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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung einer Konzentration einer fluoreszie-
renden Substanz in einem Medium, wobei das Medium mit der fluoreszierenden Substanz von
einer Anregungsstrahlung mit einer Anregungswellenlange durchstrahlt wird, so dass die fluo-
reszierende Substanz zur Aussendung einer Fluoreszenzstrahlung mit einer Fluoreszenzwellen-
lange angeregt wird, wobei die Intensitat der Fluoreszenzstrahlung gemessen wird, aus welcher
die Konzentration der fluoreszierenden Substanz in dem Medium ermittelt wird.

[0002] Weiters betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur Bestimmung einer Konzentration einer
fluoreszierenden Substanz in einem Medium, mit zumindest einer ersten Strahlungsquelle zur
Abgabe einer Anregungsstrahlung mit einer Anregungswellenlange, mit einem ersten Sensor
zum Messen der Intensitat einer durch die Anregungsstrahlung angeregten, eine Fluoreszenz-
wellenldnge aufweisenden Fluoreszenzstrahlung, und mit einer Recheneinheit zur Ermittlung
der Konzentration der fluoreszierenden Substanz in Abhangigkeit von der Intensitat der Fluo-
reszenzstrahlung.

[0003] Aus dem Stand der Technik ist ein Verfahren zur Bestimmung der Anwesenheit einer
fluoreszierenden Substanz in einem Medium bekannt, bei welchem die fluoreszierende Sub-
stanze mittels einer Anregungsstrahlung gezielt zur Fluoreszenzstrahlung angeregt wird. Die
Intensitit der Fluoreszenzstrahlung wird gemessen, um abhingig vom Messergebnis auf die
Anwesenheit der fluoreszierenden Substanz zu schlieBen. Die Fluoreszenzmessung als solche
wird jedoch im allgemeinen jedoch nicht als zuverldssiges quantitatives Messverfahren angese-
hen, da nur in Ausnahmeféllen aus der Intensitat der Fluoreszenzstrahlung auf die Konzentrati-
on der fluoreszierenden Substanz riickgeschlossen werden kann. In der Immunologie werden
beispielsweise Antikdrper mit einer fluoreszierenden chemischen Gruppe versehen, so dass die
Orte, an die die Antikérper binden, anhand der Fluoreszenz erkennbar sind. Die Antigen-
Konzentration kann damit teilweise auch quantitativ bestimmt werden.

[0004] In der Praxis wurde jedenfalls beobachtet, dass die gewlinschte Genauigkeit in der
Konzentrationsbestimmung durch Messen der Fluoreszenz normalerweise nicht erreicht wurde.
Beobachtet wurde einerseits ein Einfluss der Geometrie der Messkammer auf die Messgenau-
igkeit. Auch bei zeitlich variierenden Bedingungen wurden mit dem bekannten Verfahren keine
zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt. Dieses Problem konnte bisher nicht gel6st werden.

[0005] Demnach besteht die Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin, ein Verfahren und eine
Vorrichtung der eingangs angeflihrten Art zu schaffen, mit welchem bzw. mit welcher eine
hochgenaue Bestimmung der Konzentration einer fluoreszierenden Substanz erméglicht wird.
Angestrebt wird insbesondere, den Einfluss der Geometrie der Messkammer auf die Mess-
genauigkeit zu verringern bzw. auszuschalten. Zudem soll die Konzentrationsbestimmung auch
bei zeitlich variierenden Bedingungen prazise vorgenommen werden.

[0006] ErfindungsgemaB wird zur Lésung dieser Aufgabe zudem die Intensitat eines transmit-
tierten Anteils der Anregungsstrahlung gemessen, wobei die Konzentration der fluoreszieren-
den Substanz aus der Intensitdt des transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung und der
Intensitat der Fluoreszenzstrahlung ermittelt wird.

[0007] Vorteilhafterweise wird daher nicht nur, wie bisher, die Fluoreszenz gemessen, sondern
es wird zudem berlcksichtigt, dass auch die Absorption des Anregungslichtes in der Probe mit
der fluoreszierenden Substanz die Intensitdt der gemessenen Fluoreszenzstrahlung beeinflus-
sen kann. Wie stark der Einfluss der Absorption auf die Bestimmung der Konzentration ist, kann
insbesondere von den Langen abhingen, welche das Licht in der Probe zurlcklegt. Demnach
ist der Einfluss der Absorption insbesondere von der Geometrie der Messkammer abhéngig. Da
diese Effekte in der bisher eingesetzten Fluoreszenzmessung nicht bertcksichtigt wurden,
konnte aus der gemessenen Fluoreszenzintensitat als solche nicht auf die Konzentration des
fluoreszierenden Stoffes in der Probe geschlossen werden. Demgegeniiber kann das erfin-
dungsgeméBe Verfahren als hochgenaues quantitatives Verfahren zur Bestimmung der Kon-
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zentration der fluoreszierenden Substanz eingesetzt werden. Es hat sich einerseits gezeigt,
dass bei Durchfiihrung des Verfahrens zur Bestimmung der Konzentration der fluoreszierenden
Substanz die Absorption proportional zur Fluoreszenz ansteigt. Das bedeutet, dass das zur
Fluoreszenzmessung nétige Anregungslicht mit zunehmender Eindringtiefe in das Probemedi-
um abgeschwécht wird, was zu einer Verringerung des resultierenden Fluoreszenzsignals flhrt.
Dariliber hinaus tritt in der Praxis bei unbekannten Proben hdufig eine Absorption des Anre-
gungslichtes in der Probe auf, welche nicht urséchlich mit der Fluoreszenz oder mit der Kon-
zentration des die Fluoreszenz hervorrufenden Stoffes in Verbindung steht. Insgesamt ergibt
sich daher im Falle der reinen Fluoreszenzmessung ein systemimmanenter Fehler, der nicht
durch Informationen aus der Fluoreszenzmessung korrigiert werden kann. Erfindungsgeman
wird dieser Fehler dadurch ausgeschaltet, dass der transmittierte Anteil der Anregungsstrah-
lung, welcher Aufschluss Uber die Absorption der Anregungsstrahlung beim Durchgang durch
das Messvolumen gibt, gemessen wird. Die Bestimmung der Konzentration der fluoreszieren-
den Substanz erfolgt sodann auf Basis sowohl der Fluoreszenz als auch der Transmission der
Anregungsstrahlung. Dieses Verfahren ist insbesondere dann von Vorteil, wenn eine Tribung
der Probe bzw. eine aus anderen Griinden erhéhte Absorption der Anregungsstrahlung, bei-
spielsweise durch Zugabe einer Reaktionschemie, zur Abschwéchung der das Medium durch-
dringenden Anregungsstrahlung und in der Folge auch zu einem verringerten Fluoreszenzsignal
fihrt. Bei einer reinen Fluoreszenzmessung ware die Anderung im Signal nicht von einer gerin-
geren Fluoreszenz unterscheidbar, womit ein ungenaues bzw. falsches Ergebnis in der Kon-
zentrationsbestimmung erhalten wirde. Demgegenuber bietet die gleichzeitige Messung von
Absorption und Fluoreszenz einerseits den Vorteil, dass der transmittierte Anteil der Anre-
gungsstrahlung zur Korrektur von Nichtlinearitdten und Falschmessungen aufgrund der Absorp-
tion der Anregungsstrahlung in der Probe herangezogen werden kann. Dies ist beispielsweise
dann vorteilhaft, wenn unterschiedliche Geometrien der die Probe aufnehmenden Messkam-
mern zu berlicksichtigen sind. Weiters kann beispielsweise aus der Beziehung zwischen Ab-
sorption und Fluoreszenz nach dem Eindosieren einer Reaktionschemie, insbesondere eines
Substrats, eine Aussage Uber den qualitativen Zustand der zugegebenen Reaktionschemie
getroffen werden. Ein weiterer Vorteil der Erfindung liegt darin, dass bei einem langer andau-
ernden Messvorgang Anderungen in der Konzentration mit hoher Genauigkeit von Variationen
in der Durchlassigkeit der Probe unterschieden werden kdnnen. Besonders bevorzugt ist hier-
bei, wenn die Intensitat der Fluoreszenz und die Intensitat der Transmission der Anregungs-
strahlung gleichzeitig an ein und demselben Volumselement des Mediums mit der fluoreszie-
renden Substanz gemessen wird. Dies ist vor allem dann von Vorteil, wenn die Probe inhomo-
gen ist oder sich ihr Zustand zeitlich rasch verandert. Bei stabilen und homogenen Proben, die
zudem in ausreichender Menge vorhanden sind, kann die Fluoreszenz und die Transmission
der Anregungsstrahlung jedoch alternativ auch in derselben Vorrichtung zeitlich nacheinander
oder (auch zeitgleich) in getrennten Messeinrichtungen gemessen werden.

