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- (5%) - FLUORESZENZDETEKTOR FUER ROUTINE-MESSUNGEN IN DER KURZZEITSPEKTROSKOPIE

' (57) Ziel der Erfmdung |st FIuoreszenz Abklingzelten mlt hoher Empfmdllchkelt und grofSer ‘

' Zeitaufldsung unter Verwendung von Avalanche-Photodioden messen zu kénnen. Die Aufgabe
. besteht darin, einen Fluoreszenzdetektor fiir die Kurzzeltspektroskople anzugeben, in dem die
. 'Avalanche-Photodiode ohne Verlust an Zeitauflosung mit groBem Lastwiderstand arbeitet. Zur
. Fluoreszenzanregung dient ein’ modensynchronisierter cw-Laser mit einem Ausgang fiir ein
sinusférmiges elektrisches Signal, dessen Frequenz mit der Folgefrequenz der Laserlmpuise

. phasenstarr tibereinstimmt. Uber eine variable Verzégerungseinheit und einen elektronischen
- Schalter wird dieses Signal der Photodioden-Betriebsspannung Uberlagert und damit die -
S Verstarkung moduliert. Der zeitlich gemittelte Photostrom steuert (iber einen vom elektromschen
" Schalter getriggerten Lock-in-Verstirker die Verzogerungsemhelt so, dal die

Phasenverschlebung 0 der Bedingung tan 8 = (211/T)t genligt, in der t die FIuoreszenz—Abklmgzeut
und T die Laserperiodendauer bedeuten. Ein mit der Verzogerungsemhelt gekoppeltes geeichtes
Spannungsmel&gerat mit-Schreiber zeigt direkt d|e Fluoreszenz-Abklmgzelt an. MeBgenauugkelten

" von 10ps sind errelchbar anur
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 '*»fFluoreazenzdetektor flir RoutlnemMessungen

w]'ﬁin der Kurzzeltepektroskopie

A7g71AnWénduﬁgsgebiet der‘Erfindung

" Die Erfindung b921eht sich auf das Gebiet der zeltaufgewf

- 1dsten FluoreszenZSpektroskople im Picosekunden— und Nanoe-

-sekundenberelch. Die Anwendung ist in Spektrofluorometern
'_ auf der Basis modensynchron191erter kontinuierllch arbeltenm
,der Laser moglich und zweckmaﬁlg@ '



Charakteristik der bekennten technischen Lisungen
 Zur Unfersuchung von Fluoreszenz-Abklingzeiten im Picosekunden-

und Nanosekundenbereich werden zunehmend modensynchronislerte
cw=-Lager eingesetzt, die sehr kurze Impulddauern und hohe Im=

:‘-pulsfolgefrequenzen besitzen, Der empfind11che Nachweis der

E Fluoreszenzstrahlung erfolgt mittels elektronenoptlscher
Streak-Kameras /Lill, E. Ue8ey Appl. Phys. 22, 197 (1980)7 -
oder mit Hilfe von Photomultlpliern in zeitkorrelierten
Einzelphotonen~Zahlsystemen [Kinoshita,ls. u.a,, Rev, SCiu
Instr, 52, 572 (198117.\Streak~Kaméras verfiigen iiber Zeitauf-
:1ﬁsungen besser als 10 ps, haben aber den Nachteil auBeror=

. dentlich hoher Kosten, Einzelﬁhotonen~Z§hlsysteme.besitzen

-:infolga_Laufzeitscnwankungan der Photoelektronen im Photomul-
'_tiplier nur eine Zeitaufldsung von Ca. 500 ps., Mit Hilfe von
Avalanche-Photodioden‘in Vérbindung mithdxcarintegratoren

g ;‘bzw;-Sampling—OszillOgraphen“sindvZeitauflﬁsungen um 100 ps

 erreichbar /Dshne, S. u.a., Feingeratetechnik gﬁ,,463'(198017p
Die Nachweissysteme mit Avalanche-Photodioden heben den Neche
teil relativ geringer Empfindlichkeit, da Boxcarintegratoren

v"‘und Sampling-Oszillographen-niederohmige Eingange‘und ca, 2 mV

Elgenrauschen besitzen. Eine ErhShung der Empfindlichkeit
- durch Vergroﬁern der Eingangsimpedanzen ist stets mit einem
fVerlust an Zeitauflosung verbunden., '

~ Ziel der Erfindung
Ziel der Erfindung ist, F1uoreazenz~Abklingzeiten mit hoher

Empfindlichkeit und groSer Zeitaufldsung unter Verwendung
. von Avalanche—Pnotodioden messen zZu konnen.



