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Zusammenfassung

Es wird ein neuartiges, hochintegriertes Kamerasystem mit einer rdumlichen Auf-
l6sung von 1024 x 1024 Bildpunkten zur Messung von Lumineszenzabklingzeiten
im Frequenzbereich bei Modulationsfrequenzen von 5kHz bis 50 MHz vorgestellt.
Es kann die bildhafte Messung von Lumineszenzabklingzeiten deutlich vereinfachen
und neue Einsatzfelder eroffnen. Erste Messungen mit dem Kamerasystem zeigen
bereits vielversprechende Resultate und ein hohes Maf an Flexibilitat fiir zahlreiche
Anwendungen.

Dynamische Photolumineszenzprozesse, wie die Lumineszenzléschung und der Fors-
ter-Resonanzenergietransfer (FRET), werden theoretisch behandelt und mit Hilfe
elektrischer Ersatzschaltungen modelliert. Durch bestehende elektrotechnische Me-
thoden lassen sich die erstellten Modelle simulieren, visualisieren und mit realen
Messungen vergleichen. Die in vorliegender Arbeit entworfenen Modelle werden
mit ausgewahlten Messungen verglichen und diskutiert. Dabei zeigt sich eine gute
Ubereinstimmung zwischen Modell und realer Probe sowie das Potenzial, kom-
plexere lumineszente Systeme zu untersuchen und zu modellieren, um ein tieferes
Versténdnis iiber diese zu erlangen.

Abstract

A new, highly integrated camera system with a spatial resolution of 1024 x 1024
pixels for luminescence lifetime measurements in the frequency domain is presen-
ted. The modulation frequency range reaches from 5kHz to 50 MHz. The camera
system is capable of simplifying existing luminescence lifetime measuring methods
and opens up new application fields. First measurements with the camera already
show promising results and a high flexibility for a variety of applications.
Dynamic processes of photoluminescence as the quenching of luminescence and the
Forster resonance energy transfer (FRET) are investigated theoretically and model-
led by means of electrical equivalent circuits. Using existing methods of electrical
engineering the developed models can be simulated, visualised and compared to
real measurements. The models presented in that work are discussed and compared
to selected measurements. A good accordance between model and real sample can
be found. It shows the potential to examine and model more complex luminescent
systems to get a more profound knowledge about them.
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1 Einleitung

Die Untersuchung von Materie mit berithrungslosen, zerstérungsfreien Verfah-
ren unter Verwendung von optischer Strahlung, also Licht, unterteilt sich in
unterschiedlichste Disziplinen. Der anhaltende wissenschaftliche und technische
Fortschritt in diesem bedeutsamen Gebiet der Photonik fiithrt zu neuen Methoden,
die neue Parameter zur Analyse oder mehr Informationen liefern. Die erreichbare
rdumliche und zeitliche Auflosung der Instrumentation erhéht sich stetig und macht
die Technologie durch einen hohen Grad von Systemintegration handhabbarer und
vielseitiger einsetzbar.

Ein wichtiger Teilbereich ist die Beobachtung der Lumineszenz durch optische
Anregung, der Photolumineszenz. Von besonderer Bedeutung ist dabei die
Untersuchung der dynamischen Lumineszenz durch modulierte oder gepulste
Anregung, unter anderem die Bestimmung charakteristischer, zeitlicher Grofen
wie Lumineszenzabklingzeiten. Die Abklingzeiten von Molekiilen kénnen durch
Eigenschaften ihrer Mikroumgebung, wie beispielsweise die Temperatur oder
Stoffkonzentrationen, beeinflusst werden. Dieses Phianomen ermdglicht in der bio-
medizinischen Forschung die Untersuchung von Wechselwirkungen von Zellen mit
ihrer Umgebung oder die Entwicklung spezifischer Sensoren. Aus den Abklingzeiten
lassen sich abgeleitete Grofen wie Temperatur, Sauerstoffkonzentrationen oder
Driicke ermitteln. Da bildgebende Verfahren zuerst in der Mikroskopie eingesetzt
wurden, ist dieses Themenfeld in der Literatur haufig unter dem Begriff ,FLIM*
(fluorescence lifetime imaging microscopy) zu finden.

In vorliegender Arbeit wird ein neuartiges, hochintegriertes Kamerasystem vorge-
stellt, das samtliche fiir die Detektion von Lumineszenzabklingzeiten notwendigen
Funktionalitdten in einem kompakten Gerét vereint. Das Messprinzip entspricht
dem der ,Phasen-Modulationsfluorometrie* [35]. Durch harmonische optische
Anregung wird mit Hilfe eines neuartigen Bildsensors die Phasenlage und Tiefe
der Modulation der Lumineszenz gemessen. Aus diesen Informationen kénnen
Abklingzeiten beziehungsweise komplexere dynamische Zusammenhénge abgeleitet
werden. Zusétzlich zum Kamerasystem ist lediglich eine direkt anschliefsbare,
modulierbare Lichtquelle in dem benétigten Spektralbereich notwendig.

Im Rahmen des BMBF-Forderprogramms ,Optische Technologien — Biophotonik
[IT* mit der Projektbezeichnung ,FLICAM* und der vorliegenden Arbeit wurde das
Kamerasystem bei der PCO AG realisiert. Mit einer Auflésung von 1024 x 1024
Bildpunkten, einem dynamischen Bereich von etwa 10Bit und einem weiten
Modulationsfrequenzbereich von 5kHz bis etwa 50 MHz stellt die Kamera ein
neuartiges, hochintegriertes Messgerat dar. Durch die Integration aller relevanten



1 FEinleitung

und aufeinander abgestimmten Baugruppen in ein kompaktes System vereinfacht
sich die Handhabung erheblich und erweitert sich der Einsatzbereich der Lumines-
zenzabklingzeitmesstechnik. Dariiber hinaus liegen die Anschaffungskosten deutlich
unter denen vergleichbarer, jedoch eingeschrankt nutzbarer und aufwendigerer
Systeme.

Die bestehenden theoretischen Grundlagen zur dynamischen Photolumineszenz und
Interpretation der messbaren Phasen und Modulationstiefen werden in vorliegen-
der Arbeit von einer anderen Seite her untersucht. Fundierte und seit langem eta-
blierte Methoden und Verfahren der Elektrotechnik werden zur Vereinfachung des
Versténdnisses auf verschiedene lumineszente Systeme, wie sie in Anwendungen
vorkommen, adaptiert und aquivalente Ersatzmodelle mit elektrischen Impedanzen
erstellt und theoretisch untersucht. Die Modelle beschreiben Zweiniveausysteme,
die Loschung der Lumineszenz, Zweikomponentensysteme und den Forster-Reso-
nanzenergietransfer (FRET).

Anhand realer Messungen entsprechender Systeme mit der entwickelten Kamera in
einem weiten Frequenzbereich werden deren Charakteristika mit denen der Model-
le verglichen und diskutiert. Es zeigt sich eine gute und vielversprechende Uber-
einstimmung sowie das Potenzial der zukiinftigen Anwendbarkeit auf komplexere
Proben und Systeme. Die benotigten Werkzeuge fiir die Modellierung, Verifizierung
und Visualisierung existieren bereits in vielfaltiger Weise und miissen nicht neu ent-
wickelt werden.

Das Kamerasystem zeigt bereits bei diesen ersten Messungen ein ausgeprégtes Po-
tenzial fiir diverse, vielfdltige Anwendungen.



2 Theorie der Photolumineszenz

Die Lumineszenz beschreibt ein Phdnomen der Materie, optische Strahlung zu emit-
tieren. Sie beruht auf der Desaktivierung angeregter elektronischer Zusténde in den
Grundzustand unter Emission von elektromagnetischer Strahlung (Photonen). Ihre
spektrale Charakteristik ist abhéngig von der Beschaffenheit der lumineszierenden
Materie (Atome, Festkorper oder Molekiile).

Es existieren verschiedene Formen der Anregung. Bei der hier betrachteten Pho-
tolumineszenz erfolgt sie durch Absorption von Photonen geniigender Energie. Die
strahlende Abgabe der absorbierten Energie unterscheidet zwei quantenmechani-
sche Mechanismen: die Fluoreszenz und die Phosphoreszenz. In folgendem Ab-
schnitt wird auf diesen Unterschied eingegangen.

Photolumineszierende Stoffe werden als Luminophore bezeichnet. Analog zum Me-
chanismus der Emission wird begrifflich zwischen Fluorophoren und Phosphoren
unterschieden.

2.1 Energieniveauschema und Jablonski-Diagramm
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Abbildung 2.1: Jablonski-Diagramm nach [48]

Die elektronischen Zustinde und Uberginge kénnen in einem Energieschema dar-
gestellt werden, dem sogenannten Jablonski-Diagramm (siehe Abbildung 2.1). Da
in vorliegender Arbeit hauptsichlich Uberginge in Molekiilen eine Rolle spielen,
werden zwei Spinzustdnde der Elektronen unterschieden: der Singulettzustand S,
und der Triplettzustand 7). Der Singulettzustand beschreibt gepaarte Elektronen
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mit antiparallelem Spin, deren resultierender Gesamtspin null ist. Ungepaarte Elek-
tronen, die einen parallelen Spin aufweisen, werden durch den Triplettzustand be-
schrieben. Der elektronische Grundzustand eines Molekiils ist Sy.

Durch Schwingungen der Atomkerne in einem Molekiil entstehen zusétzliche ener-
getische Vibrationszustinde v, die bei optischen Ubergingen wie Absorption und
Emission zu weiteren beobachtbaren Spektrallinien fithren. Das Franck-Condon-
Prinzip beschreibt die zugehorigen Ubergangswahrscheinlichkeiten quantenmecha-
nisch und erkldrt die auftretende Linienverbreiterung sowie die kontinuierlichen
Absorptions- und Emissionsspektren [16].

Prozess Ubergang AFEohot T 8]
Absorption So (vo) = Sn (vy)  hwa 10715

innere Umwandlung (IC) g? ((;Jg)) : g;l ((::)) } 18;5
Interkombination (ISC) Sy (vg) — T3 (vo) — 1079...10°¢
Fluoreszenz Sy (vg) = So (vn)  hup 108
Phosphoreszenz Ty (vo) — So (v,)  hup 1076...1073
intermolekularer St (vo) — ST (vo)  — 1077
Energietransfer (ET) T (vg) = T (vg) — 10°¢...10°3

Tabelle 2.1: Ubergéinge im Jablonski-Diagramm und zugehorige mittlere Zeitkonstan-
ten 7 [48, 9]. Bei optischen Ubergingen ist die Photonenenergie AEphot
angegeben.

Tabelle 2.1 zeigt die moglichen Ubergéinge und deren mittlere Zeitkonstanten. Durch
Absorption von Photonen mit der Frequenz v, werden Elektronen aus Sy in einen
angeregten Zustand S, (v,) tiberfiihrt. Durch strahlungslose innere Umwandlung
(IC: internal conversion) gehen die Elektronen in den Zustand S (vg) iiber. Sowohl
die Absorption als auch die innere Umwandlung nach S; (vg) verlaufen so schnell,
dass deren Zeitkonstanten gegeniiber den anderen vernachlassigbar klein sind.
Eine weitere innere Umwandlung von S} (vg) nach Sy (v,) kann zu einer strahlungs-
losen Desaktivierung des angeregten Zustands fithren. Die strahlende Desaktivie-
rung von S (vp) nach Sy (v,) unter Emission von Photonen mit der Frequenz vp
wird als Fluoreszenz bezeichnet. Die Zeitkonstante fiir diesen Prozess liegt typi-
scherweise im Nanosekundenbereich.

Mit geringer Wahrscheinlichkeit kann auch ein Ubergang vom Singulettzustand
S1 (vo) zum Triplettzustand 77 (vo) stattfinden, der nach quantenmechanischen Aus-
wahlregeln verboten ist, da eine Spinumkehr stattfindet. Er wird als Interkombina-
tion (ISC: intersystem crossing) bezeichnet. Unter erneuter Spinumkehr kann die
strahlende Desaktivierung von T (vg) nach Sy (v,) unter Emission von Photonen
mit der Frequenz vp erfolgen, die Phosphoreszenz genannt wird. Die dabei auftre-
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tenden Zeitkonstanten liegen typischerweise im Mikro- oder Millisekundenbereich,
da T3 (vo) metastabil ist.

Im Allgemeinen ist die Wellenlénge der absorbierten Photonen A, kleiner als die der
emittierten Photonen A\r beziehungsweise \p, da meist nichtstrahlende Energieum-
wandlungen (siehe oben) beteiligt sind. Dieser Effekt wird als Stokes-Verschiebung
bezeichnet.

Zwischen zwei Molekiilen kann ein intermolekularer Energietransfer (ET: energy
transfer) stattfinden (siehe Abschnitt 2.4). Dabei wird Energie aus dem angeregten
Zustand S] (v) des Molekiils I in den Zustand S{! (vg) des Molekiils IT {ibertragen.
Der Energietransfer kann auch zwischen den metastabilen Zustinden 77 (vy) und
T (vo) stattfinden.

Jeder Zeitkonstante kann eine zugehorige Rate

1
k=— (2.1)
T
zugeordnet werden. 7 ist der zeitliche Parameter des exponentiellen Abfalls als

Systemantwort auf eine impulsférmige Anregung (sieche Abschnitt 2.2.1).

2.2 Lumineszenzdynamik

Wird die Photolumineszenz einer Probe durch eine sich zeitlich &ndernde Anre-
gung, zum Beispiel durch Modulation oder Pulsen, hervorgerufen, zeigt sie in der
Regel eine sich zeitlich &ndernde Antwort. Je nach Formulierung der Anregung
im Zeit- oder Frequenzbereich ergibt sich eine zugehdrige Systemantwort in der
entsprechenden Domaéne.

Bei Betrachtung linearer, zeitinvarianter Systeme stellen die Laplace- und Fourier-
Transformation die Korrespondenzen zwischen Zeit- und Frequenzbereich her.
Lumineszente Systeme erfiillen die Eigenschaften linearer, zeitinvarianter Systeme,
wenn von durch die optische Anregung verursachten Sattigungsphdnomenen oder
Bleichung abgesehen wird. Die Definitionen sind nach [2] im Folgenden gegeben.

Die Laplace-Transformation bildet eine Funktion im Zeitbereich f (t) in den La-
place-Bereich ab:

L{fO(s) = | f(t)e"dt (2.2)

t

Le———sg

mit s € C. Die Laplace-Variable s = ¢ + iw setzt sich aus der Démpfung ¢ und
der Kreisfrequenz w zusammen. Die Laplace-Transformation eignet sich fiir die
Beschreibung von Systemen mit démpfenden Elementen und somit auch von Ein-
und Ausschaltvorgéngen [72].
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Die Beschreibung harmonisch angeregter und eingeschwungener Systeme (o = 0)
im Frequenzbereich kann mit Hilfe der verwandten Fourier-Transformation

F{f (1)} (iw) = j £ (e tdt (2.3)

erfolgen. Das Verhalten im Frequenzbereich wird haufig in Form von Bode- oder
Nyquist-Diagrammen [32]| graphisch dargestellt (siche Abschnitt 3.7).

2.2.1 Beschreibung im Zeitbereich

Bei einem optischen Ubergang von einem angeregten Zustand in den Grundzustand
ist die Lumineszenzintensitét als zeitliche Antwort auf eine impulsférmige optische
Anregung (Dirac-Stof)

ae_i t>=0
h(t) = ’ ) 2.4
() {O, t<0 (24)

Hierbei ist 7 die Zeitkonstante der Emission, auch Abklingzeit genannt, und «
die anfiangliche Intensitat. Die Annahme der impulsférmigen Anregung und somit
Besetzung des angeregten Zustands ist zuléssig, da die Zeitkonstante der Absorption
gegeniiber der der Emission vernachlassigbar ist (siche Tabelle 2.1).

Die emittierte Gesamtenergie der Impulsantwort ist durch das Integral

B - J h(t)dt = ar (2.5)

gegeben. Bei zeitlich unverdnderlicher Anregung stellt £ ein Maf fiir die mittlere
Lumineszenzintensitat dar.