[0008] GemaR einer besonders bevorzugten Ausfiihrung wird das Medium mit der fluoreszie-
renden Substanz weiters von einer die Fluoreszenzwellenldnge aufweisenden Fluoreszenz-
absorptionsstrahlung durchstrahlt, die Intensitét eines transmittierten Anteils der Fluoreszenz-
absorptionsstrahlung gemessen und die Konzentration der fluoreszierenden Substanz aus der
Intensitat des transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung, der Intensitat der Fluoreszenz-
strahlung und der Intensitdt des transmittierten Anteils der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung
ermittelt wird. Bei dieser Ausfuhrung wird daher die Transmission bzw. Absorption der Probe bei
Durchstrahlung mit der Fluoreszenzwellenlange als weitere EingangsgréBe fir die Bestimmung
der Konzentration der fluoreszierenden Substanz herangezogen. Die Messung des transmittier-
ten Anteils der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung wird hierbei bei abgeschalteter Anregungs-
strahlung vorgenommen, so dass die Transmission der Probe bei Durchstrahlung mit der Fluo-
reszenzwellenlange unabhangig von der mit der Anregungsstrahlung angeregten Fluoreszenz
bestimmbar ist. Demnach wird bei dieser Ausflihrung die Konzentration der fluoreszierenden
Substanz aus einem Messwert-Triplett bestimmt, welches sich aus der Fluoreszenzstrahlung
einerseits und der Transmission der Anregungsstrahlung und der Fluoreszenzabsorptionsstrah-
lung andererseits zusammensetzt. Die Transmission von Anregungsstrahlung bzw. Fluores-
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zenzabsorptionsstrahlung beim Durchgang durch das Medium mit der fluoreszierenden Sub-
stanz werden hierbei als Korrekturwerte dem Fluoreszenzsignal aufgeschaltet.

[0009] Um noch genauere Messergebnisse zu erhalten, ist bevorzugt vorgesehen, wenn zudem
die Intensitat eines die Anregungswellenlange aufweisenden Streulichts gemessen und die
Konzentration der fluoreszierenden Substanz aus der Intensitat des transmittierten Anteils der
Anregungsstrahlung, der Intensitat der Fluoreszenzstrahlung und der Intensitét des Streulichts,
gegebenenfalls (d.h. sofern gemessen) auch der Intensitat des transmittierten Anteils der Fluo-
reszenzabsorptionsstrahlung, ermittelt wird. Die Messung der Streustrahlung wird insbesondere
durch einen dritten Strahlungssensor bewerkstelligt, welcher vorzugsweise fiir die Anregungs-
wellenlange empfindlich ist bzw. welchem ein entsprechender Bandpassfilter mit Zentralwellen-
lange Ao, vorgeschaltet ist.

[0010] Zur hochgenauen Konzentrationsmessung ist bevorzugt vorgesehen, dass die Konzent-
ration der fluoreszierenden Substanz aus einem Kennlinienfeld ermittelt wird, welches die Kon-
zentration der fluoreszierenden Substanz in Abh&ngigkeit von der Intensitét des transmittierten
Anteils der Anregungsstrahlung, der Intensitét der Fluoreszenzstrahlung und gegebenenfalls
(d.h. sofern gemessen) von der Intensitat des transmittierten Anteils der Fluoreszenzabsorpti-
onsstrahlung und/oder der Intensitat des Streulichts angibt. Das Kennlinienfeld kann empirisch
erhalten werden. Alternativ kann ein Rechenmodell verwendet werden, welches die Eingangs-
gréBen fir die Bestimmung der Konzentration der fluoreszierenden Substanz in Bezug zuei-
nander setzt.

[0011] Hierbei ist es insbesondere glinstig, wenn das Kennlinienfeld in einem der Ermittlung der
Konzentration der fluoreszierenden Substanz vorgeschaltenen Messverfahren bestimmt wird, in
welchem fir vorgegebene Eichkonzentrationen der fluoreszierenden Substanz jeweils die In-
tensitét der Fluoreszenzstrahlung, die Intensitat des transmittierten Anteils der Anregungsstrah-
lung und gegebenenfalls die Intensitat des transmittierten Anteils der Fluoreszenzabsorptions-
strahlung und/oder die Intensitat des Streulichts gemessen wird. Vorteilhafterweise kann hiermit
eine eindeutige Beziehung zwischen der Konzentration der fluoreszierenden Substanz und den
EingangsgroBen ermittelt werden, welche bei Bestimmung einer unbekannten Konzentration
der fluoreszierenden Substanz herangezogen wird. Zur Erhéhung der Auflésung ist es giinstig,
wenn die Messpunkten des Kennlinienfelds in an sich bekannter Weise durch eine Naherungs-
kurve interpoliert sind. Im Fall der Berlcksichtigung des Streulichts kénnen mehrere Mess-
durchgéange fir gleiche Absorption und variierende Streuung vorgenommen werden. Alternativ
zu einem solchen Mess- bzw. Eichverfahren kann die Beziehung zwischen der Konzentration
und den einzelnen MessgréBen auch durch einen mathematischen Zusammenhang erhalten
werden.