Darlegpng des Wesens der.Erfindung

Derx Erflndung 1iegt die Aufgabe zugrunde, einen Fluoreszenz~

- detektor fiir die Kurzzeltspektroskople anzugeben, in dem die
,zum Nachweis der Fluoreszenzstrahlung dienende Avalanche= .
" Photodiode ohne Verlust an Zeltauflosung mit groBem Lagtwider- -
 stand arbeitet.. a
"Die Aufgabe wird dadurch gelost, dag als Anregungellchtquelle

ein modensynchronisierter cw-Laser vorhanden ist, Im Strahlen-

-gang des Lasers ist die fluoreszierende Probe angeordnet,

deren Fluoreszenzlicht iiber ein optisches System auf eine Ava-
lanche~Photodiode gelangt;gDer-Signalausgang der Photodiode

ist mit dem Eingang eines Lock-in-Verstiirkers verbunden,
ErfindungsgemsB verfiigt der modensynchronisierteichLaser

iiber einen Ausgsng fir ein sinusfarmiges.elektriéches‘Signalg
dessen Frequenz mit der‘Folgefrequenz der Laserimpulse iiber-
einstimmt, und dessen Phase starr mit den Laserlmpulsen ge= '
koppelt ist. Dieser Ausgang ist liber eine variable Verzdgerungs=

- einheit und einen elektronischen Schalter in der Weise mit dexr -

Avalanche»Photodiode verbunden, daB das sinusformige Slgnal 15
zur PhotodlodennBetrlebSSpannung addiert wird., '

‘Der elektronische Schalter besltzt einen Referenzausgang, der

mit dem Referenzeingang des Lock-in-Verstidrkers verbunden ist,
Der Ausgang des LockmlnnVerstarkers ist zu einem Steuerein- |
gang der variablen Verzdgerungseinheit gefiilhrt. Diese verfugt '
liber einen zusatzllchen Ausgang mit einer der eingestellten
Verzdgerung proportionalen Glelchspannung, der mit einem
SpannungemeBgerdt verbunden ist,

Im Betrieb bewirkt einfach exponentiell abklingendes Fluores— P

_-zenzlicht be1 gedffnetem elektronischen Schalter in der Photo=

diode Stromsignale der Form

i(t) = IpMo‘exp'(-t/T?).. B €

In (1) bedeuten Ip dén Anfangswert des Primarmrhotostromes;

M die innere Verstarkung durch den AvalanchemProzeB sowie‘?
dle Fluoreszenz—Abkllngzeit, Es wird zunachst angenommen,

]
!
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daf sowohl die. Laserimpuladauer als auch die charakteristischen

-vZentkonstanten der Photodiode hinreichend klein im Vergleich .

zu T s8ind, so daB gie vernachlaasigt werden dﬁrfen. Mir den :

: zeltlich gemittelten Photostrom erhilt man ‘

1. (1/T>[i<t) at = Ipm t"/m_ . (@

“wobei T die Periodendauer des modensynchronlslerten cw«Lasers

_ bedeutet, In (2) wird vorausgesetzt, dag die Exponentialn

- funktion (1) nach Ablauf der Zeit T bereits sehr stark abgen'
fallen ist, ' L

Bel geschlossenem elektronisehen Schalter wird die innere'

;Verstarkung der AvalanchenPhotodiode naherungswelse sinusfor»

‘mig modullert

M(t) = Mé (1 + msin ('2ﬁ~t/"r);v) . o ‘ (3) o

In (3) bedeutet m den Modulationsgrad der inneren Verstirkung,
~der vom Arbeitspunkt der Avalanche-Photodiode und von der
Spannung des SinuééSignals abhingt. Fiir den zeitlich gemit-
telten Photostrom ergibt sich bei geschlossenem Schalter
mit (1) - (3) '