2.2.2 Beschreibung im Frequenzbereich

Fiir ein eingeschwungenes System, wie es bei Messungen im Frequenzbereich der
Fall ist (siehe Abschnitt 3.3.2), ist die Korrespondenz der Impulsantwort aus Ab-
schnitt 2.2.1 im Frequenzbereich mit Gleichung (2.3)

aT

h(t) o— H (iw) = (2.6)

1+ dwr’
H (iw) kann auch als Ubertragungsfunktion des Systems mit zwei Zustinden auf-
gefasst werden. Da absolute Lumineszenzintensititen in der Beschreibung der Dy-
namik im Frequenzbereich keine Rolle spielen, findet die normierte Ubertragung-
funktion

H, (iw) = (2.7)
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Verwendung. Fiir das System mit zwei Zustédnden ist sie

1
1+ iwr’

H, (iw) = (2.8)

so dass fiir konstante Anregung (w = 0) H, (0) = 1 ist. Der Betrag einer normierten
Ubertragungsfunktion stellt den Modulationsindex

m (w) = [Hy (iw)| (2.9)
dar, der Phasengang ist durch

¢ (w) = arg (H, (iw)) (2.10)

gegeben. Fiir den Spezialfall eines Systems mit zwei Zustdnden lasst sich mit Glei-
chung (2.9) eine Modulationsabklingzeit 7,

1 1 1
MmWw) = ——————==Tm = —A | —57—
) A1+ w?r? w\l m? (w)

definieren. Analog ergibt sich mit Gleichung (2.10) eine Phasenabklingzeit 7,

—1 (2.11)

tan ¢ (w) = —wry < T = —étangb(w) , w#0. (2.12)

Es gilt 7, = 7, = 7, so dass sich die Abklingzeit des Systems sowohl durch den
Modulationsindex als auch durch die Phase bestimmen lésst.

2.3 Mehrkomponentensysteme

Im Folgenden werden Systeme betrachtet, die mehrere voneinander unabhéngige
Abklingzeiten beinhalten, die sich additiv iiberlagern. Dies ist nicht zu verwechseln
mit Prozessen, wie dem Energietransfer (siehe Abschnitte 2.4 und 4.4), bei denen
die Ubergangsraten voneinander abhiingig sind. Die Impulsantwort des Mehrkom-
ponentensystems ist

.

hy (t) = i aje (2.13)

und die emittierte Gesamtenergie mit Gleichung (2.5)

N
EN = Z Q;Tj. (214)
j=1

Fiir jede Abklingzeitkomponente lésst sich ein relativer energetischer Anteil bezie-
hungsweise eine relative Intensitat
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fi=gr=5"" (2.15)

N .

mit >, f; = 1 formulieren. Die Ubertragungsfunktion kann mit dem Additionstheo-
j=1

rem der Fourier-Transformation wie folgt ausgedriickt werden:

N QG T5
Z — (2.16)

+ sz]

Mit den Gleichungen (2.7), (2.15) und (2.16) ist die normierte Ubertragungsfunk-
tion

Mz

Hy y (iw) (2.17)

+ ZWTJ

Die beobachtete Phase des Mehrkomponentensystems kann durch Vergleich mit den
Gleichungen (2.10) und (2.12) zur Formulierung einer scheinbaren Abklingzeit

N aj7—j2 N
Zl 14-w272 '21 wj (W) 7j
j= j=
To,app (W) = 5 = (2.18)
Xz uwi(w)
j=1 J Jj=1

verwendet werden. w; (w) = ay7; (1 + w27'-2)_1 sind frequenzabhingige Gewichte
eines arithmetischen Mittels.
Nach [48] ist die mittlere Abklingzeit im Zeitbereich

) N
T Z W;T
j

al
I

(2.19)

Q
.
2

M=| 1=

<
Il
_

-1
N
> w
j=1

mit den Gewichten w; = a;7;. Bei der Berechnung werden die Impulsantworten
zugrunde gelegt und somit eine impulsférmige Anregung, die im Frequenzbereich
mit allen Frequenzen simultan vertreten ist. Somit sind die scheinbaren mittleren
Abklingzeiten 74 app (w) und 7 von der jeweiligen Messmethodik abhéngig (siehe
Abschnitte 3.3.1 und 3.3.2).

Werden die Gleichungen (2.11) und (2.12) — falschlicherweise — auf ein Mehrkom-
ponentensystem angewandt, ist im Allgemeinen 7, # 74 [81].
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2.4 Energietransfer

Der in Abschnitt 2.1 durch die Rate kgt beschriebene intermolekulare Energie-
transfer kann zwischen den angeregten Singulettzustinden S1, S beziehungsweise
Triplettzustinden 77, Ti! stattfinden. Die Desaktivierung der angeregten Zustinde
kann durch Fluoreszenz, respektive Phosphoreszenz, erfolgen. Da beide Mechanis-
men gleichermafen eine Rolle spielen, wird in den folgenden beiden Abschnitten
der allgemeinere Begriff Lumineszenz verwendet.

2.4.1 Lumineszenzloschung

Die Abnahme der Lumineszenzintensitéit durch die Anwesenheit eines Molekiils (L6-
schers) in der Mikroumgebung eines Luminophors wird als Lumineszenzléschung
bezeichnet. Es wird zwischen der statischen und der dynamischen Lumineszenzlo-
schung unterschieden [48].

Bei der statischen Lumineszenzloschung nimmt die Konzentration lichtemittieren-
der Luminophore ab, da nichtstrahlende Komplexe mit dem Loscher gebildet wer-
den. Die Abklingzeit der verbleibenden Lumineszenz bleibt unverédndert.

Die dynamische Lumineszenzloschung geschieht durch Stofsprozesse zwischen Lu-
minophor und Léscher. Sie wird deswegen auch als Stofloschung bezeichnet. Dabei
tritt ein strahlungsloser Energietransfer vom angeregten Zustand des Luminophors
zum Loscher auf. Letzterer bewirkt den strahlungslosen Ubergang der iibertragenen
Energie in Warme.

Charakteristisch ist hierbei, dass sowohl die Lumineszenzintensitét als auch die Ab-
klingzeit reduziert wird. Die Stern-Volmer-Gleichung beschreibt die Reduzierung
der anfanglichen Intensitat Fy auf F' und der Abklingzeit von 7y auf 7:

% - % — 1+ Ksv[Q]. (2.20)

Dabei ist Kgy = k479 die Stern-Volmer-Konstante, k4 die bimolekulare Loschkon-
stante und [Q] die Konzentration des Loschers.

In Abschnitt 4.2 wird die Stern-Volmer-Gleichung mittels Ubertragungsfunktionen
eines dquivalenten elektrischen Ersatzschaltbildes dargestellt.

Die Lumineszenzloschung kann als qualitativer und quantitativer Indikator fiir Ver-
anderungen in der Mikroumgebung eines Molekiils genutzt werden. Beispielsweise
sind molekularer Sauerstoff und Halogenide wichtige Lumineszenzléscher.

Mit Hilfe geeigneter Indikatoren konnen Grofen wie spezifische Stoftkonzentratio-
nen oder pH-Werte in der Mikroumgebung eines Systems (Zellbiologie) [48, 19] oder
abgeleitete Grofen wie der auf Flugzeugmodelle wirkende Luftdruck [46] bestimmt
werden.
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2.4.2 Forster-Resonanzenergietransfer

Eine bedeutende Variante des Energietransfers zwischen zwei Molekiilen ist der
Forster-Resonanzenergietransfer (FRET). Er beruht auf einer Dipol-Dipol-Wech-
selwirkung und ist in [30] beschrieben. Die Rate, mit der Energie vom angeregten
Zustand des einen Molekiils (Donor) zum anderen (Akzeptor) iibertragen wird, ist

1 (Ry\°
krreT = - <§0) : (2.21)
D

Dabei ist R der Molekiilabstand, Ry der kritische Molekiilabstand beziehungsweise
Forster-Radius und mp die Lumineszenzabklingzeit des Donors in Abwesenheit
vom FRET. Der Parameter R, beriicksichtigt molekiilabhéngige Grofen wie
die spektrale Uberlappung des Emissionsspektrums des Donormolekiils mit dem
Absorptionsspektrum des Akzeptormolekiils sowie die rdumliche Orientierung der
Molekiile zueinander.

Wie bei der Lumineszenzloschung (siehe Abschnitt 2.4.1) bewirkt kpgrgr eine
Reduktion der Lumineszenzintensitiat des Donors sowie der Abklingzeit mp. Fiir
R = R, sind die Raten fiir die Donorlumineszenz und den FRET gleich [9].
Die an das Akzeptormolekiil iibertragene Energie kann dort durch strahlende
Desaktivierung des angeregten Zustands in Lumineszenz iiberfiihrt werden.
Charakteristisch fiir den FRET ist die ausgeprigte Abstandsabhingigkeit der
beteiligten Molekiile: Der iibertragene Energieanteil ist umgekehrt proportional zur
sechsten Potenz des Molekiilabstands. Damit kénnen FRET-Systeme als extrem
empfindliche Indikatoren fiir entfernungsabhidngige Molekiilwechselwirkungen
genutzt werden [27, 7).

Mit Hilfe entsprechender Farbfilter bei der Beobachtung des FRETSs kénnen die oft
spektral verschiedenen Lumineszenzen der Donor- und Akzeptormolekiile separiert
und analysiert werden.

In Abschnitt 4.4 wird ein FRET-System mit den zugehorigen Raten und Zeitkon-
stanten ausfiihrlich modelliert und in ein elektrisches Ersatzschaltbild tiberfiihrt.
Dort werden auch die Grundlagen fiir das Verstédndnis der beobachteten Abkling-
zeiten und des Systemverhaltens im Frequenzbereich entwickelt.
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3 Detektion und Bestimmung der
Lumineszenzabklingzeiten

In diesem Kapitel werden zu Beginn gebrauchliche Lichtquellen und Detektoren fiir
Messungen und die Bestimmung von Lumineszenzabklingzeiten im Zeit- und Fre-
quenzbereich vorgestellt. Der Schwerpunkt liegt in vorliegender Arbeit auf modu-
lierbaren, phasensensitiven Bildsensoren, wie sie in Entfernungsmesskameras (TOF-
Kameras, TOF: time of flight) eingesetzt werden. Sie beruhen auf Methoden im Fre-
quenzbereich. Die Detektion harmonisch intensitdtsmodulierter optischer Strahlung
durch Kreuzkorrelation und anschliefsende Rekonstruktion mittels numerischer har-
monischer Analyse werden ausfiihrlicher behandelt, ebenso die Referenzierung im
Frequenzbereich mit einem Referenzluminophor. Des weiteren werden zwei Ansétze
zur Bestimmung optimaler Modulationsfrequenzen gezeigt und die Darstellung der
komplexen Frequenzantwort eines Systems im Nyquist-Diagramm erklart.

3.1 Lichtquellen

Anwendungen zur Bestimmung der Lumineszenzabklingzeiten benotigen modulier-
bare beziehungsweise pulsbare Lichtquellen, deren Emissionswellenldngen zur op-
tischen Anregung der zu untersuchenden Luminophore geeignet sind. Es gibt eine
Vielzahl verschiedener Lichtquellen, die fiir Methoden im Zeit- oder Frequenzbe-
reich (oder in beiden) geeignet sind, sich jedoch in der Modulationsbandbreite,
Handhabbarkeit und in den Anschaffungskosten unterscheiden. Im Folgenden soll
ein kurzer Uberblick iiber die in diesen Messverfahren iiblichen Lichtquellen gege-
ben werden.

Neben den direkt modulierbaren Lichtquellen, auf die spéter eingegangen wird, gibt
es externe Modulatoren, mit denen sich Licht konstanter Intensitét (beispielswei-
se aus Dauerstrichlasern) modulieren ldsst. Zu ihnen gehéren akusto- und elek-
trooptische Modulatoren. Akustooptische Modulatoren konnen das Licht mit der
doppelten Frequenz der akustischen Anregung des Modulatorkristalls intensitéts-
modulieren (beispielsweise 28,84 MHz akustisch und 57,68 MHz optisch [11]). Elek-
trooptische Modulatoren (Pockels- und Kerr-Zelle) sind typischerweise bis 200 MHz
modulierbar, benotigen jedoch hohe Modulationsspannungen und kollimiertes Licht
[48]. Je nach Arbeitspunkt der elektrooptischen Modulatoren kann die Intensitéts-
modulation mit der Grundschwingung oder der doppelten Frequenz, Mischformen
ausgenommen, erfolgen. Der Nachteil dieser Modulatoren ist der strenggenommen
nichtlineare Zusammenhang zwischen den Wellenformen des Modulatoreingangs

11
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und der tatsdchlichen Intensitédtsmodulation. Somit enthalt die Intensitédtsmodu-
lation selbst bei harmonischer Modulation héhere Harmonische.

Blitzlampen koénnen aussschlieflich zur optischen Pulserzeugung verwendet wer-
den. Sie zeigen fiir die Anwendungen typische Pulsdauern von etwa 1ns bei einer
Pulswiederholrate von etwa 50 kHz [48]. Weitere Pulslichtquellen stellen in Moden-
kopplung betriebene Titan:Saphir-Laser mit Pulsdauern von 100 fs, deren optische
Frequenz je nach Anwendung oft vervielfacht wird [48|, oder Farbstofflaser mit Puls-
dauern um 6 ps [61] dar.

In den letzten Jahren haben sich halbleiterbasierte, modulier- und pulsbare Licht-
quellen wie Laserdioden und Lumineszenzdioden (LED: light emitting diode) eta-
bliert, zumal sie nicht nur in addquaten Modulationsfrequenzbereichen betrieben
werden konnen und in verschiedenen Emissionswellenldngen verfiigbar sind, son-
dern auch kostengiinstige und zuverléssige Bauteile mit kleiner Baugrofe darstel-
len. Laserdioden emittieren im Gegensatz zu LEDs in einem deutlich schmaleren
Spektralbereich.

Laserdioden mit einer Emissionswellenldnge von 405 nm und Pulsdauern von 70 ps
mit Pulswiederholraten von 40 MHz oder harmonischer Modulation bis in den GHz-
Bereich werden in [48]| genannt.

Es existieren einige Arbeiten, die die Modulierbarkeit von LEDs im blauen oder
ultravioletten Spektralbereich untersuchen. |22, 20| beschreiben blauemittierende
LEDs, die bis 40 MHz modulierbar sind, [71] nennt eine —3 dB-Bandbreite von
31 MHz. [38] gibt eine Modulationsfrequenz von 250 MHz bei 460 nm und 370 nm
Emissionswellenldnge an, [78] erzielt mit 280 nm- und 300 nm-LEDs bis zu 400 MHz
(mit einer —3 dB-Bandbreite von 100 MHz). [76] gibt als maximale Modulationsfre-
quenz von LEDs verschiedener Emissionswellenlangen 100 MHz an. Da in einigen
der obig zitierten Arbeiten keine Angaben zur Bandbreitendefinition gemacht wer-
den, gestaltet sich der Vergleich der maximalen Modulationsfrequenzen als schwie-
rig. Aus diesem Grund wurden LEDs verschiedener Hersteller mit unterschiedlichen
Emissionswellenléngen und optischen Leistungen in eigenen Messungen untersucht.
In Anhang B.2 sind die Anstiegs- und Abfallzeiten aus Transientenmessungen und
—3 dB-Grenzfrequenzen bei sinusférmiger Modulation des elektrischen Diodenstro-
mes aufgelistet. Die hochsten gemessenen Grenzfrequenzen liegen bei etwa 20 MHz.
Gepulste LEDs mit Pulsdauern von 4ns bei Pulswiederholraten im kHz-Bereich
zeigt [56]. [65] erwdhnt Pulsdauern von etwa 0,8ns bei Mikro-LED-Feldern mit
450 nm Emissionswellenlénge.

3.2 Detektoren

Zur Detektion der zeitabhéngigen Lumineszenz und anschlieffenden Bestimmung
der Lumineszenzabklingzeiten sind ausreichend schnelle beziehungsweise schnell
modulierbare optische Sensoren erforderlich, die sich prinzipiell sowohl im Zeit- als
auch im Frequenzbereich einsetzen lassen. Die bendtigte Bandbreite ist abhéngig
von den zu messenden Abklingzeiten (vergleiche Abschnitt 3.6). Es lasst sich un-
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terscheiden zwischen Detektoren, die eine Probe punktuell (Einkanaldetektor) oder
bildgebend (zweidimensional, Weitfeld) vermessen. Mit Hilfe rdumlich abtastender
und somit sequentieller Verfahren kénnen Proben mit einem Einkanaldetektor zwei-
oder dreidimensional vermessen werden (beispielsweise konfokale Laserscanning-
Mikroskopie [48]). Die bildgebenden Detektoren zeichnen sich dagegen dadurch
aus, dass sie alle Bildpunkte simultan und somit in deutlich kiirzerer Zeit erfassen,
was besonders bei dynamischen Proben relevant ist.