[0012] Um die Genauigkeit in der Messung zu verbessern, ist es glinstig, wenn der transmittier-
te Anteil der Anregungsstrahlung nach dem Durchgang durch das Medium mit der fluoreszie-
renden Substanz umgelenkt wird, bevor die Intensitdt des transmittierten Anteils der Anre-
gungsstrahlung gemessen wird. Hiermit kdnnen vorteilhafterweise Storeffekte vermieden wer-
den, welche bei einer Messung der Transmission der Anregungsstrahlung in Richtung der
Durchstrahlung des Mediums mit der fluoreszierenden Substanz auftreten kénnten.

[0013] Die Vorrichtung der eingangs angefiihrten Art ist dadurch gekennzeichnet, dass ein
zweiter Sensor zum Messen der Intensitét eines transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung
vorgesehen ist, wobei die Recheneinheit zur Ermittlung der Konzentration der fluoreszierenden
Substanz in Abhangigkeit von der Intensitédt des transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung
und der Intensitat der Fluoreszenzstrahlung eingerichtet ist.

[0014] Hiermit kdnnen dieselben Vorteile und technischen Effekte wie bei dem zuvor erlauterten
Verfahren erzielt werden, so dass auf die vorstehenden Ausfliihrungen verwiesen wird. Die
Recheneinheit weist hierbei vorzugsweise einen Speicher auf, in welchem ein Kennlinienfeld
gespeichert ist, welches die Beziehung zwischen der Konzentration der fluoreszierenden Sub-
stanz und der Intensitdt des transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung, der Intensitat der
Fluoreszenzstrahlung, vorzugsweise auch der Intensitat des transmittierten Anteils der Fluores-

3/17



> gsterreichisches AT 513 863 B1 2014-12-15
V patentamt

zenzabsorptionsstrahlung, enthélt.

[0015] Um die Genauigkeit der Konzentrationsbestimmung weiter zu verbessern, ist es glinstig,
wenn eine zweite Strahlungsquelle zur Durchstrahlung des Mediums mit der fluoreszierenden
Substanz mit einer die Fluoreszenzwellenlange aufweisenden Fluoreszenzabsorptionsstrahlung
vorgesehen ist. Die zweite Strahlungsquelle ist unabhangig von der ersten Strahlungsquelle
ein- bzw. ausschaltbar, so dass die Intensitét des transmittierten Anteils der Fluoreszenzabsorp-
tionsstrahlung, d.h. die Absorption einer die Fluoreszenzwellenldnge aufweisenden Strahlung
beim Durchgang durch das Medium, im eingeschalteten Zustand der zweiten Strahlungsquelle
und im ausgeschaltenen Zustand der ersten Strahlungsquelle bestimmbar ist.

[0016] Vorzugsweise ist der erste Sensor zum Messen der Intensitat des transmittierten Anteils
der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung eingerichtet. Alternativ kann zur Messung des transmittier-
ten Anteils der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung ein eigener, dritter Sensor vorgesehen sein.
Der erste Sensor ist mit der Recheneinheit verbunden, welche die Intensitat der Fluoreszenz
und die Intensitéat der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung als weitere EingangsgréBen (neben der
Transmission der Anregungsstrahlung) zur Bestimmung der Konzentration der fluoreszierenden
Substanz erhalt.

[0017] Dariiber hinaus ist bevorzugt, wenn ein dritter Sensor zum Messen der Intensitat eines
Streulichts vorgesehen ist. Der dritte Sensor ist mit der Recheneinheit verbunden, welche die
Intensitdt des Streulichts als weitere EingangsgrdBe zur Bestimmung der Konzentration der
fluoreszierenden Substanz erhalt.

[0018] Gem&B einer bevorzugten Ausflhrung ist der ersten Strahlungsquelle und/oder der
zweiten Strahlungsquelle jeweils ein Referenzsensor zur Kalibrierung der ersten bzw. zweiten
Strahlungsquelle zugeordnet. In einer bevorzugten Ausfiihrung misst der Referenzsensor,
beispielsweise indem ein konstanter Prozentsatz des Anregungslichtes mittels eines teildurch-
lassigen Spiegels aus dem Strahlengang des Anregungslichtes ausgekoppelt und dem Refe-
renzsensor zugefiihrt wird, standig die Intensitat der Anregungsstrahlung. Dieses Referenzsig-
nal wird zu jeder Zeit mit den gemessenen (Transmissions- und Fluoreszenz-)Signalen vergli-
chen. Die Messsignale werden daher stets auf die vom Referenzsensor zur gleichen Zeit ge-
messene Intensitat des Anregungslichtes bezogen. Damit wird vorteilhafterweise sichergestellt,
dass etwaige Schwankungen der Intensitat des Anregungslichtes keinen Einfluss auf das Mes-
sergebnis haben.

[0019] In einer bevorzugten Anwendung ist eine Messkammer, insbesondere eine Klivette, zur
Aufnahme des Mediums mit der fluoreszierenden Substanz vorgesehen. Vorzugsweise liegt
das Medium mit der fluoreszierenden Substanz als fliissige Probe vor. Alternativ kann die Kon-
zentration einer fluoreszierenden Substanz in einem gasférmigen Medium bestimmt werden. In
manchen Ausfihrungen ist es glnstig, wenn mehrere Messkammern vorgesehen sind, welche
jeweils auf eine unterschiedliche Fluoreszenz- bzw. Anregungswellenldnge abgestimmt sind, so
dass die Konzentrationen unterschiedlicher fluoreszierender Substanzen mit derselben Vorrich-
tung bestimmt werden kdnnen. Hierbei ist es ginstig, wenn auf die jeweiligen Wellenlangen
abgestimmte Kennlinienfelder, vorzugsweise mit Hilfe des oben beschriebenen Messverfah-
rens, verwendet werden.