I = .(IPMOT‘/T)[1 + m/(1+(21T€7T) ){sin@ + (ZTT?VT)cosO}]
o {4y

, Der Winkel 9 gibt die relative Phasenlage des Beginns der '
Exponentialfunktion (1) beziiglich der Verstarkungsmodulatlon
" npach (3) an. Fiir eine fluoreszierende Probe mit T = O liefert
"der Ausdruck (4) den gleichen mittleren Photostrom wie (2),
wenn mittels der variablen Verzogerungaeinheit e = Oo =0
eingestellt wird, In diesem Fall entsteht am Ausgang des Locku B
n—Verstarkers ein Null-Signal. ‘ :
Wird nun eine Fluoreszenzprobe mit der Abkllngzelt C'# 0 ver— .
wendet, so liefert (4) einen von (2) verschiedenen Photostrom,
‘und am Ausgang des Lock-in=Verstirkers entsteht ein polari=:
-tatsgerechtes Gleicnspannungssignal fiir den Steuerelngang der
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- variablen Verzﬁgerungseinheit. Dieses Signal verdndert die
’.ursprﬁngiiCh,eingestellte Verzsgerung solange, bis die Bedin-
gung R S

. 8in e + (2WT/T) cos 6 = 0 o (5)

v ’erfﬁl1t ist, d;h., am Ausgeng des Lock~in=Verstirkers wieder
:ein‘NullaSignal entsteht, Zwischen der sich einstellenden

- Phasenwinkeldnderung und der Abklingzeit besteht nach (5) die
Beziehung o - o |
| | T = (1/2m) tan (-0) . ) (6)

Bei entsprechender Eichung;des mit.dervVerzﬁgerungseinheit
verbundenen Spannungsmeﬁgerﬁtes kann,ah diesenm entsprechend

- der Beziehung'(G) die Abklingzeit 7~ direkt abgelesen werden,

~ Da der Lock-in~Verstirker den'zeitlich'gemittelten Photostrom
verarbeitet, kann er einen hochohmigen Signaleingang und ge:inw‘

. ge Bandbreite besitzen, Auf diese Weise ist*ein sebr empfind-

“licher Fluoreszenznachweisg maglioh..Bei entsprechend grofler .

. Kreisverstdrkung in dem aus_Photodiode, Lbck-in-VerStérkeh

und steuerbarer Verzagerungseinheit gebi1deten‘Regelkfeis'sihd
~ dariiber hinaus aﬁch]gfoﬁe’Phasenmeﬁgenauigkeit bzw, Zeitauf~f
15sung erzielbar, : : | S _

Ist die Fluoreszenz-Abklingzeit wesentlich kleiner alg die
Laserimpulsdauer bazw, die charakteristischen Zeitkonstanten
~der Photodlode, so entstehen in der Photodiode Stromimpulse,
‘die nicht dem Ausdruck (1) entsprechen, Die Signalform wird in
diesem Fall durch das Zeitverhalten der Photodiode und die

- Form der Laserimpulse bestimmt., Eine genaue Analyse‘zeigt, daB‘
der Stromimpuls um den Betrag T verzdgert wird, und seine .
Dauer nahezu unabhingig von T ist. Das bedeutet, die Gleichung
(6) kann ebenfalls angewendet werden, denn fir kleine Phasen- -
Verschiebungen kann 6 = tan © gesetzt werden, Somit'gestattet
die erfindungsgenise Anordnung'aueh-Messungen an Substanzen
mit extrem kurzen Fluoreszenz-Abklingzei ten, ' . |
Die‘Gewinnung des'sinusfﬁrmigen elektrischen Signals fir die‘v
Verstérkungsmodulationvder Avalanche-Photodiode kann am Laser
auf verSchiedene'Weise erfolgen. Wird ein akt1v elektrooptisch
modensynchrbnisierter Laser'verwendet; 80 igt ledig;ich ein
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geeigneter Signalkoppler in die Ansteuerleitung fiir den Mode-
Locker einzufiigen und dessen Koppelausgeng mit dem Eingang der
variablen Verzdgerungseinheit zu verbinden. Im Palle akusto-
optisch modensynchronisierter Laser ist zusdtzlich ein Frequenz-
verdoppler zwischen dem Signalkoppler und -der variablen Verw