Zu den Einkanaldetektoren zéhlen diskrete Photodioden, Avalanche-Photodioden
(APD) und Sekundérelektronenvervielfacher (PMT: photomultiplier tube). Sie fin-
den besonders im Zeitbereich zum zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlen (TCSPC:
time-correlated single-photon counting) Anwendung [65, 18, 80, 13, 5, 10]. APDs
lassen sich mit Zeitfenstern von etwa 400 ps [65] oder sogar 20 ps [48]| schalten.
PMTs erreichen eine Zeitauflosung von 112ps [48] und erlauben eine direkte
Modulation mit Frequenzen um 200 MHz—-300MHz [35] oder gar 1GHz [48].
Nachteile der PMTs sind der benotigte Einsatz von modulierter Hochspannung
und der Bedarf an vorsichtigem Umgang aufgrund ihrer mechanischen Beschaf-
fenheit. Zudem konnen sie durch eine zu hohe Lichtintensitdt zerstort werden
(Beschéddigung der Photokathode).

Zau den bildgebenden Detektoren zdhlen modulierbare Bildverstarker in Kombina-
tion mit nachgeschalteter Kamera (Bildverstarkerkamera) und direkt modulierbare
Bildsensoren in CCD- und CMOS-Technologie (CCD: charge-coupled device,
CMOS: complementary metal oxide semiconductor). Die Bildverstarker besitzen
Mikrokanalplatten (MCP: micro-channel plate), deren lateral angeordneten
Mikrokanéle das Prinzip der PMTs beinhalten, und die das optische Zwischenbild
verstarken und modulieren [41, 13, 73, 61]. Im Zeitbereich erlauben die geschalteten
MCPs Zeitfenster von 200 ps bei 100 MHz Wiederholrate [77] oder gar 25ps [48].
Im Frequenzbereich lassen sich Modulationsfrequenzen von 100 MHz [76] oder
gar 1 GHz [69] erreichen. Hauptnachteile der MCPs sind die Nichtlinearitét der
Intensitatsmodulation und die geringe Lebensdauer.

Die direkte Modulation der Auslesestrukturen eines CCD-Sensors kann zu einer
Modulation der effektiven Empfindlichkeit fiihren und wird in [55, 56] gezeigt.
Die maximale Modulationsfrequenz ist mit 9 MHz angeben. Seit einigen Jahren
sind spezielle, modulierbare CMOS-Sensoren (beziechungsweise Kombinationen
der CCD- und CMOS-Technologie) verfiighar, die als phasensensitive Sensoren
eingesetzt werden konnen und héiufig in Entfernungsmesskameras (TOF-Kameras)
verbaut werden (33, 45, 52, 57, 53, 59]. Diese Sensoren werden iiberwiegend
im Frequenzbereich genutzt und stellen phasensensitive Detektoren nach dem
Prinzip des ,Lock-In“ dar; durch Phasenschiebung der Bildsensormodulation und
Ladungsintegration ldsst sich die Kreuzkorrelationsfunktion bestimmen (siehe
Abschnitt 3.3.2). Eine Anwendung einer TOF-Kamera (SwissRanger SR-2, CSEM)

zur Lumineszenzabklingzeitbestimmung wird in [26] gezeigt.
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3 Detektion und Bestimmung der Lumineszenzabklingzeiten

Abbildung 3.1:
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Funktionsprinzip eines TOF-Sensors mit zwei Ladungstopfen nach [26].
Die durch Lichteinstrahlung in der Photodiode (Mitte) generierten La-
dungstréger werden je nach Modulationsphase entweder im 0°-Ladungs-
topf (oben) oder im 180°-Ladungstopf (unten) akkumuliert. Zum Zweck
der Eindeutigkeit der Ladungsverteilung wird der Sensor in diesem Fall
rechteckformig moduliert.

Abbildung 3.1 zeigt das Funktionsprinzip eines TOF-Sensors mit zwei Ladungstop-
fen. Je nach Phase der rechteckformigen Modulation des Bildsensors werden die
durch Lichteinstrahlung in der Photodiode generierten Ladungstriger entweder im
0°- oder 180°-Ladungstopf akkumuliert. Die rechteckformige Modulation wird auf-
grund der Eindeutigkeit der Ladungsverteilung bevorzugt. Durch Aufnahme eines
zweiten Phasenpaares mit 90°-Phasenverschiebung lésst sich bereits eine einstrah-
lende sinusformige optische Modulation mit den vier Stiitzstellen 0°, 90°, 180° und
270° rekonstruieren (siche Abschnitt 3.3.2). Es gibt auch Ansétze, TOF-Sensoren
mit einem oder vier Ladungstopfen pro Pixel zu realisieren [51].

PMD|vision|®! SwissRanger SR-3000? Effector O3D?

Auflésung

(Spalten x Zeilen) 160 x 120 176 x 144 64 x 50
Pixelgrofe 40 x 40 pm? 40 x 40 pm? 100 x 100 pm?
Modulationsfrequenz 20 MHz 20 MHz 20 MHz
Bildwiederholrate 15571 405t 1...100s71

! PMDTechnologies GmbH

2 MESA Imaging AG
3 IFM Electronic GmbH

Tabelle 3.1: Daten einiger Bildsensoren erhéltlicher TOF-Kameras verschiedener Her-
steller aus [67]
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3.3 Methoden der Detektion

Die Vorteile der existierenden TOF-Sensoren sind die Integration der Demodulati-
onsstrukturen auf dem Bildsensor (keine mechanisch bewegten, empfindlichen Tei-
le, solid-state), eine hohe Lebensdauer, keine benotigten Hochspannungen und ein
Modulationsfrequenzbereich, der zur Detektion von Lumineszenzabklingzeiten bis
hinunter in den Nanosekundenbereich geeignet ist. Die Nachteile sind der (tempe-
raturabhéngige) hohe Dunkelstrom (und das entsprechende Dunkelstromrauschen)
[43], eine eventuelle Gleichlichtunterdriickung, die eine Bestimmung des Demodu-
lationsindexes verhindert, und die verhéltnisméfig geringe Pixelzahl. Tabelle 3.1
fasst einige Daten erhéltlicher TOF-Sensoren zusammen.

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete, neuartige modulierbare Bildsensor
zeichnet sich durch eine bedeutend hohere Pixelzahl (1024 x 1024), einen geringeren
Dunkelstrom und die Moglichkeit, den Gleichanteil des einstrahlenden Lichtes zu
integrieren, aus. In Abschnitt 5.2.2 sind seine Leistungsdaten zu finden.

3.3 Methoden der Detektion

Es werden zwei Methoden der Detektion der Lumineszenzabklingzeiten begrifflich
unterschieden: die Detektion im Zeit- und Frequenzbereich. Bei der Methode im
Zeitbereich wird die lumineszierende Probe mit (wiederholten) optischen Pulsen
angeregt, wahrend bei der Methode im Frequenzbereich die Intensitdt der opti-
schen Anregung harmonisch beziehungsweise mit hoheren Harmonischen moduliert
wird. Systemtheoretisch unterscheiden sich beide Methoden nicht voneinander und
sind iiber die Fourier-Transformation (siehe Abschnitt 2.2) miteinander verkniipft.
In der Literatur finden sich detaillierte Untersuchungen zum Signal-Rausch-Ver-
héltnis existierender Methoden im Zeit- und Frequenzbereich [62, 21|, die in die
Auswahl der Instrumentierung und in das Abwégen der jeweiligen Vor- und Nach-
teile einfliefen kénnen [34].

3.3.1 Methoden im Zeitbereich
A fexe (1), fom (1)

h

J fexc (t) g
t

Abbildung 3.2: Durch pulsférmige Anregung fexc () resultierender zeitlicher Verlauf der
Lumineszenz fen (t)
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3 Detektion und Bestimmung der Lumineszenzabklingzeiten

Die optische Anregung erfolgt im Zeitbereich durch (wiederholte) Pulse. Der Lumi-
nophor antwortet auf die impulsférmige Anregung mit einer abklingenden Funktion,
wie es in Abbildung 3.2 dargestellt ist. Dabei werden Pulsdauern angestrebt, die
klein gegeniiber den erwarteten Abklingzeiten sind.

Der zeitliche Verlauf der Lumineszenz wird durch das Faltungsintegral der Laplace-
Transformation [8]

Jom (£) = fone () % B (1) = f Fone (E) Bt — ) (3.1)

mit der optischen Anregung fex. (t) und der Impulsantwort & (¢) aus Gleichung (2.4)
beschrieben. Fiir den theoretischen Fall, dass fe (t) = 0 (t) eine Delta-Funktion
(Dirac-Distribution) [2] ist, stellt die Lumineszenz die Impulsantwort fo, (t) = h (t)
dar.

Da die Pulsform der optischen Anregung eine endliche Breite hat, kann durch Ent-
faltung mit der zuvor detektierten optischen Anregung die eigentliche Impulsant-
wort

_ o1 [ L e (D)} (5) }
=< {»2” {fexe ()} (5) “ 32
bestimmt werden [4]. Dabei ist £~ die inverse Laplace-Transformation [8]. Da
die optische Anregung und die Lumineszenz dieselbe Detektionskette durchlaufen,
kann die Charakteristik des Messsystems, bestehend aus Lichtquelle und Detektor,
durch diese Form der Referenzierung kompensiert werden.

Zur Bestimmung der Abklingzeit sollen im Folgenden zwei Methoden kurz erldutert
werden: das Prinzip ,rapid lifetime determination (RLD) und das zeitkorrelierte
Einzelphotonenzéhlen (TCSPC: time-correlated single-photon counting).

A fom (t)

D,
D,
At At
-> - >
t1 to t

Abbildung 3.3: Lumineszenzabklingzeitbestimmung nach dem Prinzip ,rapid lifetime
determination®. Die wahrend der Torzeit At zu den Zeitpunkten ¢; und
to integrierten Lumineszenzintensitdten D und D lassen sich zur Be-
stimmung der Abklingzeit nach Gleichung (3.3) verwenden.
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3.3 Methoden der Detektion

Bei der ersten Methode wird {iber zwei (oder mehr [14]) Zeitfenster mit der Torzeit
At iiber den zeitlichen Verlauf der Lumineszenz fe, (t) (idealerweise die Impulsant-
wort h (t)) integriert und nach [1, 61] die Abklingzeit

(3.3)

bestimmt. Dabei sind #; und ¢, die Zeitpunkte, ab denen die Intensitaten integriert
werden (D; und Ds). Abbildung 3.3 illustriert das Verfahren.

A fem (t)aNph

>
—_—
At t
Abbildung 3.4: Prinzip des zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlens (TCSPC: time-cor-
related single-photon counting): Bei wiederholter Messung werden die
Zeitdifferenzen At zwischen dem Anregungspuls und dem Eintreffen

des ersten Photons bestimmt und die kumulierte Photonenzahl Ny, in
einem Histogramm aufgetragen.

Beim Verfahren des TCSPC wird die Zeit At zwischen der pulsférmigen optischen
Anregung und der Detektion des ersten eintreffenden Photons gemessen und als
Zéahlereignis in einem Histogramm aufgetragen. Durch oft wiederholte Messungen
reprisentiert das Histogramm die Abklingkurve der Lumineszenz [48, 7|. Abbildung
3.4 zeigt das der Abklingkurve iiberlagerte Histogramm.

Der Vorteil der RLD-Methode ist die schnelle Erfassung und Auswertung einer ein-
zelnen Abklingzeitkomponente. Das Verfahren ist nicht oder nur schlecht fiir Proben
mit mehreren Abklingzeitkomponenten geeignet. Die TCSPC-Methode ist ein sehr
empfindliches Verfahren, welches jedoch fiir das Photonenzahlen aufgrund der ho-
hen Anzahl der Messwiederholungen verhéltnisméfbig viel Zeit benotigt. Die Anzahl
der registrierten Photonen darf nicht zu hoch sein, da sonst die Zéahlereignisse nicht
mehr eindeutig den Zeitpunkten zugeordnet werden kénnen. Aus diesem Grund
diirfen die untersuchten Proben keine zu hohen Lumineszenzintensititen aufweisen
beziehungsweise miissen die Anregungsintensitdten reduziert werden.

Mit Hilfe anschliefsender nichtlinearer Regression werden verschiedene Modelle, die
eine oder mehrere Abklingzeitkomponenten mit verschiedenen relativen Intensitéts-
anteilen beinhalten, zur Anpassung der Abklingkurve an die Messdaten verwendet.
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3 Detektion und Bestimmung der Lumineszenzabklingzeiten

Strenggenommen setzt die Giiltigkeit der gewonnenen Abklingzeiten jedoch ein kor-
rekt angenommenes Modell der untersuchten Probe voraus.

3.3.2 Methoden im Frequenzbereich

Die Detektion der Lumineszenz im Frequenzbereich &hnelt dem Prinzip der Netz-
werkanalyse elektrischer Netzwerke mit Hilfe komplexer Netzwerkanalysatoren [39].
Das zu untersuchende System wird mit einer, meist sinusférmigen, Modulation be-
aufschlagt und dessen Antwort detektiert. Die Luminophore, die in vorliegender
Arbeit als lineare, zeitinvariante Systeme betrachtet werden, zeigen im Falle der
sinusformigen Anregung ebenfalls eine sinusférmige Antwort sowie eine charakte-
ristische frequenzabhéngige Amplituden- und Phasenwinkeldnderung.

Das Prinzip der komplexen Netzwerkanalyse kann auf lumineszente Systeme an-
gewendet werden, indem die optische Anregung des Luminophors mit sinusférmig
intensitdtsmoduliertem Licht erfolgt. Abbildung 3.5 zeigt die zeitlichen Verldufe der
optischen Anregung gex. (t) und der Lumineszenz gep, (t), deren Modulationsindizes
Mexe UNd Mgy, sowie die Phasenlagen beziehungsweise Phasenverschiebung ¢.

A Jexc (t) » Jem (t)

t

Abbildung 3.5: Durch harmonisch intensitdtsmodulierte Anregung gexc (t) eines linea-
ren, zeitinvarianten Systems resultiert ein ebenfalls harmonischer Ver-
lauf der Lumineszenz gey (t). Gexc, Gem sind die Amplituden und beyc,
bem die Gleichanteile der harmonischen Funktionen, woraus sich die Mo-
dulationsindizes Mexe = Gexe/bexe UNA Mem = dem/bem ergeben. ¢ ist die
durch den Luminophor verursachte Phasenverschiebung.

Der Modulationsindex m ist das Verhéltnis der Amplitude a zum zeitlichen Mit-
telwert beziehungsweise Gleichanteil b. Zur Aufnahme der Lumineszenz ist es not-
wendig, sie spektral von der Anregung zu trennen. Mit Hilfe des Lock-In-Prinzips
[59, 51|, dessen mathematische Grundlage die Kreuzkorrelation darstellt, wird das
detektierte Licht ¢ (t) (entweder die optische Anregung gex. (t) oder die Lumines-
ZeNZ Jer (t)) mit der zeit- beziehungsweise phasenverschiebbaren Detektorfunktion
Gdet (1), die meist rechteck- oder sinusférmig ist, gemischt (multipliziert) und an-
schlieffend integriert. Abbildung 3.6 zeigt das Verfahren der Kreuzkorrelation mit
der resultierenden Kreuzkorrelationsfunktion ¢ (¢').
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3.3 Methoden der Detektion

g(t) J )

Jdet (1) =

Abbildung 3.6: Funktionsprinzip des ,Lock-In“ mit einem Mischer (Multiplizierer), der
Zeitverschiebung ¢’ und dem Integrator §. Die resultierende Kreuzkor-
relationsfunktion ist ¢ ().

Gleichung (3.4) definiert die Kreuzkorrelation der Funktionen ¢ (¢) und gget () mit
der Periodendauer 7" nach [51].

1

(') = 9(1) ® gua (1) = Jim

—

g (t) - et (t+1')dt (3.4)

t=

o

Um die intensitatsmodulierte Wellenform zu detektieren, miissen dieselben Frequen-
zen im detektierten Licht g (¢) und in der Detektorfunktion gqe (f) vorkommen, so
dass es sich beim ,Lock-In“ um ein homodynes Verfahren handelt. Bildverstarkerka-
meras und TOF-Sensoren stellen integrierende Sensoren nach dem Lock-In-Prinzip
dar, deren Detektorfunktionen positiv und somit nicht mittelwertfrei sind. Da auch
die Funktionen der optischen Anregung und Lumineszenz nicht mittelwertfrei sein
kénnen (kein ,negatives Licht*) und somit einen Gleichanteil besitzen, enthélt die
Kreuzkorrelationsfunktion auch Information iiber den Gleichanteil und somit iiber
den Modulationsindex des detektierten Lichtes.

Prinzipiell kann die optische Anregung sinusférmig oder mit hoheren Harmonischen
intensitdtsmoduliert werden, so dass die Lumineszenz ebenfalls die entsprechenden
Harmonischen beinhaltet, jedoch muss das Nyquist-Shannon-Abtasttheorem bei der
Abtastung der Kreuzkorrelationsfunktion eingehalten werden, um Abtastfehler zu
vermeiden.