[0020] GemaR einer weiteren bevorzugten Ausflihrung ist vorgesehen, dass die erste Strah-
lungsquelle zur Abgabe einer mehrere Anregungswellenldngen aufweisenden Anregungsstrah-
lung, insbesondere mit einem im Wesentlichen kontinuierlichen Anregungsspekirum, eingerich-
tet ist. Hiefir werden bevorzugt Kennlinienfelder der Konzentration flr einen zumindest im
Wesentlichen kontinuierlichen Wellenlangenbereich der Anregungs- bzw. Fluoreszenzwellen-
lange verwendet, wodurch das Verfahren auf die Bestimmung der Konzentration fluoreszieren-
der Substanzen in einem zumindest im Wesentlichen kontinuierlichen Wellenlangenbereich
erweitert werden kann. Zu diesem Zweck kann das oben beschriebene Messverfahren in engen
Frequenzabsténden fir eine Vielzahl von Anregungs- bzw. Fluoreszenzwellenldéngen durchge-
fihrt werden, wodurch die Kennlinienfelder fir den interessierenden Wellenlangenbereich erhal-
ten werden. In diesem Fall ist es nicht erforderlich, dass die erste Strahlungsquelle zur Abgabe
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einer monochromatischen Anregungsstrahlung (oder die zweite Strahlungsquelle zur Abgabe
einer monochromatischen Fluoreszenzabsorptionsstrahlung) eingerichtet ist, wie dies bei Un-
tersuchung einer einzelnen, im Wesentlichen diskreten Fluoreszenz- bzw. Anregungswellenlén-
ge bevorzugt vorgesehen ist. Stattdessen ist die erste Strahlungsquelle zur Abgabe einer meh-
rere Anregungswellenlangen aufweisenden Anregungsstrahlung, insbesondere mit einem im
Wesentlichen kontinuierlichen Anregungsspektrum, eingerichtet. Als erster oder zweiter Sensor,
gegebenenfalls als Referenzsensor, ist bei dieser Ausfihrung bevorzugt jeweils ein Spektrome-
ter vorgesehen. Darliber hinaus ist es bei dieser Ausfiihrung glinstig, wenn die zweite Strah-
lungsquelle zur Abgabe der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung, gegebenenfalls zudem der Sen-
sor fiir die Streulichtintensitit, entfallen, da die hiermit darstellbaren Informationen bereits im
Absorptions- bzw. Fluoreszenzspekirum enthalten sind.

[0021] Zur Vermeidung von die Messgenauigkeit beeintréchtigenden Stéreffekten ist es glins-
tig, wenn zwischen der Messkammer und dem zweiten Sensor ein Umlenkspiegel zum Umlen-
ken des transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung angeordnet ist.

[0022] Vorzugsweise bewirkt der Umlenkspiegel eine Umlenkung des transmittierten Anteils der
Anregungsstrahlung um im Wesentlichen 90°. Vorteilhafterweise kann hiermit die Genauigkeit
beim Messen der Transmission der Anregungsstrahlung deutlich verbessert werden.

[0023] Zur Auskopplung der Anregungsstrahlung ist es insbesondere ginstig, wenn als Um-
lenkspiegel ein Strahlteiler, insbesondere ein frequenzselektiver Strahlteiler, vorgesehen ist.
Vorzugsweise ist der frequenzselektive Strahlteiler als Langpass (d.h. im Frequenzraum als
Tiefpass) ausgefiihrt, welcher Strahlung der Fluoreszenzwellenldnge nicht reflektiert, sondern
durchl&sst.

[0024] Mit dieser Ausfiihrung kann insbesondere erreicht werden, dass vom zweiten Sensor
reflektierte Strahlung der Fluoreszenzwellenlange nicht zuriick durch die Messkammer und in
der Folge zum ersten Sensor gelangt. Gleichzeitig kann hiermit verhindert werden, dass Strah-
lung der Fluoreszenzwellenldnge aus der Messkammer zum zweiten Sensor gelangt. Dies ist
insbesondere deshalb von Bedeutung, da die Intensitdten von transmittierter Strahlung und
Fluoreszenzstrahlung um GrdBenordnungen unterschiedlich sein kdnnen. Der erste Sensor
(Fluoreszenzsensor) kann daher wesentlich empfindlicher als der zweite Sensor (Transmissi-
onssensor) sein. Vorzugsweise ist dem Umlenkspiegel zudem die zweite Strahlungsquelle fir
die Abgabe der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung zugeordnet. Hierbei ist es zudem glnstig,
wenn der Strahlteiler frequenzselektiv ist. Vorzugsweise liegt die Grenzwellenldnge des fre-
quenzselektiven Strahlteilers zwischen der Anregungswellenldnge und der Fluoreszenzwellen-
Iange. Hiermit kann insbesondere erreicht werden, dass der transmittierte Anteil der Anre-
gungsstrahlung im Wesentlichen zur Génze in den zweiten Sensor gelangt.

[0025] Die Erfindung wird nachstehend anhand von in den Zeichnungen dargestellten bevor-
zugten Ausflhrungsbeispielen, auf die sie jedoch nicht beschrénkt sein soll, noch weiter erlau-
tert. Im Einzelnen zeigen in der Zeichnung:

[0026] Fig. 1 eine Ansicht einer erfindungsgeméaBen Vorrichtung zur Bestimmung einer Kon-
zentration einer fluoreszierenden Substanz in einem Medium;

[0027] Fig. 2 eine Ansicht einer alternativen Ausflhrung der Vorrichtung zur Konzentrations-
bestimmung der fluoreszierenden Substanz;

[0028] Fig. 3 eine Ansicht einer weiteren Ausflihrung der Vorrichtung zur Konzentrationsbe-
stimmung der fluoreszierenden Substanz;

[0029] Fig. 4 eine Ansicht einer weiteren Ausfihrung der Vorrichtung zur Konzentrationsbe-
stimmung der fluoreszierenden Substanz;

[0030] Fig. 5 eine schematische Ansicht einer Recheneinheit zur Bestimmung der Konzentra-
tion der fluoreszierenden Substanz;

[0031] Fig. 6 ein Diagramm zur Veranschaulichung des Zusammenhangs zwischen der ange-
regten Fluoreszenz bzw. der Transmission der Anregungsstrahlung und der
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Durchlassigkeit des Mediums, wobei verschiedene Messkurven fir konstante
Eichkonzentrationen dargestellt sind;

[0032] Fig. 7 ein Diagramm mit einem Kennlinienfeld zur Bestimmung der Konzentration der
fluoreszierenden Substanz in Abhangigkeit von der Fluoreszenz und der Trans-
mission der Anregungsstrahlung; und

[0033] Fig. 8 ein Diagramm zur Veranschaulichung eines Anstiegs des Fluoreszenzsignals,
welcher nicht auf eine Erhdhung der Konzentration der fluoreszierenden Sub-
stanz, sondern auf einen Anstieg der Transmission der Anregungsstrahlung zu-
rickzuflhren ist.