‘ zogerungseinheit erforderllch _

‘Eine weltere Variante, die auch bei passzv modensynchrcnim
sierten Lasern anwendbar ist, besteht darin, da8 im Stirahlen-
geng des Lasers vor der fluoreszierenden Probe ein Strahltei-
‘ler zur Ablenkung eines kleinen Anteils der Strahlung auf einen
Hilfsphotodetektor mit nachgeschaltetem, auf die Folgefrequenz
‘der Laserimpulse abgéstlmmtem, freqﬁenzselektivem Verstérker'
engeordnet ist, Der Ausgang des frequenzselektiven Verstirkers

igt mit . dem Eingang der variablen Verzdgerungseinheit verbun-

den, Bei dieser Variante kann im Strahlengang vor dem Hilfg=-
photodetektOr ein Chopper ahgeordnet'séin,.dessen Referenz=

' ausgang zum Referenzeingang‘des Lockmin-Verstérkers?géfﬁhrt
ist. Der Chopper dbernimmt hierbei die Funktion des. elektrom '
nischen Schalters, '
Wird an das geeichte Spannungsmeﬁgerat ein Schrelber, Plotter

o oder Drucker angeschlossen, 8o sind mit dem erfindungsgemsifen

‘Fluoreszenzdetektor kontinuierliche Messungen von Abklingzeliten .

als Funktion anderer physikalischer oder chemischer Parameter

moglich. . ‘
w

W

 Ausfithrungsbeispiel

» Dle Erfindung soll nachstehend an einem Ausfuhrungsbelsplel
niher erliutert werden, In der zugehdrigen Zelchnung ist das
Schema des Fluoreszenzdetektors dargestellt,

Als Anregungslichtquelle dient ein,Argonlaser L; der mitiels
élektrooptischen_ModeuLbckers ML modensynchronisiert wird. Im

 Strahlengang des Lasers L ist die fluoreszierende Probe F

angeordnet, deren Fluoreszenzlicht {iber ein OptischeE System

aus zwei Linsen L1 und L2 mit dazwischen angeordnetem Polarie
sator P und Monochromator M auf die Avalanche-Photodiode D

- gelangt, Der Signalausgang der Photodiode D ist mit dem Eine

.gang, des Lock«in~Verstarkera LI verbunden. Dexr Synthesizer S
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- ist iiber den Verstérker A uhd den Signalkopplériﬁ mit dem
' Mode-Locker ML verbunden. Ein Teil des Mode=Locker-~Ansteuer=
-.glgnals, dessen Frequenz mit der Folgefreqﬁenz’der.Laserim»
~ pulse ﬁbéréinstimmt, und dessen Phase starr mit den Impuisen
gekoppelt ist, wird am Signalkoppler C ausgekoppelt und iber
die variable elektrische Verzdgerungseinheit EV sowie den
-~ elektronischen Schalter ES so an die Avalanche-Photodiode ge-
L fhhrt, daB es gich der an der Photodiode anliegenden Betriebsg-
‘spannung iiberlagert, Der elektronische Schalter ES verfugt
'iiber einen Referenzausgang, der mit dem Referenzeingang des
:Lockain-Verstarkers LI verbunden ist, Der Ausgang des Lock-

‘v in-Verstdrkers LI ist zu einem Steuereingang der variablen

. Verzogerungselnheit EV gefiihrt, Diese verfiigt iiber einen zu=

sitzlichen Ausgang mit einer der eingestellten Verzogerung -

prOportlonalen Gleichspannung, der mit dem SpannungsmeBgerit

R verbunden ist, Das variable Graufilter G im Strahlengang

des Lasers L ermdglicht eine Anpassung der Anregungslntensitat

. an die zu untersuchende fluoreszierende Substanz, a
 Zunschst wird anstelle der fluoreszmerenden Probe ein Streu«
“medium eingesetzt und eine konstante Grundverzogerung 80 einw

gestellt, daB am Ausgang des Lock=in=Verstéirkers ein Nulle

Signal entsteht, In diesem Zustand wird das Spannungsmeﬂgerat'

auf den Wert Null justiert, Nun kann anstelle des Streumediums.'