Im Falle einer harmonischen optischen Anregung und Lumineszenz wie in Abbil-
dung 3.5 ist die harmonische Funktion

g (t) =1+ mgcos (wot + ¢o) (3.5)

mit dem Modulationsindex mg, der Kreisfrequenz wy und der Phase ¢q. Als Verein-
fachung wird hier die normierte Darstellung betrachtet; der zeitliche Mittelwert von
g (t) ist eins. Die Detektorfunktion ist im Falle der TOF-Sensoren rechteckformig

1, 0<t<Z
() =< 2 3.6
gaeu (¢) {0, T<t<T (36)

mit der Periode T' = 27 /wy. Zur Vereinfachung der Rechnung wird die Zeitverschie-
bung ¢ in g (t) statt in gqee () eingesetzt und mit ¢’ = ¢'/wy durch die Phasen-
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3 Detektion und Bestimmung der Lumineszenzabklingzeiten

verschiebung ¢’ substituiert, da in TOF-Sensoren die Phase moduliert wird. Die
Kreuzkorrelationsfunktion ist somit (Rechnung siehe Anhang A.1)

¢ (@) = lim % ngdet ) g <t+ ﬂ') dt — % (1 - @sm(d +¢0)> B

Wo

¢ (¢') ist wiederum eine harmonische Funktion mit der Information tiber den Modu-
lationsindex mg und die Phase ¢q. Es ist ersichtlich, dass der Demodulationsindex
in der Kreuzkorrelationsfunktion m’ = 2my/m mit my = 1 einen Maximalwert von
2/m ~ 64 % haben kann und proportional zu my ist.

Im Falle hoherer harmonischer Frequenzanteile in der optischen Anregung und Lu-
mineszenz lasst sich fiir jede n-te Harmonische

gn (t) = fn (1 + m,, cos (nwot + ¢n)) (3.8)
mit dem Gewicht f,,, dem Modulationsindex m,, und der Phase ¢,, mit der Normie-

0
rung ) f, = 1
n=1

g(t) = Z gn(t) =1+ Z famy, cos (nwot + ¢y,) (3.9)

als Fourier-Reihe schreiben. Die resultierende Kreuzkorrelationsfunktion mit der
Detektorfunktion gqet (£) aus Gleichung (3.6) lautet (Rechnung siche Anhang A.2)

c(¢) :% 1-%2%@((%—1) &+ )| - (3.10)

n=1

c(¢') enthélt auch die hoheren, ungeraden Harmonischen, deren Beitrag, bedingt
durch die Fourier-Reihe der rechteckformigen Detektorfunktion, um den Faktor
(2n — 1)71 reduziert ist. Wahrend im Fall der sinusformigen optischen Anregung
und Lumineszenz mindestens drei Stiitzstellen in der Phase (in der Praxis vier
dquidistante Stiitzstellen) zur Rekonstruktion der Kreuzkorrelationsfunktion
ausreichend sind, miissen bei hoheren Harmonischen entsprechend dem Nyquist-
Shannon-Abtasttheorem mehr Stiitzstellen verwendet werden, was jedoch zu einer
lingeren Erfassungsdauer fiihrt.

Zur Vermeidung von Abtastfehlern durch unbekannte harmonische Anteile in der
optischen Anregung und Lumineszenz (rechteckférmig angesteuerte Lichtquellen,
Wiggling“-Fehler [24, 70, 29, 67, 66]) bei kleinerer Anzahl von Stiitzstellen
wird eine rein sinusférmige Anregung verwendet, da — im Gegensatz zu TOF-
Anwendungen, bei denen sich die Kurvenform der Anregung und der Reflexion
beziehungsweise Streuung nicht &dndert — a priori nicht bekannt ist, wie grof
die harmonischen Anteile in der Lumineszenz sind. Aus diesem Grund wird in
vorliegender Arbeit eine sinusformige Anregung verwendet und die Auswertung
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3.4 Referenzierung im Frequenzbereich

der Grundschwingung vorgenommen.

Des weiteren wird davon ausgegangen, dass die Integrationszeiten (bei Bildverstér-
kerkameras und TOF-Sensoren gleichbedeutend mit den Belichtungszeiten) grofs
gegeniiber einer Schwingungsperiode 1" der verwendeten Modulationsfrequenz sind,
so dass sie nicht zwangsweise ein Vielfaches von T betragen miissen. Andernfalls
muss eine Anpassung der Integrationszeiten erfolgen, damit stets iiber vollstdndige
Perioden T integriert wird.

Die Phase und Demodulation der Kreuzkorrelationsfunktion ¢ (¢’) lassen sich durch
numerische harmonische Analyse mittels komplexer, diskreter Fourier-Transforma-
tion bestimmen [29, 2|. Dabei werden pro Periode N dquidistante Stiitzstellen ¢ (¢})
bei den Phasen ¢, = 27k/N mit k=0, 1, 2,..., N — 1 verrechnet. Die Amplitude
der n-ten Harmonischen berechnet sich zu

N-1

D e(@) e

k=0

2
3.11
N ? ( >

an = —

wobei fiir die Grundschwingung n = 1 gilt. Fiir die jeweilige Phase gilt

= arg < > . (3.12)

Mit dem zeitlichen Mittel beziehungsweise Gleichanteil

1 N—
= Z (3.13)

lassen sich die Demodulationsindizes der jeweiligen Harmonischen m!, = a,/b be-
rechnen, die proportional zu m,, sind (siche Gleichungen (3.7) und (3.10)).
Im Folgenden werden unter anderem Zeiger in der Form

||D12

p=m-e? (3.14)

verwendet, die den Modulations- beziehungsweise Demodulationsindex und die
Phase in einer komplexen Grofe vereinen und nach der Referenzierung (siche Ab-
schnitt 3.4) den normierten komplexen Ubertragungsfunktionen aus Abschnitt 2.2.2
bei einer bestimmten Modulationsfrequenz entsprechen.

3.4 Referenzierung im Frequenzbereich

Analog zur Referenzierung im Zeitbereich, bei der durch Entfaltung die Impulsant-
wort des Messsystems, bestehend aus optischer Anregung und Detektion, heraus-
gerechnet wird, geschieht die Referenzierung im Frequenzbereich durch komplexe
Division der Zeiger (siche Gleichung (3.14)) der Lumineszenz pey, (w) und der opti-
schen Anregung pexe (w)
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3 Detektion und Bestimmung der Lumineszenzabklingzeiten

_ Pen (@) (3.15)
Pexe (W)

Dabei werden die Demodulationsindizes durcheinander dividiert und die Phasen

subtrahiert. Da sowohl die Detektion der Lumineszenz als auch die der optischen

Anregung durch dasselbe Messsystem charakterisiert ist, wird dessen systembe-

dingte Modulationstiefe und Phasenverschiebung (einschlieflich Signallaufzeiten)

kompensiert.

p(w)

Da die Modulationstiefe und Phasenverschiebung des Messsystems wellenléngen-
abhéngig und somit fiir die Messung der Lumineszenz und optischen Anregung
unterschiedlich sein kénnen (siche Abschnitte 6.1 und 6.3 sowie [27, 80, 48]), ist
es zweckméfig, in einem dhnlichen Wellenldngenbereich zu referenzieren. Mit der
Referenzmessung eines Luminophors pys (w), das ein Zweiniveausystem mit einer
einzelnen bekannten Abklingzeit 7,r darstellt und dessen normierte Ubertragungs-
funktion H,efn (iw) ist (siche Gleichung (2.8)), ldsst sich die unbekannte lumines-
zierende Probe mit

Pem (@) 1 pem (w)

plw) = H,. n w = ;
( ) ’ ( ) Pref (w) 1+ WTref  Pref (w)

(3.16)

referenzieren.

3.5 Anpassungsmethoden und Interpretation der
Abklingzeiten

In vorliegender Arbeit werden bildgebende Messungen homogener Proben im
Frequenzbereich vorgestellt. Mit Hilfe der numerischen harmonischen Analyse als
trigonometrische Interpolation werden die Phase und der Demodulationsindex
pixelweise berechnet. Durch anschliefsende Mittelwertbildung wird eine einzelne
Phasen- und Demodulationsabklingzeit beziehungsweise ein mittlerer Zeiger
ermittelt (siehe Abschnitt 6.3). Ergénzend sollen im Folgenden weitere Methoden
zur Abklingzeitbestimmung und Analyse heterogener (mehrere Komponenten
verschiedener Abklingzeit), strukturierter Proben genannt werden.

Das Verfahren der numerischen harmonischen Analyse entspricht der in [3] unter-
suchten Methode des Fourier-basierten Sinus-Schétzers. Des weiteren untersucht [3]
einen iterativen Sinus-Schétzer mittels Newton-Verfahren sowie einen linearisierten
Sinus-Schétzer. Ein Anpassungsverfahren mittels nichtlinearer Regression, deren
zu minimierende Fehlerfunktion die Abweichungen der Phase und des Demodula-
tionsindexes einbezieht, wird in [74] gezeigt.

Eine globale Analyse aller Bildpunkte zur Bestimmung der in der Probe vorkom-
menden Komponenten ist in [81] zu finden. Diesem Anpassungsverfahren unterliegt
die Annahme, dass im gesamten Bild eine begrenzte Anzahl verschiedener Ab-
klingzeitkomponenten vorkommt.
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3.6 Optimale Modulationsfrequenz

In den Arbeiten [82, 75, 25] wird mit Hilfe von Momenten ein (exakter) Losungsweg
zur Abklingzeitbestimmung N unabhéngiger Komponenten in einer heterogenen
Probe aus Messungen bei N verschiedenen Modulationsfrequenzen gezeigt.

Im Zeitbereich gibt es zur Abklingzeitbestimmung einer einzelnen Komponente die
Methode ,rapid lifetime determination aus Abschnitt 3.3.1 sowie die nichtlineare
Regression zur Anpassung einer oder mehrerer Abklingzeiten an die gemessene
Impulsantwort [4]. Ein Verfahren zur globalen Analyse der Bilddaten und Abkling-
zeitbestimmung zeigt [60] und basiert auf Segmentation.

Die im Frequenzbereich durch die verschiedenen Methoden gewonnenen Werte der
Phasen und Demodulationsindizes kénnen mit den Gleichungen (2.12) und (2.11) in
Phasen- und Modulationsabklingzeiten 7, und 7, umgerechnet werden. Jedoch lie-
fern sie nur im Fall eines Einkomponentensystems denselben Wert; in allen anderen
Féllen, wie additive Mischungen unabhangiger Komponenten oder durch Energie-
transfer gekoppelte Systeme, sind sie in der Regel ungleich und erlauben kaum eine
Aussage iiber das untersuchte System, ohne Informationen iiber dessen Beschaf-
fenheit zu haben (vergleiche [48]). Bei komplexeren Systemen ist es sinnvoll, den
Frequenzgang der gemessenen Phase und des Demodulationsindexes — im Gegen-
satz zu den bereits durch 74 und 7, interpretierten Werten — aufzunehmen und mit
Modellen und deren Simulationen zu vergleichen (siche Kapitel 4).

3.6 Optimale Modulationsfrequenz

Die Sensitivitdt der Detektion von Lumineszenzabklingzeiten im Frequenzbereich
héngt von der Modulationsfrequenz ab. Eine zu geringe Modulationsfrequenz ver-
ursacht kaum eine Phasenverschiebung beziehungsweise eine Anderung im Demo-
dulationsindex. Eine zu hohe Modulationsfrequenz bewirkt, dass sich die Phase
bereits asymptotisch einem Grenzwert ndhert (¢ = —90° im Falle eines Zweini-
veausystems) und der Demodulationsindex gegen null strebt (vergleiche Abschnitt
2.2.2 und Kapitel 4). Es gibt mehrere Ansétze zur Bestimmung der fiir die jeweilige
Probe optimalen Modulationsfrequenz beziehungsweise Literaturangaben, auf die
im Folgenden eingegangen wird.

3.6.1 Optimale Modulationsfrequenz fiir eine Komponente

In der Literatur wird teilweise zwischen der beziiglich der Phase und des Demodu-
lationsindexes optimierten Modulationsfrequenz unterschieden. Nach [3, 20] ist die
fiir die Lumineszenzabklingzeit 7 beziiglich der Phase optimale Modulationskreis-
frequenz w, = 7!, wihrend die beziiglich des Demodulationsindexes w,, = V2/T
ist.

Ein Ansatz, der die Sensitivitdt anhand der Systembeschreibung in der komple-
xen Zahlenebene (siehe Abschnitt 2.2.2) formuliert, stammt aus [69]. Bezogen auf
die normierte, komplexe Ubertragungsfunktion einer Einzelkomponente H,, (iw) aus
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3 Detektion und Bestimmung der Lumineszenzabklingzeiten

Gleichung (2.8) wird ein Radius R (w, 7) definiert, der eine Anderung des komple-
xen Wertes der Ubertragungsfunktion durch 7 in Abhéngigkeit von w beschreibt
und mit

R (w,7) = <a—i§R{Hn (iw,T)})z + <§%{Hn (m,T)})Q (3.17)

gegeben ist. Es ergibt sich somit (Rechnung sieche Anhang A.3)

w

Rlwn) = o

(3.18)

Zur Bestimmung der optimalen Modulationskreisfrequenz wird die partielle Ablei-
tung

0 1 —w?r?
—R(w,7) = ——m— 3.19
RN = (3.19)
gebildet. Das Extremum liegt bei
0 1
6_(,()R (w, T) - =0= Wy = ; (320)
und stellt mit
0? T
— = —— 21
aCL)ZR(W,T) s 5 < 0 (3.21)

T

ein Maximum dar (Rechnung siche Anhang A.3), so dass bei w = 77! die Sen-
sitivitat am grofiten ist und obig erwahntem Wert wy entspricht. Dieselbe Rech-
nung fithrt in [69] jedoch zu einem fehlerhaften Ergebnis (wy = 1/(v/37)). Fiir
ein Einkomponentensystem betrégt die Phasenverschiebung nach Gleichung (2.12)
¢ (wp) = —m/4.

Zur Veranschaulichung des dreidimensionalen Graphen von R (w,7) wird mit 7' =
T/7T0, ) = w/wy sowie wory = 1 die normierte Form

R(O,T) 0
wo 1402772

(3.22)

gebildet. Dabei ist wy die optimale Modulationskreisfrequenz und 7, eine Be-
zugsabklingzeit. Abbildung 3.7 zeigt die Abhédngigkeit der normierten Sensitivitét
R(Q,T) /wy von T und €.
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3.6 Optimale Modulationsfrequenz

Q

Abbildung 3.7: Normierte Darstellung der Sensitivitét R (€2, 7)) /wy in Abhéngigkeit von
T = 7/70 und Q = w/wp, bezogen auf die optimale Modulationskreisfre-
quenz wy und eine Bezugsabklingzeit 7g.

3.6.2 Optimale Modulationsfrequenz fiir zwei Komponenten

Fiir zwei Komponenten mit den Lumineszenzabklingzeiten 7, und 75 gelten bei zu
niedrigen und zu hohen Modulationsfrequenzen dieselben Grenzwerte wie in Ab-
schnitt 3.6. Die Idee aus [36], den Differenzbetrag zwischen den normierten, komple-
xen Ubertragungsfunktionen H; ,, (iw) und Hy, , (iw) aus Gleichung (2.8) beziiglich
der Modulationsfrequenz zu maximieren, wird hier aufgegriffen und fortgefiihrt.
Der Differenzbetrag ergibt sich zu

aw
V1 + bw? + cwt
mit @ = 7, — 7, b = 7% + 75 und ¢ = 7775 (Rechnung sieche Anhang A.4). Die
Funktion

r(w) = |Hin(iw) — Ho p (w)] = (3.23)

2 92
9 a‘w
= 3.24
(W) 1+ bw? + cw? ( )
soll maximiert werden. Es ist
d 202w (1 — cw?
L2y = w{l — )2 (3.25)
dw (14 bw? + cw?)
und ergibt fiir die Extrema
d , W1 1 1
dwr ((JJ) gy = Wl Y |CL)2737 475 c \/ﬁ Fgeom ( )

mit dem geometrischen Mittelwert Tgeom der Lumineszenzabklingzeiten 7 und .
Mit
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3 Detektion und Bestimmung der Lumineszenzabklingzeiten

d? —2a?
— 1% (w) = —GQ <0 (3.27)
dw P | b 2
v o)
ist bei Wopt = Tyeom der Differenzbetrag r (wopt) maximal (Rechnung siehe Anhang

A.4), so dass eine bestmogliche Trennung von 73 und 75 erreicht werden kann.