[0034] Fig. 1 zeigt eine Vorrichtung 1 zur Bestimmung einer Konzentration ¢ einer fluoreszie-
renden Substanz in einem Medium, welches in einer Messkammer 2 aufgenommen ist. In der
gezeigten Ausfihrung ist als Messkammer 2 eine Klvette vorgesehen, in welcher eine flissige
Probe mit der fluoreszierenden Substanz aufgenommen ist. Die Vorrichtung 1 weist eine erste
Strahlungsquelle 3 zur Abgabe einer Anregungsstrahlung mit einer Anregungswellenlange Ao
auf. Zudem ist ein erster Sensor 4 zum Messen der Intensitét |y, einer durch die Anregungs-
strahlung angeregten Fluoreszenzstrahlung (kurz: Fluoreszenz) vorgesehen, welche eine im
Vergleich zur Anregungswellenlange Ao, groBere Fluoreszenzwellenlange Ao, aufweist. Wie
allgemein bekannt, weist das Fluoreszenzlicht stets eine groBere Wellenlange, d.h. eine niedri-
gere Frequenz (bzw. Energie), als dessen Anregungslicht auf.

[0035] Wie aus Fig. 1 weiters ersichtlich, ist zudem ein zweiter Sensor 5 vorgesehen, mit wel-
chem die Intensitét eines transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung lyans ex (Kurz: Transmis-
sion der Anregungsstrahlung) gemessen wird. Die Transmission der Anregungsstrahlung, wel-
che indirekt proportional zur Absorption der Anregungsstrahlung beim Durchgang durch die
Probe ist, wird gleichzeitig mit der Messung der Intensitat der Fluoreszenzstrahlung Ifiuor ge-
messen.

[0036] Dariiber hinaus ist eine Recheneinheit 6 (vgl. Fig. 5) vorgesehen, mit welcher die Kon-
zentration ¢ der fluoreszierenden Substanz ermittelt wird. In der gezeigten Ausflihrung wird die
Konzentration ¢ nicht nur in Abhangigkeit von der Fluoreszenz, sondern zudem auch abhangig
von der Transmission der Anregungsstrahlung bestimmt. Hiermit kann die Genauigkeit der
Konzentrationsmessung gegeniber herkémmlichen Verfahren, bei welchen ausschlieBlich das
Fluoreszenzsignal herangezogen wird, wesentlich gesteigert werden, sofern die Fluoreszenz-
messung als solche Uberhaupt eine quantitative Konzentrationsbestimmung ermdglichen konn-
te.

[0037] Wie aus Fig. 1 weiters ersichtlich, ist zudem eine zweite Strahlungsquelle 7 zur Durch-
strahlung der Probe mit einer die Fluoreszenzwellenldnge aufweisenden Strahlung, nachste-
hend Fluoreszenzabsorptionsstrahlung genannt, vorgesehen. Die Intensitét lyans em des transmit-
tierten Anteils (kurz: Transmission) der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung wird mit Hilfe des
ersten Sensors 3 gemessen, wahrend die erste Strahlungsquelle 3 ausgeschalten ist.

[0038] Wie aus Fig. 1 weiters ersichtlich, sind der ersten Strahlungsquelle 3 ein Referenzsensor
9 und der zweiten Strahlungsquelle 7 ein Referenzsensor 10 zugeordnet, mit welchen die erste
3 bzw. zweite Strahlungsquelle 7 kalibrierbar ist. Hieflr wird ein konstanter, vergleichsweise
geringer Prozentsatz des Anregungslichtes mittels eines teildurchlassigen Spiegels 25 aus dem
Strahlengang des Anregungslichtes ausgekoppelt und dem Referenzsensor 9 zugefiihrt, um
laufend die Intensitdt der Anregungsstrahlung zu erfassen. Die Transmission der Anregungs-
strahlung und die Fluoreszenz (gegebenenfalls auch die Streulichtintensitét, vgl. Fig. 3) wird zu
jeder Zeit auf das Referenzsignal bezogen, um hiermit eine Eichung der Messsignale vorzu-
nehmen. Entsprechend ist der zweiten Strahlungsquelle 7 ein weiterer teildurchlassiger Spiegel
26 vorgesehen, mit welchem ein (vergleichsweise geringer) Anteil der Fluoreszenzabsorptions-
strahlung in den Referenzsensor 10 umgeleitet wird. Damit kann eine Kalibrierung hinsichtlich
der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung vorgenommen werden.

[0039] Wie aus Fig. 1 weiters ersichtlich, weist die Vorrichtung 1 in der gezeigten Ausfiihrung
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zudem einen Umlenkspiegel 11 auf, welcher zwischen der Messkammer 2 und dem zweiten
Sensor 5 angeordnet ist. Hiermit wird der transmittierte Anteil der Anregungsstrahlung nach
dem Verlassen der Messkammer 2 relativ zur Durchstrahlungsrichtung umgelenkt. Der Umlenk-
spiegel 11 bewirkt hierbei eine Umlenkung des transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung
um im Wesentlichen 90° relativ zur Richtung der Anregungsstrahlung beim Durchgang durch
die Messkammer 2. In der gezeigten Ausfiihrung ist als Umlenkspiegel 11 ein Strahlteiler vor-
gesehen, welcher frequenzselektiv mit einer Grenzwellenldnge zwischen der Anregungs- und
der Fluoreszenzwellenlange ausgeflhrt ist, so dass Strahlung der Fluoreszenzwellenlange nicht
reflektiert, sondern durchgelassen wird. Damit wird einerseits verhindert, dass vom zweiten
Sensor 5 reflektierte Strahlung der Fluoreszenzwellenlange durch die Messkammer bis zum
ersten Sensor 4 und Strahlung der Fluoreszenzwellenlange aus der Messkammer 2 zum zwei-
ten Sensor 5 gelangt.

[0040] In der gezeigten Ausflihrung ist dem Referenzssensor 10, der zweiten Strahlungsquelle
7 und dem zweiten Sensor 5 je ein (optionaler) Bandpassfilter 12 vorgeschalten. Am Referenz-
sensor 10 wird ein Referenzwert fir die Intensitdt der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung erhal-
ten, um etwaige Schwankungen in der Intensitat der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung berick-
sichtigen zu kdnnen.

[0041] Wie aus Fig. 1 weiters ersichtlich, ist zwischen der ersten Strahlungsquelle 3 und der
Messkammer 2 ein weiterer Umlenkspiegel 13 vorgesehen, mit welchem die Anregungsstrah-
lung unter Umlenkung um im Wesentlichen 90° in die Messkammer 2 eingekoppelt wird. Der
Umlenkspiegel 13 ist entsprechend dem Umlenkspiegel 11 als frequenzselektiver Strahlteiler
ausgefihrt, dessen Grenzwellenldnge zwischen der Anregungs- A, und der Fluoreszenzwellen-
lange A liegt. Der erste Sensor 4 ist parallel zur Durchstrahlungsrichtung der Messkammer 2
auf der von der Messkammer 2 abgewandten Seite des Umlenkspiegels 13 angeordnet. Zudem
ist dem ersten Sensor 4, ebenso wie dem Referenzsensor 9 und der ersten Strahlungsquelle 3,
optional je ein Bandpassfilter 14 vorgeschalten. Der optionale Einsatz der Bandpassfilter 12, 14
kann insbesondere von der Charakteristik der Sensoren oder Strahlungsquellen abhéngig
gemacht werden.