eine fluoreszierende Probe bestrahlt werden, Die variable

Verzdgerung stellt sich dabei automatisch auf den Wert ein,'

~ der der Gleichung (5) geniigt. Aus der Verzdgerung kann nach

(6) die Fluoreszenz-Abklingzeit berechnet bzw, bei entsprechenm

. der Eichung des SpannungsmeBgerdtes an diesem direkt abgelesen

fwerdeﬂ. Als variable Verzdgerungseinheit eignet sich beiSpielss

Weise‘eine durch Stellmotor gesteuerte,koaxiale‘Verzﬁgerungsq ’

leitung. An einer solchen kann die zeitliche Verzdgerung mit

- einer Genauigkeit von ca, 1 ps abgelesen werden, Dies ent-

: Sprloht einer Ablesegenaulgkeit fiir & von 0.05° s Wenn ein
120 cm langer Lager mit T = 8 ns baw, 125 MHz Impulsfolgefre« N
‘quenz angenommen wird, : '
Die ErhShung der Nachwelsempfindlichkeit gegenuber bekannten
'iAnordnungen mit Avalanche-Photodioden und Boxcarintegratoren
"bzw..Sampling~OSzillographen kann auf folgende Weise verdéutw

e
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11cht werden. Bei einem Eigenrauschen von 1 mV benotigt ein
Boxcarlntegrator einen Mindeststrom von 2-10 5A an 50 Ohm,

Der Lock—in—Verstarker wiirde bei 1 Hz Bandbreite und 1uv '
Eigenrauschen nur 10 12A an 1 MOhm benttigen. Da Avalanchew
Photodioden Dunkelstrome von- 10 9A ‘aufweisen, ist mit diesem
Wert als Mlndeststrom zu rechnen, Daraus leitet sich ein

1 Gew1nn an-Empfindlichkeit um den Faktor 2. 104 ab, denn bei
7.e1ner inneren Verstiérkung von 102 und einem Zusatzrauschfaktor

"_von 2 (Silizium) besitzt ein SignaluPhotostrom von 10 9A noch

- ein Slgnal—Rausch~Verhaltnis von 4- 103. Die Elngangsspannung
C-am Lock=-in=-Verstirker llegt dann mit 1 mv um den Faktor 10
liber dessen Eigenrauschen, Dieses grofe Signal«RauschmVerhaltm,'

nig ermoglicht eine hohe Verstarkung im Lock~in=Verstsrker
und damit hohe Phasenmeﬁgenauigkelt bzw, Zeitauflésung,

Aug der Fordérung, daf die Fluoreszenz innerhalb einer Laser-
periode stark abgefallen sein muB, ergibt sich eine obere
fGrenze fiir die meBbaren Abkllngzeiten. Fordert man einen Ab-
fall auf 1% des Anfangswertes, 80 k®nnen an einem_120 cm lan=
gen Lagern mit T = 8 ns Abklingzeiten bis ca, 1.8 ns gemessen
- werden, PFiir sehr kurze Abklingzeiten ergibt sich bei einer
Phasenmeﬁgenaulgkelt von 0,5° am gleiehen Laser ein Fehler
~von 11 ps fiir die Abklingzeit, Damit ist auch die untere MeB~
berelchsgrenze gegeben, Mit stelgender Abkllngzeit nimmt der |
PFehler zu und erreicht an der oberen MeBbereichsgrenze 33 ps,
Der erfindungsgemife Fluoreazenzdetektor ist auf Grund des

