast alkalmazza.

A programban bedllithaté, hogy egy adatsort impulzusvélaszként vagy lecsengésként
kezeltink. Miutan ezt megadtuk, beallitjuk hogy milyen alaku fliggvényt keresiink meg-
oldasnak. A tapasztalat az, hogy két exponencidlis 0sszegénél kellGen kis hibdju illesztés
elérhet6. Fontos beallitandé paraméter még a hattérzaj és a figyelembe veend6 adatok
kijelolése, amelyeket kurzorok segitségével tehetiink meg. Azt tapasztaltam, hogy a le-
csengésnél fontos, hogy melyik adatokat szérjuk ki, ugyanis a jel végén elofordulhatnak
kisebb elektronikabol adédoé cstucsok. Az IRF-ben ilyen kiugras nem taldlhaté, igy ott a
kurzorok bedllitdsa nem sokat valtoztatott az illesztés eredményén. Egy illesztést akkor
tekintettem elfogadhaténak, ha a hibat jellemzd x? paraméter 0.8 és 1.2 kozé esett (amely
érték tokéletes illesztésnél 1 lenne).
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15. dbra. EasyTau kezeldfeliilete

A programban a T, érték a leginkabb alkalamas a lecsengési id6 meghatdrozasara.
Minden réteget haromféleképpen vizsgaltam meg. Megmértem a lecsengést a levélminta
szinén és a vele ellentétes oldali fonakjan, valamint a belole készitett szuszpenzion. Mind-
den esetben legaldbb 5 mérést hajtottam végre és minden adatsoron végrehajtottam a re-
konvoluciés eljarast. Az igy kapott 7,y értékeket atlagoltam és kiszamoltam ezek szérasat
is. Az egyes rétegeken mért idoallandok atlagait és szorasait a (1l tablazatban foglaltam
Ossze.

’ Rétegek sorszama \ 1 \ 2 \ 3 \ 4 \ ) ‘
Izolalt mintakon
mért atlag [ps]
Levél fondkjan
mért atlag [ps]
Levél szinén
mért atlag [ps]
Izolalt mintakon
mért szoras [ps|
Levél fondkjan
mért szoras [ps|
Levél szinén
mért szoras [ps|

671 | 708 | 1552 | 1819 | 2006

043 | 882 | 2136 | 2322 | 2606

588 | 1111 | 2188 | 2305 | 2653

37 | 30 25 17 41

31 18 25 20 14

103 | 51 28 21 17

1. tablazat. Kelkaposzta leveleken mért lecsengési idok atlagai és szorasai pikoszekun-
dumban megadva

A tablazat eredményeit oszlopdiagramon abrazoltam, melyen latszodik, hogy je-
lent6s kiilonbség mérhet6 a szilard mintakon, viszont nyomonkovetheto a rétegekre jel-
lemz6 novekvo tendencia. Fontos megjegyezni azt a tényt, hogy a mérési eredményeink
nem pontosan ugyanahhoz a levélhez tartoznak. Az izolalt minta eléallitasahoz mindig
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2-3 szomszédos levelet hasznaltunk fel, mig a méroberendezéssel kozvetleniil mért mintak
ezek valamelyik szomszédja.

Fluoreszcencialecsengési idGk

3000

2500

:

B zolalt mintak

= Fonak

M Szin

:

Lecsengési idSk [ps]
g

500

Rétegek szama

16. abra. Lecsengési idok az egyes rétegekre vonatkoztatva

Szemmel is jol megfigyelheto a lecsengési id6 kiilonbség, ha az izolalt mintédk egyes
rétegeihez tartozd adatsorait egy abran tiintetem fel . abra). Mivel a bérkezé foton-
szam fliggott attol, hogy milyen mértékben volt sziikséges a fluoreszcenciafény elnyomaésa,
ezért érdemes volt a maximalisan beérkez6 fotonszam szerint lenormalni minden adatot.