3.7 Nyquist-Diagramm

Es existieren verschiedene Moglichkeiten zur grafischen Darstellung der komplexen
Ubertragungsfunktionen aus Abschnitt 2.2.2 und Kapitel 4. Neben dem Bode-
Diagramm [32], das den Frequenzgang des Betrags und der Phase separat darstellt,
gibt es die Moglichkeit der parametrischen Darstellung in der komplexen Zahle-
nebene mit der (Kreis-) Frequenz als Parameter: die Ortskurve beziehungsweise
das Nyquist-Diagramm. Das Nyquist-Diagramm &hnelt dem durch konforme Ab-
bildung konstruierten Smith-Diagramm, das zur Darstellung von Streuparametern
in der Hochfrequenztechnik verwendet wird [40].

Trotz dieser bestehenden Definitionen finden in der Literatur fiir diese Art der
Darstellung Begriffe wie , Phasor Plot“ (Zeigerdiagramm) [42, 15, 28|, ,AB-Plot*
[36, 37, 12] oder ,,Polar Plot“ [68] Verwendung.

Zur Darstellung der normierten Ubertragungsfunktion eines Zweiniveausystems aus
Gleichung (2.8) im Nyquist-Diagramm wird zur Veranschaulichung des Kurvenver-
laufes die skalierte Form der Ubertragungsfunktion

a  a _ a . afl
Ltiwr 1+iQ 1+Q2 1+Q2
mit der normierten Kreisfrequenz (2 = wr und a = 1 beziehungsweise a = f; (siehe
Abschnitt 2.3) verwendet. Da das Zweikomponentensystem einen Tiefpass darstellt
(sieche Abschnitt 4.1), verzogert es die Phase, so dass sie negativ beziehungsweise
null ist (siehe Gleichung (2.12)). Somit tragen die in vorliegender Arbeit gezeigten
Nyquist-Diagramme die Phase vorzeichenrichtig auf. In der Literatur dagegen wird
die Phase meist positiv dargestellt.

Mit den Substitutionen z = a (1 4+ Q2) ' und y = —aQ (1 + Q2) " erfiillt

) o2

die parametrische Form einer Kreisgleichung und stellt einen Halbkreis mit dem
Radius a/2 beziehungsweise dem Durchmesser ¢ und dem Mittelpunkt a/2 + i0
dar [2]. Da z = 0 und y < 0 ist, liegt der Halbkreis im vierten Quadranten der
komplexen Ebene. Der Halbkreis geht somit durch folgende Punkte: a + <0 fiir
Q=0,a/2+ia/2 fir Q@ =1 und 0+ i0 fir Q = oo als Grenzwert. Abbildung
3.8 zeigt das Nyquist-Diagramm der mit a skalierten Ubertragungsfunktion eines
Zweiniveausystems.

H, (192) =

(3.28)
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3.7 Nyquist-Diagramm

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

R{s}

Abbildung 3.8: Nyquist-Diagramm eines Zweiniveausystems mit der Skalierung a seiner
normierten Ubertragungsfunktion
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4 Modellierung der
Lumineszenzdynamik mit
elektrischen Ersatzschaltungen

Im Folgenden sollen die Lumineszenzdynamik und bestehende theoretische
Grundlagen von einer anderen Seite her betrachtet werden. Aufgrund der Ana-
logie zwischen der Lumineszenzdynamik und dem Zeit- und Frequenzverhalten
elektrischer Schaltungen werden mit Hilfe elektrotechnischer Methoden Ersatz-
schaltungen erstellt, die Modelle des Lumineszenzverhaltens verschiedener Proben
darstellen. Der grofse Vorteil besteht darin, dass umfangreiche Methoden und
Werkzeuge fiir das Erstellen, die Analyse und Simulation elektrischer Schaltungen
seit langem zur Verfiigung stehen. An dieser Stelle sei beispielsweise die Software
SPICE (simulation program with integrated circuit emphasis) genannt, mit der sich
solche Simulationen im Zeit- und Frequenzbereich durchfiihren lassen. So kénnen
lumineszente Systeme durch elektrische Ersatzschaltungen nachempfunden und
intuitiver tieferes Verstédndnis iiber sie erlangt werden. Anhand der festgestellten
Charakteristika lassen sich die Parameter der Messungen an realen Proben
entsprechend anpassen, um sie bestmoglich zu erfassen und beschreiben zu kénnen.
Die Messmethodik mit der in vorliegender Arbeit entwickelten Lumineszenzab-
klingzeitkamera (siche Kapitel 5) ist — zusammen mit einer harmonisch modulierten
Lichtquelle — mit einem komplexen Netzwerkanalysator, wie er zur Charakteri-
sierung unbekannter, frequenzabhingiger elektrischer Schaltungen eingesetzt wird
[39], vergleichbar.

Zur Modellierung wird ein vereinfachtes Energieniveauschema aus Kapitel 2 aufge-
griffen. Die Energieniveaus bestehen aus dem Grundzustand und angeregten Zu-
stdnden, die durch optische Anregung aus dem Grundzustand bevdlkert werden.
Ubergangsraten, die Ubergangswahrscheinlichkeiten darstellen, und Dichten der
Zustiande charakterisieren die Uberginge zwischen den Energieniveaus sowohl im
statischen als auch dynamischen Fall [48].

Analog zur Laserphysik werden die Dichten durch die GroRke n [m™3], die optische
Anregung durch die Pumprate P [m~3s7!] und die Ubergangsraten durch T', k [s~!]
beschrieben [47|. Es wird vorausgesetzt, dass die Dichte im Grundzustand grof
gegeniiber der in den angeregten Zustdnden ist und der Grundzustand durch die
Pumprate nicht wesentlich entvolkert werden kann. Die Lumineszenzintensitit ist
proportional zur Dichte des angeregten Zustands n () mit der Rate I' [s™!] als Pro-
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4 Modellierung der Lumineszenzdynamik mit elektrischen Ersatzschaltungen

portionalitatsfaktor.

Die im Nachfolgenden formulierten Ratengleichungen stellen Differentialgleichun-
gen dar, die sich mit Hilfe elektrotechnischer Methoden in Ubertragungsfunktionen
iiberfithren lassen. Die Differentialgleichungen werden im Laplace-Bereich in Uber-
tragungsfunktionen, die das Verhéltnis der Lumineszenz- zur Anregungsintensitét
formulieren, umgeformt und mit den Ubertragungsfunktionen einer dquivalenten
Ersatzschaltung, bestehend aus Stromquellen, Widerstinden und Kondensatoren,
verglichen und die entsprechenden Bauteilwerte abgeleitet [58].

4.1 Zweiniveausystem

4.1.1 Strahlender Ubergang

Das Zweiniveausystem besitzt das einfachste Energieniveauschema und besteht aus
dem Grundzustand und dem angeregten Zustand. In Abbildung 4.1 wird der ange-
regte Zustand mit der Dichte n ausschlielich strahlend mit der Rate I" desaktiviert.

n

A

P r

Y

Grundzustand

Abbildung 4.1: Energieniveauschema eines Zweiniveausystems mit strahlendem Uber-
gang. P ist die Pumprate der Anregung, n die Dichte des angeregten
Zustands und I' die Rate der strahlenden Desaktivierung.

Die zugehorige Ratengleichung ist im Zeitbereich

dn (t)
dt
und stellt eine lineare, gewohnliche Differentialgleichung dar. Sie kann mit Hilfe des

Differentiationssatzes der Laplace-Transformation [8] im Laplace-Bereich formuliert
werden:

— —Tn(t) + P(t) (4.1)

sn(s)=—-In(s)+ P(s). (4.2)

Die Ubertragungsfunktion als Verhiltnis der Lumineszenzintensitiit ['n (s) zur An-
regung P (s) ist
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4.1 Zweiniveausystem

I'n (s) 1 1
H(s)=—+= = 4.3
(5) P(s) 1+3% 14s7 (43)
mit der Zeitkonstanten beziehungsweise Abklingzeit 7 = I'"!. Bei einem einge-

schwungenen System (¢ = 0 und s = iw) vermindert sich der Betrag der Ubertra-
gungsfunktion mit steigender Frequenz. Die Frequenz, bei der sich der Betrag um
den Faktor v/2 & 3dB vermindert, wird als Grenz- oder Eckfrequenz bezeichnet
[72, 32]. Es handelt sich um ein Tiefpasssystem erster Ordnung.

Abbildung 4.2 zeigt das zugehorige elektrische Ersatzschaltbild mit den entspre-
chenden Impedanzen im Laplace-Bereich [58]. Die Pumprate wird durch die Strom-
quelle /o modelliert, die Impedanzen R und 1/ (sC') bilden einen frequenzabhén-
gigen Stromteiler, wobei der elektrische Strom I durch den Widerstand R die Lu-
mineszenz reprasentiert.

~

— R

»
&=

exc

I

Abbildung 4.2: Elektrisches FErsatzschaltbild des Zweiniveausystems mit strahlendem
Ubergang im Laplace-Bereich. Iy ist die Stromquelle dquivalent zur
optischen Anregung, R und 1/ (sC) sind die Impedanzen, die einen fre-
quenzabhéngigen Stromteiler bilden. Der Strom I durch den Widerstand
R représentiert die Lumineszenz.

Die Ubertragungsfunktion der elektrischen Ersatzschaltung ist

L(s) ! (4.4)

Gl =1 (s) 1+ sRC

Durch Koeffizientenvergleich mit Gleichung (4.3) ergibt sich fiir die Zeitkonstante
7 = RC = I'"'. Mit der Festlegung des Wertes des Widerstands R lisst sich die
zugehorige Kapazitat C' berechnen.

4.1.2 Strahlender und strahlungsloser Ubergang

Ein Zweiniveausystem, das zusatzlich zur strahlenden Desaktivierung des angereg-
ten Zustands eine strahlungslose aufweist [42], ist in Abbildung 4.3 dargestellt. Die
Rate der strahlungslosen Desaktivierung ist k.
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Y Yy

Grundzustand

Abbildung 4.3: Energieniveauschema eines Zweiniveausystems mit strahlendem und
strahlungslosem Ubergang. P ist die Pumprate der Anregung, n die
Dichte des angeregten Zustands, I' die Rate der strahlenden und ky, die
der strahlungslosen Desaktivierung.

Die Ratengleichung ist im Zeitbereich

= —yn(t) + P(t) (4.5)

mit v = I' + ky,. Mit der Beschreibung im Laplace-Bereich

sn(s) = —yn(s) + P (s) (4.6)

ergibt sich die Ubertragungsfunktion

p1

n (s) 1 1 1 1

P (s) _1—1—%.1—1—”31Cnr _1—1—%.14—57

H(s) = (4.7)

mit der Abklingzeit 7 = (I' + kn) . Im Fall der rein strahlenden Desaktivierung
(knr = 0) ist 7 = 79 = I'"! und somit mit der Abklingzeit aus Abschnitt 4.1.1 iden-
tisch. Der frequenzunabhéngige, erste Term ist eins. Mit k,, > 0 verringert sich die
Abklingzeit, und der frequenzunabhéngige Term ist kleiner als eins: die statische
Lumineszenzintensitit verringert sich.

Abbildung 4.4 zeigt das zugehdrige Ersatzschaltbild. Die strahlungslose Desaktivie-
rung erfolgt durch den zusétzlichen Widerstand R, .
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4.2 Lumineszenzl6schung

[~

Abbildung 4.4: Elektrisches FErsatzschaltbild des Zweiniveausystems mit strahlendem
und strahlungslosem Ubergang im Laplace-Bereich. I ist die Strom-
quelle dquivalent zur optischen Anregung, R, R, und 1/(sC) sind
die Impedanzen, die einen frequenzabhéngigen Stromteiler bilden. Der
Strom I durch den Widerstand R représentiert die Lumineszenz.

Die Ubertragungsfunktion der elektrischen Ersatzschaltung ist

I(s) 1 1
G(s) = = = . ) 4.8
(s) Ic (5) 14+ 4= 14578 C (48)

Durch Koeffizientenvergleich mit Gleichung (4.7) errechnet sich die Zeitkonstante

T = %&C’ . Mit Festlegung des Widerstandswertes fiir R errechnen sich die

restlichen Bauteilwerte zu

r
R, =—R 4.9
. (4.9)
und
R+ Ry,
C a (4.10)

" RRu (T + k)

Die Reduktion der statischen Lumineszenzintensitéit durch den frequenzunabhéngi-
gen Term der Ubertragungfunktionen H (s) beziehungsweise G (s) hat keinen Ein-
fluss auf die Groke des Modulationsindexes (Gleichung (2.9)), da dieser Term durch
Normierung (siehe Gleichung (2.7)) entféllt.

4.2 Lumineszenzloschung

Die dynamische Lumineszenzloschung aus Abschnitt 2.4.1 kann mit Hilfe des Mo-
dells aus Abschnitt 4.1.2 dargestellt werden. Dabei ist die Rate der strahlungslosen
Desaktivierung ky, = kq[Q].

Das statische Intensitétsverhéltnis der Lumineszenz (k,, > 0 bezogen k,, = 0) fiihrt
zu der Stern-Volmer-Gleichung (siehe Gleichung (2.20))

|Hk5nr:0 (0) |
| Hy, >0 (0)]

=1+kf“=1+kq[Q]70=1+KSV[Q]. (4.11)
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4 Modellierung der Lumineszenzdynamik mit elektrischen Ersatzschaltungen

Das Verhaltnis der Abklingzeiten fiir die Félle k,, > 0 und k,, = 0 fithrt zu dem-
selben Ergebnis:
70

knr
—=1+—==1+Ksv[Q]. (4.12)
T r

4.3 Zweikomponentensystem

Ein Zweikomponentensystem entsteht aus der additiven Uberlagerung zweier Zwei-
niveausysteme. Die systemtheoretische Uberlagerung beider Komponenten (Linea-
ritit [32]) mit den normierten Ubertragungsfunktionen H, , (s), Hy, , (s) und den
relativen Intensitéten fi, fy ist in Abbildung 4.5 dargestellt.

Hl,n(s) —| f1 _l
+

Eingang O—o Ausgang

+
H2,n(5) —| f2 _T

Abbildung 4.5: Additive Uberlagerung zweier Zweiniveausysteme mit den normierten
Ubertragungsfunktionen Hj , (s) und Ha y (s) sowie den relativen In-
tensitdten fi und fo.

Die resultierende Ubertragungsfunktion ergibt sich mit den Gleichungen (2.17) und
(4.3) sowie mit N =2 und f; + fo =1 zu

Hysn(s) = filn (s) + foHan (s) = 21183(7{ 1)7(211@3. (4.13)

Hy_sn (s) liegt ebenfalls in der normierten Form vor, so dass Hy_3 , (0) = 1 ist.
Wie in Abschnitt 4.1.1 lassen sich die Impedanzen des elektrischen Ersatzschaltbil-
des der einzelnen Komponenten berechnen: 71 = R;C; und 75 = RyCs.

Im Folgenden wird der eingeschwungene Zustand betrachtet (s = iw), und es sei
Ty « 7. Fiir den Fall, dass w7, « 1 ist, ergibt sich die Ubertragungsfunktion

S

14 dwr

HNZQ,H (ZCL)) ~ fg + (414)

Somit ist die Komponente 1 dominant. Das Nyquist-Diagramm (siehe Abschnitt
3.7) beschreibt einen Halbkreis mit dem Durchmesser fi, der um f; im Realteil
verschoben ist. Fiir den Fall, dass wr; » 1 ist, ergibt sich die Ubertragungsfunktion

fo

HN=2,1'1 (’L(,U) ~ m

(4.15)

Die Komponente 2 ist dominant und beschreibt im Nyquist-Diagramm einen Halb-
kreis mit dem Durchmesser f; durch den Ursprung.
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4.4 FRET-System

In Abbildung 4.6 ist das Nyquist-Diagramm eines Zweikomponentensystems mit
den relativen Intensitdten f; = 0,3, fo = 0,7 und verschiedenen Verhéltnissen von
71 zu Ty dargestellt. Der obig beschriebene Fall 7, « 7 wird durch die Kurve e
beschrieben.

f2 A u—o

00( > < >

R{s}
Abbildung 4.6: Nyquist-Diagramm eines Zweikomponentensystems mit den relativen

Intensititen f; = 0,3 und fo = 0,7 mit a: 7, = 5710, b: 71 = 1070, ¢
71 = 2079, d: 7y = 10072 und e: 71 = 10007

4.4 FRET-System

np
—_— Fkpa
A
P I'p
L
Y
Grundzustand

Abbildung 4.7: Energieniveauschema eines FRET-Systems bestehend aus Donor (D)
und Akzeptor (A). P ist die Pumprate der Anregung, np und ny sind die
Dichten der angeregten Zustdande, I'p und I's die Raten der strahlenden
Desaktivierung, kpa und kap die Raten des reversiblen Energietransfers
zwischen Donor und Akzeptor.
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4 Modellierung der Lumineszenzdynamik mit elektrischen Ersatzschaltungen

Ein Modell, das den Forster-Resonanzenergietransfer (FRET, siche Abschnitt 2.4.2)
beschreibt, wird im Folgenden entwickelt. Das Ratenmodell ist an [50, 49] angelehnt
und das Energieniveauschema in Abbildung 4.7 dargestellt.