[0042] Fig. 2 zeigt eine alternative Ausfiihrung der Vorrichtung 1 zur Bestimmung der Konzent-
ration ¢ der fluoreszierenden Substanz, wobei nachstehend lediglich auf die Unterschiede zu
Fig. 1 eingegangen wird.

[0043] GemaB Fig. 2 ist zwischen der ersten Strahlungsquelle 3 und der Messkammer 2 ein
teildurchldssiger Spiegel 15 angeordnet, mit welchem jeweils ein Anteil der Anregungsstrahlung
in die Messkammer 2 eingekoppelt bzw. dem Referenzsensor 9 zuflihrbar ist.

[0044] Am Referenzsensor 9 wird laufend ein Referenzsignal fur die Intensitat der Anregungs-
strahlung erfasst. Optional kann der ersten Strahlungsquelle 3 ein auf die Anregungswellenlan-
ge abgestimmter Filter 16 vorgeschalten sein. Ein weiterer Filter 16 fir die Anregungswellen-
lange Ay ist dem zweiten Sensor 5 fiir die Erfassung der Transmission der Anregungsstrahlung
vorgeschalten. Entsprechende, jedoch auf die Fluoreszenzwellenlange Ao, abgestimmte Filter
17 sind der zweiten Strahlungsquelle 7 zur Abgabe der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung und
dem ersten Sensor 4 zur Erfassung der Transmission der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung
bzw. der Fluoreszenz zugeordnet.

[0045] GemaRB Fig. 2 ist zwischen der zweiten Strahlungsquelle 7 und der Messkammer 2 ein
weiterer teildurchlassiger Spiegel 18 angeordnet, mit welchem jeweils ein Anteil der Fluores-
zenzabsorptionstrahlung in die Messkammer 2 eingekoppelt bzw. dem Referenzsensor 10
zugefuhrt wird. Am Referenzsensor 10 wird laufend ein Referenzsignal fir die Intensitét der
Fluoreszenzabsorptionsstrahlung erfasst, welches die exakte Bestimmung der Transmission der
Fluoreszenzabsorptionsstrahlung (und daraus die Absorption der Fluoreszenzstrahlung in der
Probe) erlaubt.

[0046] GemaB Fig. 2 wird die Fluoreszenz in einem Winkel von insbesondere 90° zur Einstrah-
lungsrichtung der Anregungsstrahlung gemessen. Im Unterschied zu Fig. 1 sind hierbei keine
Strahlteiler im Strahlengang zwischen der Messkammer 2 und dem ersten Sensor 4 bzw. im
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Strahlengang zwischen der Messkammer 2 und dem zweiten Sensor 5 vorgesehen.

[0047] Wie aus Fig. 3 ersichtlich, wird bei dieser Ausfiihrung zudem mit Hilfe eines dritten Sen-
sors 27 die Intensitat Iy ex €iner die Anregungswellenlange A, aufweisenden Streustrahlung
gemessen und zur Bestimmung der Konzentration der fluoreszierenden Substanz herangezo-
gen. Dem dritten Sensor 27 ist (optional) ein Bandpassfilter 12 vorgeschalten. Ansonsten ent-
spricht die Anordnung gemanB Fig. 3 der in Fig. 1 gezeigten Ausflihrung, wobei selbstverstand-
lich auch bei der Ausfiihrung gemas Fig. 2 ein dritter Sensor 27 zur Erfassung der Intensitét
des Streulichts vorhanden sein kann.

[0048] GemaB Fig. 4 wird eine erste Strahlungsquelle 3 mit einem breiten, kontinuierlichen
Anregungsspektrum verwendet. Der erste Sensor 4, zweite Sensor 5 und der Referenzsensor 9
sind hierbei als Spektrometer 28, 28", 28" ausgebildet. Bei dieser Ausflihrung kann die zweite
Strahlungsquelle 7 zur Abgabe der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung und der dritte Sensor 27
fir die Streulichtintensitat entfallen.

[0049] Wie aus Fig. 5 ersichtlich, erhalt die Recheneinheit 6 die Fluoreszenz, die Transmission
der Anregungsstrahlung und, jeweils optional die Transmission der Fluoreszenzabsorptions-
strahlung und die Intensitdt des Streulichts als EingangsgréBen. Die Recheneinheit 6 weist
einen Speicher 8 auf, in welchem ein Kennlinienfeld zur Bestimmung der Konzentration ¢ der
fluoreszierenden Substanz aus den EingangsgrdBen abgespeichert ist. Als AusgangsgréBe der
Recheneinheit 6 liefert die Recheneinheit 6 die gesuchte Konzentration ¢ der fluoreszierenden
Substanz.

[0050] Wie schon erwéhnt, wird die Konzentration der fluoreszierenden Substanz mit Hilfe der
Recheneinheit 6 aus den MessgréBen bestimmt, welche durch ein im Speicher 8 abgelegtes
Kennlinienfeld miteinander verknipft sind. Das Kennlinienfeld kann in einem der Konzentrati-
onsbestimmung vorgelagerten Messverfahren bestimmt werden, welches nachstehend erldutert
wird.

[0051] Gem&B Fig. 6 werden in einem ersten Schritt des Mess- bzw. Eichverfahrens flr defi-
nierte Konzentrationen c1, c2 der fluoreszierenden Substanz einzelne Messkurven 19 angelegt,
wobei einerseits die Fluoreszenz (Messkurven 19') und andererseits die Transmission der
Anregungsstrahlung (Messkurven 19") in Abhangigkeit von einer Durchlassigkeit D der Probe
bestimmt wird. Die Durchlassigkeit D der Probe kann beispielsweise durch Zudosieren einer
opaken Substanz schrittweise variiert werden. Dadurch entstehen die Messkurven 19 fur die
Fluoreszenz (Messkurven 19') bzw. Transmission (Messkurven 19") in Abhangigkeit von der
Durchl&ssigkeit bzw. Opazitét der Probe bei jeweils konstanter Konzentration der fluoreszieren-
den Substanz.

[0052] Wie aus Fig. 7 ersichtlich, wird im nachsten Schritt die Fluoreszenz lber der Transmissi-
on der Anregungsstrahlung aufgetragen (Messkurven 20), wobei jede Messkurve 20 einer
bestimmten Eichkonzentration c1 bis ¢3 entspricht. So entsteht eine Kurvenschar im zweidi-
mensionalen Raum. Je nach Ausfihrung kann zusétzlich auch die Transmission der Fluores-
zenzabsorptionsstrahlung oder die Intensitat des Streulichts in Abhangigkeit von der Durchlds-
sigkeit der Probe gemessen werden. In diesem Fall wird anstelle des zweidimensionalen Dia-
gramms der Fig. 7 eine Flachenschar im dreidimensionalen Raum erhalten (nicht gezeigt).
Jeder Punkt im (je nach Ausfihrung zwei- oder dreidimensionalen) Diagramm entspricht hierbei
einer bestimmten Konzentration der fluoreszierenden Substanz, so dass eine eindeutige Bezie-
hung zwischen den MessgréBen und der Konzentration ¢ erhalten wird.