: selbsttétjgen7Phasenabg1eichs und der direkten Anzeige der
:FluoreszenzmAbklingzeit besonders gut fir Routine-Messungen
in der KurzzeitspektrOSKOple geeignet, Wird an das geeichie
‘Spannungsmeﬁgerat ein Schreiber, Plotter oder Drucker ange«-
schlossen, so kann der Fluoreszenzdetektor vorteilhaft fir
 Experimente eingesetzt werden, in denen die Abklingzelt als -
Funktion anderer physikalischer bzw, chemlscher Parameter gee
1messen werden soll, Dariiber hinaus kann der Fluoreszenzdetekm
tor zur ProzeBkontrolle im on-line-=Betrieb, gegebenenfalls
-mit Datenfernubertragung, dienen, ’
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Erfindungsanspruch

T, Fluoreszenzdetektor fir Rout1ne~Messungen in der Kurzzeltw
i "'spektroskopie mit einem. modensynchronisierten cw~Laser als
Anregungslichtquelle, mit einer im Strahlengang des Lasers
“befindlichen Probe, und mit einem im Strahlengang des Flue- -
_ reszenzllchtes der Probe angeordneten optischen System zur
Begstrahlung einer AvalanchewPhotodlode, deren Signalausgang v
j’mlt einem Lock-in=Verstdrker verbunden ist, |

gekennzeichnet dadurch, daf der Laser iiber einen Ausgang
fir ein sinusfdrmiges elektrisches Signal verfiigt, dessen
_:Frequenz mit der Folgefrequenz der Laserlmpulse ubereinpi
‘gtimmt, und dessen Phase gtarr mit den ‘Laserimpulsen gekop-
;pelt ist, und dieser Ausgang uber elne variable Verzdge-
‘rungseinheit sowie einen’ elektronischen Schalter in der
Weise mit der Avalanche«Photodiode verbunden ist, daB das
sinusformige Signal zur Photodioden—Betriebsspannung addiert
wird, wobei der elektronische Schalter einen Referenzaus-
gang besitzt der mit dem. Referenzelngang des Lockein- ‘
Vefstérkers verbunden ist, der Ausgang des'Lock-ineVérstérw
kers zu einem Steuereingang der Verzﬁgerungseiﬁheit gefiihrt
ist, und diese iiber einen zusitzlichen Ausgang mit einer '
der Verzdgerung. proportionalen Gleichspannung verfugt der
: mit einem Spannungsmefgerit verbunden ist. '

- 2, Fluoreszenzdetektor nach Punkt 1, gekennzéichnét dadurch,
' daB im Falle aktiv elektrooptisch modensynchronisierter
 ow-laser in dle'Ansteuerleitung des Mode-Lockers ein Sige
. nalkoppler eingefugt ist, dessen KOppelausgang mit dem
Eingang der variablen Verzogerungselnhelt verbunden ist.
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4,

Fluoreszenzdetektor nach Punkt 1 und 2, gekennzeichnet _
dadurch, dag im Falle aktiv akustooptisch modensynchro-
nisierter cw-Laser der Koppelausgang ‘des Signalkopplers ,
iiber einen Frequenzverdoppler mit dem Eingang der varlabu .
len Verzogerungselnheit verbunden 1st¢ :

Fluoreszenzdetektor‘nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch;

daf im Strahlengang des Lasera'VOr.der fluofeSzierenden
Probe ein Strahlteiler zur Ablenkung eines Anteils der _
Strahlung auf einen Hilfsphotodetektor mit nachgeschalte=

 tem, auf die Folgefrequenz der Laserimpulse abgestimmtem,’

e

frequenzselektivem Verstirker angeordnet 1st, und der Aug~

' gang des frequenzselektiven Verstdrkers mit dem Eingang

der varlablen Verzogerungselnheit verbunden ist.

i
-9

Fluoreszenzdetek tor nach Punkt 1 und 4, gekennzeichnet

dadurch, dag im Strahlengang vor dem Hilfsphotodetektor
'ein'Choppervangeordnet ist, dessen Referenzausgang mit dem

Referenzeingang des Lock-in-Verstirkers verbunden ist,

Fluoreszenzdetektor nach Punkt 1, gekennaeichnet dadurch,

- daB3 an das Spannungsmeﬁgerat ein Schreiber angeschlossen
ist,

{“:‘P"u Y Selterr _ Zeichnu e q/ |
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