Zur Vereinfachung absorbiert nur der Donor (D) die optische Anregung P und
gibt seine Energie teilweise an den Akzeptor (A) ab. I'p und I's sind die Raten
der strahlenden Desaktivierung der angeregten Zustédnde mit den Dichten np und
na des Donors, respektive Akzeptors. Die Raten kpa und kap beschreiben den
(reversiblen) Energietransfer zwischen Donor und Akzeptor.

Die Ratengleichungen im Zeitbereich fiir die beiden angeregten Zusténde sind

an (t)
dt

= — (I'p + kpa) 1 (t) + kapna () + P (t) (4.16)
und

dnA (t)
dt

Im Laplace-Bereich lauten sie

= — (PA + kAD) na (t) + kpanp (t) . (417>

snp (s) = — (I'p + kpa) np (s) + kapna (s) + P (s) (4.18)

sowie

sna (s) = — (Pa + kap) na (s) + kpanp (s) (4.19)

und lassen sich in die Ubertragungsfunktionen der Donorkomponente

_Tonp(s) s+ 74

und der Akzeptorkomponente

~Tana(s)  Takpa
Ha(s) = P(s)  B+as+ s

mit den Substitutionen o = FD + FA + kDA + ]CAD, ﬁ = FDFA + FAkDA + FDkAD
und ya = I'ps + kap umformen. Es wird vorausgesetzt, dass die Lumineszenz beider
Komponenten spektral separierbar ist.

Die Ubertragungsfunktionen Hp, (s) und Hy (s) lassen sich im Zihler und Nenner
mit Hilfe des Fundamentalsatzes der Algebra [8] in Linearfaktoren mit den Wurzeln
sN, sp, und sp, zerlegen:

(4.21)

S — SN

o) = G5 —or)

(4.22)

und

1

(s —sp,) (s —sp,)

HA (S) = FA/{JDA (423)
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4.4 FRET-System

sy ist die Nullstelle, sp, und sp, sind die Polstellen. Beide Ubertragungsfunktionen
Hp (s) und Hjp (s) stellen ein Tiefpasssystem zweiter Ordnung dar, da der Nenner
ein Polynom zweiten und somit héheren Grades als das Zahlerpolynom ist [32]. Die
Polstellen errechnen sich zu

1
B—i—cwp—i—sl%:O(:)sPMZ5(—ai«/a2—4ﬂ). (4.24)

Da o? — 483 > 0 ist (Herleitung siehe Anhang A.5), existieren zwei reelle Pole bei
verschiedenen Eckfrequenzen und es tritt keine Resonanziiberhohung (Vergrofse-
rung des Betrags der Ubertragungsfunktion bei der Eckfrequenz) auf [32]. Ferner
ist aus Gleichung (4.24) ersichtlich, dass sp, , < 0 ist. Die Nullstelle in Gleichung
(4.22) ist sy = —ya. Es lédsst sich zeigen, dass sp, < sy < sp, gilt (Herleitung siehe
Anhang A.6).

Abbildung 4.8 zeigt qualitativ die Lage der Pol- und Nullstellen in der komplexen
Ebene. Die (positiven) Eckkreisfrequenzen, bei denen sich die Betrdge der Line-
arfaktoren aus den Gleichungen (4.22) und (4.23) im eingeschwungenen Zustand
(s = 4w) im Vergleich zu w = 0 um den Faktor v/2 & 3dB vergréfern, sind
wp, = [sp, |, wp, = [sp,| und wx = [sn].

A Sis}

ks i(x.)P2

K in
/ K Z.WPI

O >

SP, SN SP, %{8}
T —inl
X Polstelle 1 —juwy

O Nullstelle
T —inz

Abbildung 4.8: Pol-Nullstellen-Diagramm der Ubertragungsfunktion Hp (s) bezie-
hungsweise Hy (s). Die gestrichelten Linien représentieren die Vergro-
ferung der Betréige der Linearfaktoren aus den Gleichungen (4.22) und
(4.23) um den Faktor 4/2 bei den entsprechenden Grenzkreisfrequen-
zen w = twp,, w = Twn beziehungsweise w = F+wp, im Vergleich zu
w = 0. Hierbei wird der eingeschwungene Zustand betrachtet und es
gilt s = 1w.

Fiir Frequenzen, die grof gegeniiber den jeweiligen Eckfrequenzen sind, verursacht
jede Polstelle in asymptotischer Darstellung ein Abfall des Amplitudenganges
um —20dB pro Frequenzdekade und eine Phasenverschiebung von —90°; eine
Nullstelle verursacht ein Ansteigen des Amplitudenganges um 20dB pro Fre-
quenzdekade und eine Phasenverschiebung von 90° [32|. Fir hohe Frequenzen
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4 Modellierung der Lumineszenzdynamik mit elektrischen Ersatzschaltungen

zeigt demnach die Ubertragungsfunktion der Akzeptorkomponente Hy (iw) durch
die beiden Polstellen im asymptotischen Fall einen Abfall des Amplitudenganges
um —40dB pro Frequenzdekade und eine Phasenverschiebung von —180°. Durch
die zusitzliche Nullstelle zeigt die Ubertragungsfunktion der Donorkomponente
Hp (iw) im asymptotischen Fall einen Abfall des Amplitudenganges um —20dB
pro Frequenzdekade und eine Phasenverschiebung von —90°.

Abbildung 4.9 zeigt das elektrische Ersatzschaltbild des FRET-Systems. Die Impe-
danzen 1/ (sCp), Rp und 1/ (sCy), Ra modellieren jeweils ein strahlendes Zweini-
veausystem des Donors, respektive Akzeptors. Der Widerstand Rgr modelliert die
Energietibertragung zwischen Donor und Akzeptor.

('D\(

"

13)
—

Abbildung 4.9: Elektrisches Ersatzschaltbild des FRET-Systems bestehend aus Donor
(D) und Akzeptor (A) im Laplace-Bereich. I ist die Stromquelle dqui-
valent zur optischen Anregung, Ip und I sind die Strome, die die
Donor- beziehungsweise Akzeptorlumineszenz repriasentieren. Der Wi-
derstand Rgr modelliert die Energieilibertragung zwischen Donor und
Akzeptor.

Die zugehorigen elektrischen Ubertragungsfunktionen sind

Ip (s)
Gp(s) =7
exc (3)
_ RA + Rer 195
Ro + Ra + Rur (4.25)
RaRgTCaA
‘ 1+s Bt Ro
1+ SRARETCA+RDRACD+RDRETCD+RDRACA + SQRDRARETCDCA
Rp+Ra+RgT Rp+Ra+RgT
und
Ia (s)
Ga(s) =
Toxe (5)
Rp
_ . (4.26)
Rp + Ra + Rt
1
' 14+ 8RARETCA+RDRACD+RDRETCD+RDRACA + g2 RpRARETCDCA *
Rp+RA+RgT Rp+Ra+RgT
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4.4 FRET-System

Durch Koeffizientenvergleich der Ubertragungsfunktion Hp (s) aus Gleichung (4.20)
mit Gp (s) aus Gleichung (4.25) errechnen sich die Impedanzen zu (Zwischenrech-
nung sieche Anhang A.7)

1

RpCp = — (4.27)
I'p

T

Ryt = — Rp, (4.28)

kEpa

kAD

Ra = 2P Rer, (4.29)
L'a

Cp— (4.30)

A= FARA. .

Aus den Gleichungen (4.27) und (4.30) ist ersichtlich, dass die Zeitkonstanten
RpCp =Tyt = mp und RACa = T',' = 74 ohne energetische Kopplung (Rgr = o)
den Abklingzeiten der einzelnen Komponenten aus Abschnitt 4.1.1 entsprechen.

Als anschauliches Beispiel seien in Tabelle 4.1 die Raten vorgegeben.

Rate Wert

I'p 106571

I 0,5-10%s!
kpa 0,5 - 10651
kap 0,25-108s7!

Tabelle 4.1: Exemplarische Werte fiir die Raten eines FRET-Modells

Es ergeben sich die Abklingzeiten 7p = 1ps und 7, = 2 s des Donors beziehungs-
weise Akzeptors. Die zugehorigen Bauteilwerte des elektrischen Ersatzschaltbildes
sind in Tabelle 4.2 aufgelistet, wobei Rp = 50 (2 festgelegt ist.

Bauteil Wert

Rp 50 Q2
Ra 502
Rgr 100 Q2
CD 20nF
CA 40nF

Tabelle 4.2: Zu Tabelle 4.1 zugehorige Bauteilwerte des FRET-Modells mit der Festle-
gung Rp =502
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4 Modellierung der Lumineszenzdynamik mit elektrischen Ersatzschaltungen

Das Bode-Diagramm in Abbildung 4.10 zeigt den Amplituden- und Phasengang der
Ubertragungsfunktionen Gp (if) und G (if). Fiir hohe Frequenzen sind die obig
erwahnten asymptotischen Fille der Amplituden- und Phasengénge ersichtlich.

—_— 0 C
g —20f
= —40
=
% —60
o —80f
= —100}
S
& 120 —— Gp (if)
S —140F —— Ga(if)
=160 I I I I I
= 9
= 30t
<
O —60f
&0
s —90F
= —120f
gﬂ —150F
%D _180 C 1 1 1 1 1
103 104 10° 108 107 108 10°

[ [Hz]

Abbildung 4.10: Bode-Diagramm der Ubertragungsfunktionen Gp (i f) und G (if) des
exemplarischen FRET-Systems

02} |
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9 o4l |

— GD (zw)
—0,6 — Ga(iw) ||
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Abbildung 4.11: Nyquist-Diagramm der Ubertragungsfunktionen Gp (iw) und G (iw)
des exemplarischen FRET-Systems
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4.4 FRET-System

Abbildung 4.11 zeigt das Nyquist-Diagramm derselben Ubertragungsfunktionen.
Sowohl im Bode- als auch im Nyquist-Diagramm ist erkennbar, dass die Betrage
der Ubertragungsfunktionen fiir gegen null gehende Frequenzen durch den Strom-
teiler Rp, Rgr, Ra kleiner als eins beziehungsweise 0 dB sind, in der Summe jedoch
eins ergeben.

Abbildung 4.12 zeigt das Nyquist-Diagramm der normierten Ubertragungsfunktio-
nen Gp , (iw) und Ga , (iw). Durch die Normierung entspricht der Amplitudengang
dem Demodulationsindex. Des weiteren ist ersichtlich, dass die Akzeptoriibertra-
gungsfunktion aufkerhalb des schwarz eingezeichneten Halbkreises eines Zweiniveau-
systems liegen kann, was in [36] formuliert wurde.

0,0 W = o0 ' ' ' ' w=20

—0,1

T

T

0,2

T

= —0,3
N

&

T

0,4
—0,5

T

T

—0,6

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
R{s}

Abbildung 4.12: Nyquist-Diagramm der normierten Ubertragungsfunktionen Gp,n (iw)
und Gy (iw) des exemplarischen FRET-Systems
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4 Modellierung der Lumineszenzdynamik mit elektrischen Ersatzschaltungen
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5 Entwicklung einer
Lumineszenzabklingzeitkamera

(FLICAM)

Abbildung 5.1: Prototyp der FLICAM

Im Nachfolgenden wird der Aufbau und die Entwicklung der fiir die Messungen zur
Lumineszenzmodellierung verwendeten Lumineszenzabklingzeitkamera ,FLICAM*
(fluorescence lifetime imaging camera, in Anlehnung an den in der Literatur ge-
brauchlichen englischen Begriff fluorescence lifetime imaging microscopy) erlautert.
Im Rahmen der Kameraentwicklung wurde ein CMOS-basierter (CMOS: comple-
mentary metal ozide semiconductor), modulierbarer Bildsensor innerhalb eines For-
schungsprojekts entworfen und gebaut, der auf dem Funktionsprinzip der Entfer-
nungsmesskameras (TOF: time of flight) und der Kreuzkorrelationsdetektion beruht
(sieche Abschnit 3.3.2). Der Bildsensor besitzt 1024 x 1024 Bildpunkte mit je zwei
Ladungstopfen zur Demodulation, so dass die 0°- und 180°-Phaseninformation wéh-
rend der Belichtung mit sinusférmig moduliertem Licht alternierend aufintegriert
werden kann. Nach erfolgter Belichtung eines solchen , Doppelbildes® mit der 0°- und
180°-Phaseninformation wird der néchste Phasenschritt relativ zur Modulation der
Lichtquelle ausgewéhlt und belichtet. In Abschnitt 3.2 ist das Funktionsprinzip né-
her beschrieben und illustriert. Die obere Grenzfrequenz der Demodulation ist mit
40 MHz spezifiziert. Die FLICAM beinhaltet sowohl die modulierbare Bildaufnah-
meeinheit als auch einen Frequenzgenerator fiir extern anschliefbare modulierbare
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5 Entwicklung einer Lumineszenzabklingzeitkamera (FLICAM)

Lichtquellen.

Uber einen C-Mount-Anschluss lisst sich die Kamera an beliebige optische Systeme
(Objektive, Mikroskope, Endoskope etc.) ankoppeln.

Die Kamera besitzt zur Bildiibertragung und Kommunikation eine Camera Link®-
Schnittstelle (Konfiguration full, mit einer Bandbreite von maximal 640 MByte/s)
und unterstiitzt durch steckbare Schnittstellenkarten gebrauliche Standards wie
USB2.0/3.0 (USB: wuniversal serial bus) oder Gigabit-Ethernet (GigE). Die
FLICAM ist vollstdndig in die PCO-Softwareumgebung (Kamerabediensoftware
pco.camware, SDK: software development kit) integriert.

5.1 Kamerakonzept

Kontrolleinheit
Versorgung
Modulation

Riickwand
Kamerakopf N

Umsetzer

Bildverarbei-
tungseinheit

C-Mount

optionale Schnittstelle Wasserkiihlung

Abbildung 5.2: Konstruktionszeichnungen der FLICAM mit einigen ihrer Systemkom-
ponenten, links: Ansicht von vorne, rechts: mechanische Anordnung der
Leiterplatten und Anschliisse

Abbildung 5.2 zeigt den mechanischen Aufbau der FLICAM mit dem Gehé&use-
konzept, dem Kamerakopf, der Leiterplattenanordnung sowie den elektrischen An-
schliissen.

Der fiir CMOS-Sensoren typische, temperaturabhéngige Dunkelstrom [43] macht
eine Kiihlung und Temperierung des Bildsensors erforderlich, um den Dunkelstrom
und das zugehorige Dunkelstromrauschen zu reduzieren. Der Bildsensor wird im
Kamerakopf mit Hilfe eines Peltier-Elements gekiihlt und der abgefiihrte Warme-
strom an das Gehéuse iibertragen. Ein eingebauter Liifter kiihlt das Gehause mit
der Umgebungsluft. Optional kann das Gehéause iiber anschlieftbare Schlduche was-
sergekiihlt werden.

Da die lichtempfindliche Fléche des Bildsensors mit den lateralen Abmessungen
5,73 x 5,73 mm? verhaltnismafig klein ist, ist ein C-Mount-Anschluss mit einem
freien Durchmesser von 25,4 mm vorgesehen, um die FLICAM abschattungsfrei an
ein optisches System anzuschliefien.

An der Kamerariickwand befinden sich Ein- und Ausgénge zur Modulation (BNC-
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5.2 Systemkomponenten

Buchsen), die beiden Buchsen der fest eingebauten Camera Link-Schnittstelle, eine
weitere optionale Schnittstelle, ein Trigger-Anschluss zur optionalen Belichtungs-
steuerung und ein Anschluss fiir die Stromversorgung durch ein externes Netzteil.