[0053] Alternativ kdnnen auch sowohl Streulicht als auch Fluoreszenzabsorptionsstrahlung
berticksichtigt werden, womit eine vierdimensionale Zustandsmatrix erhalten wird, bei welcher
jeder Kombination der vier Parameter (d.h. Fluoreszenz, Transmission der Anregungsstrahlung,
Transmission der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung und Streustrahlung) eindeutig eine Kon-
zentration ¢ der fluoreszierenden Substanz zugeordnet ist.

[0054] Je nach Anzahl der Messkurven 20 kann die Genauigkeit der Konzentrationsbestim-
mung erhdht werden. Darilber hinaus kann auch eine mathematische bzw. numerische Interpo-
lation vorgenommen werden, um eine direkte Umrechnung eines Messwert-Dupletts (bzw. je
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nach Ausflhrung auch eines Messwert-Tripletts oder Messwert-Quartetts) in die gesuchte
Konzentration ¢ zu ermdglichen.

[0055] Die Vorteile dieses Verfahrens sind beispielhaft aus Fig. 8 ersichtlich, worin schematisch
der zeitliche Verlauf der Fluoreszenz (Signal 21) wahrend eines Messvorgangs dargestellt ist.
Untersucht wird eine flissige Probe, welcher zum Zeitpunkt 22 ein Puffer zugegeben wird.
Spater wird ein Substrat zudosiert, welches die Entstehung der fluoreszierenden Substanz
bewirkt (Pfeil 23). Nach dem Eindosieren des Substrats steigt das Fluoreszenzsignal aufgrund
der Eigenfluoreszenz des Substrates zuerst sprunghaft an. Danach ist ein weiterer zeitlicher
Anstieg der Fluoreszenz zu beobachten, was den Anschein einer steigenden Konzentration der
fluoreszierenden Substanz erweckt. Durch Messung der Transmission der Anregungsstrahlung
(Signal 24) lasst sich jedoch feststellen, dass die Transmission beim Einbringen des Puffers
zunachst sprunghaft abnimmt, da der Puffer in der Probe dazu flhrt, dass so gut wie kein Licht
mehr in den zweiten Sensor 5 gelangt. AnschlieBend nimmt die Durchlassigkeit der Probe Gber
die Zeit wieder zu, so dass die Transmission der Anregungsstrahlung ansteigt. Damit steigt
auch die Intensitat des Anregungssignals fir die Fluoreszenz und somit das Fluoreszenzsignal.
Demnach beruht der vermeintliche Anstieg der Fluoreszenz nicht etwa auf einer Konzentrati-
onsanderung der fluoreszierenden Substanz, sondern auf einem Anstieg der Transmission der
Anregungsstrahlung.

[0056] Das vorstehend beschriebene Verfahren kann zur Bestimmung der Konzentration ver-
schiedenartiger fluoreszierender Substanzen herangezogen werden.

[0057] Die Intensitét der Fluoreszenz eines Stoffes kann hierbei sowohl vom pH-Wert als auch
von der Temperatur zum Zeitpunkt der Messung abhéangig sein. Die beschriebene Erfindung
gestattet auch ohne definierten pH-Wert oder ohne definierte Temperatur eine Verbesserung in
der Genauigkeit der Fluoreszenzmessung. Um jedoch die Konzentration eines Stoffes in der
Probe bestimmen zu kdnnen, soll die gemessene Probe den gleichen pH-Wert und die gleiche
Temperatur wie bei der Kalibrierung aufweisen. Dies wird durch Zugabe einer definierten Men-
ge Puffers und einer exakten Temperaturregelung der Messeinrichtung sichergestellt.

[0058] Im folgenden wird als Beispiel fir das oben beschriebene Verfahren die Bestimmung der
Konzentration von Natriumfluorescein in Gewassern bestimmt.

[0059] Natriumfluorescein wird als Fluoreszenztracer zur Untersuchung von Grundwasserstro-
mungen eingesetzt. Die optimale Anregungswellenlange fur Natriumfluorescein betragt 491 nm,
das Maximum der Fluoreszenzstrahlung liegt bei 516 nm. Zur Bestimmung der Fluoreszein-
Konzentration in der Probe wird zunéchst die Messeinrichtung geeicht, indem, wie oben be-
schrieben, ein Kennlinienfeld erstellt wird. Hieflir werden nacheinander Referenzlésungen ver-
messen, welche jeweils eine definierte Fluorescein- Konzentration und einen durch eine Puffer-
I6sung eingestellten konstanten pH-Wert, beispielsweise pH 7, aufweisen. Diese Referenzlé-
sungen werden bei konstanter Temperatur, beispielsweise bei 25°C, vermessen. Im Zuge der
Kalibrierung wird jede Referenzldésung unter sukzessiver Zugabe einer ansteigenden Konzent-
ration einer opaken Substanz, beispielsweise Formazine, wiederholt gemessen. Die jeweiligen
Kombinationen der Messwerte der Fluoreszenzintensitat, Transmissionsintensitét, gegebenen-
falls auch fir Streulichtintensitat und Intensitdt der Fluoreszenzabsorptionsstahlung, bei kon-
stanter Fluoreszeinkonzentration und gleichzeitiger Zunahme der Formazinekonzentration
werden aufgezeichnet. Dieser Vorgang wird fiir unterschiedliche Fluoresceinkonzentrationen
wiederholt, so dass ein ausreichend dichtes Kennlinienfeld entsteht, welches es erlaubt, den
gesamten abzudeckenden Konzentrationsbereich hinreichend durch Interpolation oder mathe-
matische Berechnung darzustellen.