Jellegre hasonlé abrat kapunk, amennyiben ugyanezt abrazoljuk a levélmintakon végzett
mérések adatsoraival abra).
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18. abra. Rétegekbdl készitett izolalt szuszpenzidk normalt lecsengése

A folyadékminték és a levelek szinén mért értékek esetében megfigyeltem egy mésik
érdekes jelenséget is, amely a mérések szorasat novelte. A biologiai mintdk esetében
gyakran elofordul az a nehézség, hogy a mérési eredményt befolyasoljak a mérés elétti
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koriilmények, aminek a minta ki volt téve. A folyadékmintakban az izoldlas miatt sokkal
kisebb volt a klorofill-koncentracié mint a szilard levélmintadkban, emiatt a méréseket
nagyobb integralasi id6vel kellett lebonyolitani. A szuszpenzidkndl ez az id6 nagyjabol
1 perc volt, azaz az els6 és az utolsé mérés kozott 5 perc telt el. Ez az id6é mar éppen
elegend6 ahhoz, hogy a minta masképp viselkedjen, azaz befolyasolja az a tény, hogy
folyamatosan gerjesztofénynek van kitéve. A abran megfigyelheto, ahogy a relaxacios
idok minden mérés utan egyre kisebbek.
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19. dbra. Oldat lecsengési ideje az id6 fiiggvényében

Ugyanez a jelenség jatszodott le az 1. réteg levél szinén elvégzett méréseknél
abra).
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20. abra. 1. réteg levél szinén elvégzett mérések lecsengési ideje az id6 fiiggvényében

Minél alacsonyabb szamozasu réteget vizsgaltam, annal nagyobb mértékben tapasztal-
tam a relaxaciés idok csokkenését. Ennek magyarazata az lehet, hogy a kiilso rétegekben
indukalt, miikodéképes kloroplasztiszok vannak, melyeknél a fotoszintetikus miikodés,
vagy a fénykornyezetre valé érzékenység jelentosebb.

4. Osszefoglalas

A munkam soran olyan mintatartot készitettem, amellyel megvaldsithatéva valik az
idokorreldlt fotonszamlaldson alapulé fluoreszcencia élettartamok mérése szilard névényi
mintadkon. Ez az 1j mérési mddszer hatékonynak bizonyult, igy lehetoségiink nyilik
levélmintak differencidlt vizsgalatara, amely mind mezégazdasdgi, mind alapkutatasi
szempontbdl elonyosnek mondhato.

A méréseket kelkaposzta leveleken végeztem és az eredményeket Osszehasonlitottam
az izolalt mintdkon mért, hasonlé modon kiértékelt lecsengési idékkel. Az Osszeha-
sonlitasbdl tisztan latszik a szilard- és folyékonymintakon megfigyelheté hasonld tenden-
cia. A kiils6 rétegekbdl izolalt mintakban egyértelmiien magasabb volt a kloroplasztisz-
koncentracio, amely jobb fotoszintetizdld képességet, és ebbdl adéddan kisebb lecsengési
idoket eredményezett. Ugyanezt taldltam, amennyiben a levelek szinén és fonakjan mért
fluoreszcencia lecsengési idoket hasonlitottam Ossze. Az 1j mintatarté elony az, hogy a
szilard levélmintakon helyileg, akar a novény sériilése nélkiil is végezhetiink méréseket.

A fotoszintézis vizsgalatanak és megértésének egyik fontos eleme lehet a lecsengési
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idok vizsgalata, melyre az altalam készitett mintatarto és mérési elrendezés alkalmas.

5. Koszonetnyilvanitas

Eziton is szeretném megkoszonni dr. Lenk Sandornak a témavezetomnek, aki koordinalta
és segitette a munkamat. Koszonom tovabba Gadoros Patriknak, aki a mechanikai ter-
vezésben és 3D nyomtatasban segédkezett. Végiil, de nem utolsé sorban Sagi-Kazar
Maténak a novényi mintakat, a folyadék izolacios munkajat, valamint a szamos értékes
novénybiolégiai informaciot. Koészonom tovabba minden egyetemen dolgozd, vagy egye-
temen tanul6 kolléganak, akik barmilyen formaban elésegitették a haladast ebben a ku-
tatasban.

A kutatast a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovéacidés Alap tamogatta a Nem-
zeti Kivalésagi Program keretében, a ”Kvantumbitek eloallitasa, megosztasa és kvan-
tuminforméciés halézatok fejlesztése” cimi, 2017-1.2.1-NKP-2017-00001. szamu projekt
részeként.
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