5.2 Systemkomponenten

Bildsensor- <> [ ADU- -«—>| Kontroll-
einheit Einheit einheit }IC
= 0°
Bild- [—-& »| CADU :
= . — Lichtquelle
sensor f— | [180°
sensor ’J »| <ADU FPGA Modulation c (Taktquelle)
A A A A
Y
\ Bildverarbeitungseinheit
Stromversorgung Ly .
FPGA || Camera Link | [«>
[ Spannungsregler ] C ¢
> omputer
Peltier- | [ Liifter- externes || DDR2 || optionale <>

Treiber | | treiber | [ Netzteil || RAM || Schnittstelle

\

Abbildung 5.3: Systemkomponenten der FLICAM mit den Abkiirzungen pC: Mikrocon-
troller und ADU: Analog-Digital-Umsetzer. Die Komponenten sowie die
restlichen Abkiirzungen werden im Text ndher erlautert.

Abbildung 5.3 zeigt das Blockdiagramm der Systemkomponenten der FLICAM:
Kontrolleinheit, Analog-Digital-Umsetzer, Bildsensoreinheit, Bildverarbeitungsein-
heit und Stromversorgung. Die Anordnung der Funktionsblécke entspricht in etwa
der Integration der Komponenten in die Kamera. Im Nachfolgenden werden die
Systemkomponenten naher beschrieben.

5.2.1 Kontrolleinheit

Die Kontrolleinheit ist auf einer Leiterplatte untergebracht und hat folgende Auf-
gaben: Kommunikation mit einem Computer, Ablaufsteuerung der Bildaufnahme,
Generierung der Modulation, bildsynchrones Phasenschieben der Modulation, Tem-
peraturregelung des Bildsensors und Systemiiberwachung (Temperaturgrenzwerte,
elektrische Versorgungsspannungen).

Ein 32 Bit-Mikrocontroller (AVR32-Familie, Atmel) initialisiert alle Systemkompo-
nenten und setzt die Kamera in einen bildaufnahmefihigen Zustand. Die iiber die
Schnittstelle empfangenen Befehle sind in einer Telegrammstruktur mit dem kodier-
ten Kommando, entsprechenden Parametern und einer Priifsumme organisiert. Mit
ihnen lassen sich alle Kameraparameter wie Bildausschnitt, Belichtungszeit oder
Pixelauslesefrequenz einstellen.
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5 Entwicklung einer Lumineszenzabklingzeitkamera (FLICAM)

Die Bildsensortemperatur wird iiber ein per Pulsbreitenmodulation angesteuertes
Peltier-Element mit Hilfe eines Software-PID-Reglers (Regler mit Proportional-,
Integral- und Differentialanteil) [79] vom Mikrocontroller geregelt.

An den Mikrocontroller ist ein FPGA (field programmable gate array, programmier-
barer Logikbaustein) aus der Spartan-3E-Familie von Xilinx angebunden, der iiber
interne Register durch den Mikrocontroller konfigurierbar ist und zeitkritische und
automatisierte Aufgaben wie Bildaufnahmesequenzen und bildsynchrones Phasen-
schieben erfiillt.

Die fiir die Lumineszenzabklingzeitbestimmung notwendige Generierung der Mo-
dulation kann wahlweise durch eine interne Taktquelle erfolgen oder durch einen
externen Takt, auf den mit Hilfe einer Phasenregelschleife (PLL: phase-locked loop)
[31] aufsynchronisiert werden kann. Der Frequenzbereich der internen Modulation
betragt 5kHz—100 MHz, der der externen wurde auf 500 kHz—100 MHz festgelegt,
um fiir die PLL stabile Arbeitspunkte zu gewéahrleisten.

Der Modulationstakt wird intern frequenzvervielfacht und zur Generierung ei-
ner analogen, sinusformigen Modulation mit Hilfe der direkten digitalen Synthese
(DDS: direct digital synthesis) |31] verwendet, die dieselbe Frequenz wie der Modu-
lationstakt aufweist. Der DDS-Baustein ist an das FPGA angebunden und erlaubt
neben der diskreten Konfiguration der Frequenz eine direkte Phasenmodulation,
die fiir das bildsynchrone Phasenschieben zur Rekonstruktion der demodulierten
Wellenform erforderlich ist.

€f »%—»?—» cos > DA[>—> TP >

€0

Abbildung 5.4: Funktionsprinzip der Erzeugung einer harmonischen Schwingung mit
Hilfe der direkten digitalen Synthese (DDS) in Anlehnung an [31]. Die
erste Summation mit Riickkopplung (links) représentiert den Phasenak-
kumulator mit dem Phaseninkrement e;. Mit Hilfe der zweiten Summa-
tion wird die Phase mit ¢y verschoben beziehungsweise moduliert. Die
cos-Tabelle, der Digital-Analog-Umsetzer (DAU) und der Tiefpass (TP)
als Rekonstruktionsfilter ibersetzen die digitale Phase in eine analoge,
harmonische Schwingung.

Abbildung 5.4 zeigt Funktionsprinzip der direkten digitalen Synthese. Bis auf die
Digital-Analog-Umsetzung arbeitet der DDS-Kern mit digitalen Werten. Der Pha-
senakkumulator summiert das Phaseninkrement e; mit der Taktfrequenz f.. Das
Phaseninkrement bestimmt die Frequenz der resultierenden harmonischen Grund-
schwingung fpps. Zur Phasenmodulation wird zu der akkumulierten Phase die di-
gitale Phasenverschiebung ¢, addiert. Die cos-Tabelle libersetzt die Phase in Digi-
talwerte einer cos-Funktion, die mit Hilfe eines Digital-Analog-Umsetzers in einen
analogen Spannungsverlauf konvertiert werden. Ein nachgeschalteter Tiefpass (TP)
rekonstruiert die harmonische Grundschwingung und beseitigt Abtastartefakte.
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5.2 Systemkomponenten

Der eingesetzte DDS-Baustein beinhaltet einen 32 Bit-Phasenakkumulator. Die Fre-
quenz der harmonischen Schwingung errechnet sich demnach zu

€
fops = o5 fone (5.1)

Mogliche Werte fiir e sind mit 0 < ¢ < 23! gegeben, so dass gem#f dem Nyquist-
Shannon-Abtasttheorem 0 < fpps < 0,5 - fax gilt. Die Frequenzauflosung ist mit
e = 1 durch Afpps = 2732 - fu gegeben. Im Fall der eingesetzten Taktfrequenz
von fo = 400 MHz betrégt sie etwa 93,13 mHz.

Die Phase kann mit einer Auflésung von 14 Bit verschoben werden und ergibt sich
zu

0= 2#%. (5.2)
Mit €g = 1 ist die Phasenauflosung Af = 27 - 2714 ~ 0,38 mrad.
Die sinusformige Modulation wird mittels eines Analogkomparators in einen recht-
eckformigen Takt konvertiert, so dass am Kameramodulationsausgang wahlweise
eine sinus- oder rechteckférmige Modulationswellenform zur Verfiigung steht. Zum
Bildsensor gelangt die durch Phasenmodulation phasenverschiebbare rechteckfor-
mige Modulation. Es sind 1, 2, 4, 8 oder 16 dquidistante Phasen pro Demodulati-
onsperiode auswahlbar.
Die besondere Herausforderung lag dabei im Entwurf der digitalen und analogen
Pfade fiir die Erzeugung der sinus- und rechteckférmigen Modulation. Zur Vermei-
dung von Bandbreitenbegrenzungen durch parasitiare Kapazitiaten (Anschlusskapa-
zitéten der Bauteile, Leiterbahnen und Durchkontaktierungen auf der Leiterplatte)
sind diese Pfade niederimpedant ausgelegt. Dies betrifft besonders den Entwurf der
diskret aufgebauten Rekonstruktionsfilter hoherer Ordnung, die dem DDS-Baustein
nachgeschaltet sind.

5.2.2 Bildsensoreinheit
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Abbildung 5.5: FLICAM-Bildsensor im PGA-Gehéuse, links: Ansicht von oben, rechts:
Ansicht von unten
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5 Entwicklung einer Lumineszenzabklingzeitkamera (FLICAM)

Der FLICAM-Bildsensor (siche Abbildung 5.5) ist in einem PGA-Gehduse (PGA:
pin grid array) eingebettet. Er besitzt 1024 x 1024 Pixel, von denen die sechs dufse-
ren Spalten beziehungsweise Zeilen durch eine Maskierung lichtunempfindlich sind
und zur dynamischen Dunkelstromkorrektur verwendet werden konnen.

Der Bildsensor belichtet mit einem ,rollenden Verschluss® (rolling shutter) als elek-
tronischen Verschluss [43]; nach dem Loschen (reset) einer Zeile beginnt die Be-
lichtung, die durch das anschliekende Auslesen der Bildinformation beendet wird.
Das Zeitfenster zwischen Loschen und Auslesen definiert die Belichtungszeit. Zur
Rauschreduktion wird sowohl die Losch- als auch die Bildinformation alternierend
ausgelesen und extern die Loschwerte von der Bildinformation digital subtrahiert
(DCDS: digital correlated double sampling). Ein aufgenommenes Grauwertbild zeigt
Abbildung 5.6.

Abbildung 5.6: Unkorrigiertes (nur DCDS) Grauwertbild, das mit der FLICAM ohne
Modulation aufgenommen wurde.

Jedes Pixel besitzt zwei Ladungstopfe zur Ladungsintegration wahrend der Belich-
tung, zwischen denen durch die Modulation alternierend ausgewéhlt wird. Nach
erfolgter Belichtung steht pro Pixel die 0°- und 180°-Phaseninformation zur Verfii-
gung (siehe Abbildung 3.1 in Abschnitt 3.2). Pro Sensorzeile werden acht Pixel sowie
die 0°- und 180°-Phaseninformation simultan ausgelesen, so dass ein analoger Da-
tenstrom mit 16 Kanélen verfiigbar ist, der zu den Analog-Digital-Umsetzern (siehe
Abschnitt 5.2.3) gelangt. Die Pixelauslesefrequenz betragt wahlweise 12,5 MHz oder
25 MHz, die effektive Pixelrate 200 MHz beziehungsweise 400 MHz. Da das DCDS
extern in der Bildverarbeitungseinheit (siche Abschnitt 5.2.4) gerechnet wird, miis-
sen die Losch- und Bildgrauwerte zeilenweise alternierend ausgelesen werden.

Durch einen Mangel in der Pixelstruktur, der sich im Nachhinein herausgestellte,
sollte nach gewiinschter Belichtung die (modulierte) Szenenbeleuchtung wihrend
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5.2 Systemkomponenten

des Auslesens des Bildsensors abgeschaltet werden, um zusétzliches Rauschen zu
vermeiden. Zu diesem Zweck liefert die Kamera ein bildsynchrones Signal, das die
benutzte Lichtquelle ein- und ausschaltet.

Sockel Kiihlfinger

Liifter

Wasserkiihlung

Deckglas Bildsensor Peltier-Element

Abbildung 5.7: Bildsensorkiihlkonzept der FLICAM: Der Bildsensor ist zur Kiihlung
und Temperaturregelung thermisch iiber einen Kiihlfinger und ein Pel-
tier-Element an das Kameragehéduse angebunden.

Das PGA-Gehéuse des Bildsensors ist thermisch an einen Kiihlfinger angekoppelt,
der den durch Verlustleistung des Sensors hervorgerufenen Warmestrom mit Hilfe
eines Peltier-Elementes an das Kameragehduse abfiihrt. Die Einheit Bildsensor,
Kiihlfinger und Peltier-Element ist gasdicht verschlossen und mit einem Gas mit
geringer Warmeleitfahigkeit befiillt, um eine stérkere Kiihlwirkung zu erzielen und
Kondensation auf dem Sensor beziehungsweise auf dem Deckglas zu verhindern.
Abbildung 5.7 zeigt das Kiihlkonzept der FLICAM.

Tabelle 5.1 fasst die wichtigen Sensorparameter zusammen.

Eigenschaft Wert

Technologie 0,18 pm CMOS
Auflésung (Spalten x Zeilen) 1024 x 1024
Pixelgrofie 5,6 x 5,6 pm?

Anzahl Ladungstopfe pro Pixel 2

elektronischer ,rollender Verschluss
Verschlussmodus (rolling shutter)

Tabelle 5.1: Daten des FLICAM-Bildsensors (aus dem vorldufigen Datenblatt). Die Ein-
heit e~ gibt die Anzahl der Elektronen an.
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5 Entwicklung einer Lumineszenzabklingzeitkamera (FLICAM)

Eigenschaft Wert

maximale Modulationsfrequenz 40 MHz
Fiillfaktor (ohne Mikrolinsen) 18 %

Ladungstoptkapazitit 20,5 ke~
(full well capacity)

Ausleserauschen 22e”
Dynamikbereich 59dB
maximale Verlustleistung 44W

Tabelle 5.1: (Fortsetzung)

5.2.3 Analog-Digital-Umsetzer

Zwei Analog-Digital-Umsetzerbausteine mit je acht Kanélen und einer Auflésung
von 14 Bit wandeln den analogen Datenstrom in einen digitalen, seriellen Daten-
strom mit 16 differentiellen Kanédlen um, der zur Bildverarbeitungseinheit gefiihrt
wird. Der digitale Datenstrom iibertragt bei steigender und fallender Taktflanke
jeweils ein Bit (DDR: double data rate), so dass die physikalische Datenstromfre-
quenz das Siebenfache der Pixelauslesefrequenz betriagt (87,5 MHz beziehungsweise
175 MHz).

Die Analog-Digital-Umsetzerbausteine sind aufgrund ihrer Verlustleistung aufser-
halb der thermisch stabilisierten Bildsensoreinheit platziert.

5.2.4 Bildverarbeitungseinheit

Die Bildverarbeitungseinheit besteht aus einem FPGA aus der Virtex-5-Familie
von XILINX, fliichtigem Bildspeicher (DDR2-RAM, RAM: random access memo-
ry), nichtfliichtigem Bildkorrekturspeicher, einer Camera Link-Schnittstelle (full)
und einer weiteren, optionalen Schnittstelle wie USB 2.0/3.0 oder Gigabit-Ethernet.
Die von den Analog-Digital-Umsetzern kommenden, seriellen Datenstrome werden
im FPGA in Pixelgrauwerte umgewandelt und nach Losch- und Bilddaten sowie
nach 0°- und 180°-Phaseninformation sortiert. Der Bildspeicher, bestehend aus zehn
16 Bit-Speicherbausteinen in vier Gruppen, dient zur Verrechnung der Losch- und
Bildgrauwerte (DCDS) und sieht weitere Ressourcen zur Bestimmung von Phasen-
und Demodulationsbildern durch numerische harmonische Analyse sowie deren Re-
ferenzierung vor (siche Abschnitte 3.3.2 und 3.4).

In einer weiteren Verarbeitungsstufe ist eine bildsensorspezifische Bildfehlerkorrek-
tur (defekte Pixel, Linearitét) vorgesehen. Die verrechneten (Roh-) Bilddaten wer-
den standardmaéfig in voller Bandbreite iiber die Camera Link-Schnittstelle ausge-
geben.
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5.3 Firmware

Das FPGA ist, wie auch das der Kontrolleinheit, iiber interne Register durch den
Mikrocontroller konfigurierbar. Das Gehéduse des FPGAs ist zu Kiihlzwecken ther-
misch direkt an die Bodenplatte des Kameragehéduses angebunden, die durch einen
eingebetteten Liifter von der Umgebungsluft durchstromt wird.

5.2.5 Stromversorgung

Die Stromversorgungseinheit wird von einem externen Netzteil gespeist und gene-
riert alle benotigten elektrischen Grundspannungen fiir die analogen und digitalen
Baugruppen. Sie stellt eine elektrische Leistung von maximal 50 W zur Verfiigung.
Zwei Spannungsquellen speisen das Peltier-Element in der Bildsensoreinheit und
den Gehéauseliifter und werden durch Pulsbreitenmodulation von der Kontrollein-
heit gesteuert. Die Stromversorgungseinheit wird thermisch iiber das Kamerage-
héuse sowie durch den Gehéuseliifter gekiihlt.

5.3 Firmware

Die Programmierung der Software fiir die Systemkomponenten (Firmware) teilt sich
in zwei Hauptbereiche: die imperative Programmierung des Mikrocontrollers, der
sequentiell arbeitet, und die Generierung einer sowohl sequentiell als auch parallel
arbeitenden Logik innerhalb der FPGAs.

Der Mikrocontroller wird in der Hochsprache C programmiert und das lauffahige
Programm in seinem nichtfliichtigen Speicher abgelegt. Durch ein im Mikrocontrol-
ler permament gespeichertes Programm (bootloader) konnen Software-Aktualisie-
rungen im spéteren Betrieb vorgenommen werden.