[0060] Nach Abschluss der Kalibration ist die Messeinrichtung einsatzbereit. Nun wird eine
beliebige Probe, versehen mit einer definierten Menge Puffer zur Einstellung des pH-Wertes,
der Messeinrichtung zugefihrt, wobei die Intensitatswerte fir Fluoreszenz, Tranmission, gege-
benenfalls auch fur Streulicht und Fluoreszenzabsorptionsstahlung, ermittelt werden. Mit Hilfe
dieses Messdatensatzes wird aus dem Kennlinienfeld die tatséchliche Fluoreszeinkonzentration
bestimmt.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Bestimmung einer Konzentration (c) einer fluoreszierenden Substanz in
einem Medium, wobei das Medium mit der fluoreszierenden Substanz von einer Anre-
gungsstrahlung mit einer Anregungswellenlange (A.,) durchstrahlt wird, so dass die fluo-
reszierende Substanz zur Aussendung einer Fluoreszenzstrahlung mit einer Fluoreszenz-
wellenldnge (Aem) angeregt wird, wobei die Intensitat der Fluoreszenzstrahlung (lsuor) ge-
messen wird, aus welcher die Konzentration (c) der fluoreszierenden Substanz in dem Me-
dium ermittelt wird, dadurch gekennzeichnet, dass zudem die Intensitt (lyansex) €iNES
transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung gemessen wird, wobei die Konzentration (c)
der fluoreszierenden Substanz aus der Intensitdt des transmittierten Anteils der Anre-
gungsstrahlung (lyansex) Und der Intensitat der Fluoreszenzstrahlung (ls.o) ermittelt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Medium mit der fluores-
zierenden Substanz weiters von einer die Fluoreszenzwellenldnge (A.) aufweisenden Flu-
oreszenzabsorptionsstrahlung durchstrahlt, die Intensitét eines transmittierten Anteils der
Fluoreszenzabsorptionsstrahlung (lyansem) gemessen und die Konzentration (c) der fluores-
zierenden Substanz aus der Intensitat des transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung
(krans.ex), der Intensitét der Fluoreszenzstrahlung (lq.r) und der Intensitat des transmittierten
Anteils der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung (lyansem) ermittelt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass zudem die Intensitat
eines die Anregungswellenlange (A.,) aufweisenden Streulichts (lsyeuex) gemMessen und die
Konzentration (c) der fluoreszierenden Substanz aus der Intensitét des transmittierten An-
teils der Anregungsstrahlung (lyansex), der Intensitat der Fluoreszenzstrahlung (ls.r) und der
Intensitat des Streulichts (lsyeuex), gegebenenfalls auch der Intensitat des transmittierten
Anteils der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung (liansem), €rmittelt wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Kon-
zentration (c) der fluoreszierenden Substanz aus einem Kennlinienfeld ermittelt wird, wel-
ches die Konzentration (c) der fluoreszierenden Substanz in Abh&ngigkeit von der Intensi-
tat des transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung (lyansex), der Intensitét der Fluores-
zenzstrahlung (lier) Und gegebenenfalls von der Intensitat des transmittierten Anteils der
Fluoreszenzabsorptionsstrahlung (ly.s em) und/oder der Intensitat des Streulichts angibt.

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Kennlinienfeld in einem
der Ermittlung der Konzentration (c) der fluoreszierenden Substanz vorgeschaltenen
Messverfahren bestimmt wird, in welchem fir vorgegebene Eichkonzentrationen (c1-c3)
der fluoreszierenden Substanz jeweils die Intensitét der Fluoreszenzstrahlung (ls.), die In-
tensitat des transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung (lians;ex) Und gegebenenfalls die
Intensitdt des transmittierten Anteils der Fluoreszenzabsorptionsstrahlung (lyansem) und/
oder die Intensitét des Streulichts gemessen wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass der trans-
mittierte Anteil der Anregungsstrahlung nach dem Durchgang durch das Medium mit der
fluoreszierenden Substanz umgelenkt wird, bevor die Intensitat des transmittierten Anteils
der Anregungsstrahlung (lyans.ex) gemessen wird.

7. Vorrichtung (1) zur Bestimmung einer Konzentration einer fluoreszierenden Substanz in
einem Medium, mit zumindest einer ersten Strahlungsquelle (3) zur Abgabe einer Anre-
gungsstrahlung mit einer Anregungswellenldnge (A.,), mit einem ersten Sensor (4) zum
Messen der Intensitat einer durch die Anregungsstrahlung angeregten, eine Fluoreszenz-
wellenlange (Aem) aufweisenden Fluoreszenzstrahlung, und mit einer Recheneinheit (6) zur
Ermittlung der Konzentration der fluoreszierenden Substanz aus der Intensitat der Fluores-
zenzstrahlung, dadurch gekennzeichnet, dass ein zweiter Sensor (5) zum Messen der In-
tensitat eines transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung vorgesehen ist, wobei die Re-
cheneinheit (6) zur Ermittlung der Konzentration der fluoreszierenden Substanz in Abhan-
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gigkeit von der Intensitat des transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung (liansex) und
der Intensitat der Fluoreszenzstrahlung (lsuor) €ingerichtet ist.

8. Vorrichtung (1) nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass eine zweite Strahlungs-
quelle (7) zur Durchstrahlung des Mediums mit der fluoreszierenden Substanz mit einer die
Fluoreszenzwellenlange (Aem) aufweisenden Fluoreszenzabsorptionsstrahlung vorgesehen
ist.

9. Vorrichtung (1) nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass der erste Sensor (4)
zum Messen der Intensitat eines transmittierten Anteils der Fluoreszenzabsorptionsstrah-
lung(lyans em) €ingerichtet ist.

10. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass ein
dritter Sensor (27) zum Messen der Intensitét eines Streulichts vorgesehen ist.

11. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass der
ersten Strahlungsquelle (3) und/oder der zweiten Strahlungsquelle (7) jeweils ein Refe-
renzsensor (9, 10) zur Kalibrierung der ersten (3) und/oder zweiten Strahlungsquelle (7)
zugeordnet ist.

12. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 7 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass eine
Messkammer (2), insbesondere eine Kivette, zur Aufnahme des Mediums mit der fluores-
zierenden Substanz vorgesehen ist.

13. Vorrichtung (1) nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen der Mess-
kammer (2) und dem zweiten Sensor (5) ein Umlenkspiegel (11) zum Umlenken des
transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung angeordnet ist.

14. Vorrichtung (1) nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass der Umlenkspiegel
(11) eine Umlenkung des transmittierten Anteils der Anregungsstrahlung um im Wesentli-
chen 90 ° bewirkt.

15. Vorrichtung (1) nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass als Umlenkspiegel (11)
ein Strahlteiler, insbesondere ein frequenzselektiver Strahlteiler, vorgesehen ist.

16. Vorrichtung nach einem der Anspriche 7 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass die erste
Strahlungsquelle (3) zur Abgabe einer mehrere Anregungswellenlangen (A.,) aufweisenden
Anregungsstrahlung, insbesondere mit einem im Wesentlichen kontinuierlichen Anre-
gungsspektrum, eingerichtet ist, wobei als erster Sensor (4) und als zweiter Sensor (5),
gegebenenfalls auch als Referenzsensor (9), jeweils ein Spektrometer (28, 28", 28™") vor-
gesehen ist oder sind.

Hierzu 6 Blatt Zeichnungen
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