Das Verhalten der Logikgruppen in den FPGAs wird durch die Beschreibungs-
sprache VHDL (very high speed integrated circuit hardware description language)
formuliert, die die Beschreibung in synthesefdhige und im diskreten FPGA realisier-
bare Logikverschaltungen iibersetzt. Uber definierbare Grenzwerte (constraints) fiir
die verwendeten Frequenzen und eventuellen Signallaufzeiten lasst sich die Logik
dahingehend optimieren, dass sie zuverlassig innerhalb der Herstellerspezifikationen
(Setup- und Haltezeiten, Arbeitstemperaturbereich) arbeitet. Da die Logikverkniip-
fungen fliichtig sind, miissen sie bei jedem Kamerastart aus einem externen Speicher
geladen werden.
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5 Entwicklung einer Lumineszenzabklingzeitkamera (FLICAM)
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6 Messungen und Ergebnisse

Zur Priifung der Anwendbarkeit der Modelle fiir die Lumineszenzdynamik (siehe
Kapitel 4) wurden geeignete fluoreszierende organische Farbstoffe beziehungsweise
bekannte Systeme ausgewahlt. Jeder dieser Farbstoffe stellt in Naherung ein Zwei-
niveausystem (siehe Abschnitt 4.1) mit einer Abklingzeitkomponente, deren Grofse
in der Literatur dokumentiert ist, dar. Somit konnten sie zur Plausibilitatspriifung
der Messmethodik sowie zur Referenzierung eingesetzt werden. Bei Messungen zum
Energietransfer zwischen zwei Farbstoffmolekiilen wurden die Farbstoffe dahinge-
hend ausgewéhlt, dass das Emissionsspektrum des einen Molekiils geniigend mit
dem Absorptionsspektrum des anderen iiberlappt, und dennoch eine ausreichende
spektrale Trennung der Emissionen beider Komponenten in Mischung moglich ist.

6.1 Messaufbau

Der schematische Messaufbau fiir Lumineszenzabklingzeitmessungen ist in Abbil-
dung 6.1 wiedergegeben. Die im Rahmen der Arbeit entwickelte, analog modulier-
bare Lichtquelle wurde mit einer Laserdiodeneinheit der Firma RGB Lasersysteme
GmbH bestiickt, die bei einer Wellenldnge von 450 nm mit einer mittleren optischen
Leistung von 50 mW emittiert. Die Laserdiodeneinheit beinhaltet eine Laseroptik
zur Aufweitung des Laserstrahls und flichigen Beleuchtung der Probe sowie einen
Diffusor zur Reduktion der Speckle-Muster, die durch Selbstinterferenz des Laser-
strahls hervorgerufen werden. Die von der Abklingzeitkamera (FLICAM) generierte
sinusférmige analoge Modulation wird {iber ein BNC-Kabel in die Lichtquelle einge-
speist, die bis zu einer Frequenz von etwa 50 MHz moduliert werden kann. Uber eine
weitere elektrische Verbindung von der FLICAM zur Lichtquelle kann die Belich-
tung zum Auslesen des Bildsensors synchronisiert werden (siche Abschnitt 5.2.2).
Mit Hilfe eines ITOS Breitbandinterferenzfilters #30751W40 mit einer spektra-
len Transmissionshalbwertsbreite von 400 nm —540 nm als Anregungsfilter wird die
lingerwellige spontane Emission der Laserdiode blockiert. Uber einen dichroi-
tischen Strahlteiler (Chroma 500DCXRUYV, Reflexionshalbwertsbreite 350 nm—
485 nm, Transmissionshalbwertsbreite 515 nm—800nm) wird das Anregungslicht
auf die Probe gelenkt. Die Lumineszenzemission der Probe wird durch den Di-
chroiten und mit Hilfe eines Emissionsfilters vom Anregungslicht separiert und mit
einem Kameraobjektiv (Schneider Kreuznach Xenon £/0,95, f = 25 mm, C-Mount)
von der FLICAM aufgenommen. Der Typ des Emissionsfilters hangt von der spek-
tralen Lumineszenz der Probe ab und wird in den folgenden Abschnitten zu den
Messungen spezifiziert.
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6 Messungen und Ergebnisse

Anfangliche Messungen zeigten eine Wellenldngenabhéngigkeit der errechneten De-
modulationtiefe, so dass fiir die Messung der Probe und einer geeigneten Referenz
jeweils dasselbe Emissionsfilter verwendet wurde (siche [80]). Diese Wellenlédngen-
abhéngigkeit eines Bildsensors wurde in [27]| bereits beobachtet und auf den unter-
schiedlichen Diffusionsweg der Ladungstrager aufgrund verschiedener Eindringtie-
fen der absorbierten Photonen unterschiedlicher Wellenlédnge im Silizium zuriickge-
fiihrt. Die Abmessungen der verwendeten Filter lagen bei 50 x 50 mm? beziehungs-
weise einem Durchmesser von 50 mm.

{EF :
il st
FLICAM |- ;erf_::::f::H P

Wl /]| aF |

DI 1: ]

) o1 L.O
LQ aktiv '
> LQ
Modulation

Abbildung 6.1: Schematischer Messaufbau fiir Lumineszenzabklingzeitmessungen: La-
serlichtquelle (LQ), Optik zur Laserstrahlformung (LO), Diffusor (D),
Anregungsfilter (AF), dichroitischer Strahlteiler (ST), lumineszierende
Probe (P), Emissionsfilter (EF), Kameraobjektiv (OBJ) und Abkling-
zeitkamera (FLICAM).
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Abbildung 6.2: Realer Messaufbau zum Schema aus Abbildung 6.1. Als Probe ist
im Vordergrund das Abklingzeitreferenzpléttchen ,guardi Flammrot“

(SCHOTT AG) zu sehen.
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6.2 Messungen

6.2 Messungen

In Tabelle 6.1 ist die allgemeine Kamerakonfiguration aufgelistet. Die Kamera lie-
ferte im 2 x 16 Phasenbildmodus 16 dquidistante Phasenbilder pro Modulationspe-
riode und jeweils das um 180° versetzte Phasenbild, wobei letzteres aufgrund von
Asymmetrien bezogen auf das 0°-Phasenbild in der folgenden Auswertung nicht be-
riicksichtigt wurde.

Durch geringfiigige Defokussierung der Abbildung wurde das auf der Probe ver-
bliebene Speckle-Muster weiter reduziert; der Verlust an lateraler Bildauflosung
war vernachlassigbar, da es sich um homogene Proben handelte.

Es wurden alle 1024 x 1024 Bildpunkte des Sensors ausgelesen und somit auch
die die lichtsensitiven Pixel umgebenden jeweils sechs Dunkelzeilen und -spalten.
Der belichtungszeitabhéngige Dunkel-Offset wurde bei der Auswertung durch nu-
merische harmonische Analyse berticksichtigt (siche Abschnitt 6.3). Sowohl fiir die
Referenz- als auch fiir die Probenmessungen wurde jeweils dieselbe effektive Belich-
tungszeit benutzt, um den Dunkel-Offset konstant zu halten. Die Kamerakonfigu-
ration, Bildaufnahme und -speicherung wurde mit Hilfe eines MATLAB®-Skriptes
und des PCO Software-Entwicklungssystems (SDK: software development kit) rea-
lisiert. Die Bilddaten wurden mit 14 Bit Grauwertauflésung pro Pixel in Form eines
Bildstapels mit 32 Eintréigen in einem 16 Bit Multipage-TIFF-Format (TIFF: tagged
image file format) abgespeichert.

Kameraparameter Einstellung

Pixelauslesefrequenz 25 MHz

Sensortemperatur 20°C

Modulationswellenform Sinus

Phasenbildmodus 2 x 16 Phasen (je 0° und 180° Phasen simultan)
ROI 1024 x 1024 Pixel

Dunkel-Offset 100 DN

Tabelle 6.1: Konfiguration der FLICAM mit ROI (region of interest): ausgewahlter Sen-
sorbereich und DN (digital numbers): Digitalwerte

6.2.1 Rhodamin B

Als Zweiniveausystem wurde der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B mit einer Ab-
klingzeit von 7 = (1,74 £ 0,02) ns ausgewéhlt [4]. Der Kompromiss zwischen ausrei-
chender Fluoreszenzintensitat und dem Auftreten von Artefakten durch Reabsorp-
tion fithrte zu der Wahl einer Konzentration von 50 pM. Das Rhodamin B (Carl
Roth GmbH & Co KG) wurde in einer Phosphatpufferlgsung mit pH = 7,00 £ 0,02
(Carl Roth GmbH & Co KG) angesetzt und zeigte anschlieftend einen pH-Wert von
pH = 7,28, gemessen mit einem Voltcraft® pH-Messgerit PH-100ATC bei einer
Raumtemperatur von 23°C. Das pH-Meter wurde zuvor auf denselben Phosphat-
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6 Messungen und Ergebnisse

puffer kalibriert.

Als Probe wurde eine Glaskiivette 100-QS von Hellma Analytics mit einer Schicht-
dicke von 2mm mit 0,6 ml Rhodamin B-Losung befiillt. Wahrend der Messung
betrug die Probentemperatur 24°C.

Eine Rotfilterfolie (LEE Filters Plasa Red #029) mit einer spektralen Transmission
oberhalb von etwa 620 nm diente als nichtfluoreszierendes Emissionsfilter. Die Mo-
dulationsfrequenz wurde von 100 kHz 50,1187 MHz in logarithmischen Schritten
mit 10 Frequenzen pro Dekade eingestellt. Die effektive Belichtungszeit wurde auf
478,5ms, die Blende auf £/0,95 eingestellt.

Als Referenz wurde ebenfalls die Rhodamin B-Probe vermessen unter der Annah-
me eines Zweiniveausystems und der in [4] angegebenen Abklingzeit. Diese Messung
diente zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und der Systemsta-
bilitdt (bespielsweise die mogliche Anfilligkeit gegentiber einer temperaturabhén-
gigen Phasendrift im Verlauf der Messung).

6.2.2 Planare Sauerstoff-Optode

Dynamische Lumineszenzloschung wurde mit Hilfe einer planaren Sauerstoff-
Optode SF-PST5-NAU-L4/W4-YOP (PreSens — Precision Sensing GmbH) in wéss-
riger Losung gemessen. Die Folie enthélt einen in einem Polymer immobilisier-
ten, phosphoreszierenden Ruthenium-Farbstoff, dessen Phosphoreszenz durch den
in Wasser gelosten Sauerstoff dynamisch geloscht werden kann, und dessen Ab-
klingzeit 7 im Mikrosekundenbereich liegt (Herstellerangabe: 15 = 4,47 s bei ei-
ner Temperatur von 20°C). Zwei Folienabschnitte wurden in UV-Kunststoffkiivet-
ten PLASTIBRAND® makro (BRAND GmbH & Co KG) mit den Abmessungen
12,5 x 12,5 x 45 mm? platziert. Eine Kiivette wurde mit einer gesittigten Natrium-
sulfitlosung befiillt und luftdicht abgeklebt, die andere Kiivette enthielt destilliertes
Wasser, das durch vorheriges Schiitteln mit Luftsauerstoff angereichert wurde. Die
Probentemperatur betrug 25°C.

Als Referenz diente ein Abklingzeitreferenzpléttchen (guardi Flammrot, SCHOTT
AG, Schichtdicke 450 pm) mit einer angegebenen Abklingzeit von Ty
(4,0 £ 0,5) ns. Der verhaltnisméfig grofse relative Fehler von 7, war von unter-
geordneter Bedeutung, da fiir die Abklingzeit der Probe 7 » 7. gilt; die Pha-
senverschiebung durch die Referenz bei der verwendeten Modulationsfrequenz von
20kHz als optimale Modulationsfrequenz fiir den Ruthenium-Farbstoff (siche Ab-
schnitt 3.6) ist nahezu null.

Als Emissionsfilter wurde eine Orangefilterfolie (LEE Filters Deep Golden Amber
#135) mit einer spektralen Transmission oberhalb von etwa 600 nm verwendet. Die
effektive Belichtungszeit betrug 18,5ms. Die Blende wurde fiir die Referenz auf
/2,0 und fiir die Probe auf /3,4 eingestellt.
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6.2 Messungen

6.2.3 Planare pH-Optode

Ein Zweikomponentensystem stellt die planare pH-Optode SF-HP5-L4/W4-OIW
(PreSens) dar. Sie enthélt als pH-wertabhédngigen Fluoreszenzfarbstoff ein HPTS-
Derivat (HPTS: 8-Hydroxy-1,3,6-pyrentrisulfonsidure-Trinatriumsalz, auch Pyra-
nin, siehe Abschnitt 6.2.4) und einen von seiner Mikroumgebung abgekapselten
phosphoreszierenden Ruthenium-Farbstoff (siche Abschnitt 6.2.2) als Referenzie-
rungsmoglichkeit. Der Hersteller gibt als Abklingzeit fiir das HPTS-Derivat etwa
5ns und fiir den Ruthenium-Farbstoff etwa 6 ps an.

Die pH-Optode wurde in einer Phosphatpufferlosung mit pH = 7,00 + 0,02 in
einer UV-Kunststoftkiivette PLASTIBRAND® makro platziert. Die Probentem-
peratur betrug 25°C. Als Referenz diente das Abklingzeitreferenzpliattchen guardi
Flammrot (SCHOTT AG) aus Abschnitt 6.2.2. Das Emissionsfilter war die Orange-
filterfolie Deep Golden Amber #135. Die Modulationsfrequenz wurde von 10 kHz—
39,811 MHz in logarithmischen Schritten mit 5 Frequenzen pro Dekade eingestellt.
Die effektive Belichtungszeit betrug 58,5 ms. Die Blende wurde fiir die Referenz auf
f/2,8 und fur die Probe auf /2,0 eingestellt.

6.2.4 HPTS und Rhodamin B in Mischung

Als FRET-System wurden die beiden Fluoreszenzfarbstoffe 8-Hydroxy-1,3,6-pyren-
trisulfonsdure-Trinatriumsalz (HPTS, auch Pyranin) als Donor und Rhodamin B
(aus Abschnitt 6.2.1) als Akzeptor verwendet. Das HPTS absorbiert bei einer Wel-
lenlange von 450 nm wesentlich starker als Rhodamin B und emittiert in einem
Spektralbereich, der mit dem Absorptionsspektrum des Rhodamin B iiberlappt
[4, 63]. Somit kann bei direktem Kontakt zwischen Donor- und Akzeptormolekiil
ein strahlungsloser Energietransfer stattfinden.

Zusatzlich zur Rhodamin B-Losung aus Abschnitt 6.2.1 wurden zwei Losungen mit
HPTS (Reinheit > 97 %, Institut fir Umweltphysik der Universitat Heidelberg)
beziehungsweise einer Mischung von HPTS und Rhodamin B in dem Phosphatpuf-
fer mit pH = 7,00 £ 0,02 hergestellt. Die Konzentration jeder Komponente betrug
50 puM. Bei einer Raumtemperatur von 23°C zeigte die HPTS-Losung einen pH-
Wert von pH = 7,25 und die Mischung beider Farbstoffe von pH = 7,28.

Als Probenbehélter wurden Glaskiivetten 100-QS von Hellma Analytics mit ei-
ner Schichtdicke von 2mm verwendet. Fiir die Vermessung der HPTS-Losung
beziehungsweise der HPTS-Komponente in Mischung wurde als Emissionsfilter
eine Filterkombination aus den dichroitischen Farbtrennfiltern Linos DT-Cyan
(384084 036) und DT-Yellow (384083036) mit einer resultierenden spektralen
Transmissionshalbwertsbreite von etwa 530 nm— 580 nm eingesetzt. Als Emissions-
filter fiir die Vermessung der Rhodamin B-Komponente in Mischung diente die
Rotfilterfolie (LEE Filters Plasa Red #029). Die Auswahl dieser Emissionsfilter
ergab visuell eine deutliche spektrale Trennung der Emissionen der HPTS- und
Rhodamin B-Komponente in Mischung.

Wie auch in Abschnitt 6.2.1 wurde die HPTS-Lésung sowohl als Probe als auch als
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6 Messungen und Ergebnisse

Referenz gemessen. Zusammen mit der Rhodamin B-Messung stellten die Messrei-
hen auch gleichzeitig Referenzen fiir die Messungen der Emissionen beider Spek-
tralbereiche der HPTS- und Rhodamin B-Komponenten in Mischung dar.
Wiéhrend der Messung betrug die Probentemperatur 24°C. Die Modulationsfre-
quenz wurde von 100 kHz 50,1187 MHz in logarithmischen Schritten mit 10 Fre-
quenzen pro Dekade eingestellt. Die effektive Belichtungszeit betrug 478,5ms. In
folgender Tabelle sind die jeweiligen Blendeneinstellungen gegeben.

Probe Emissionsfilter Blende
HPTS DT-Cyan + DT-Yellow {/3,4
HPTS + Rhodamin B DT-Cyan + DT-Yellow f/2,8
HPTS + Rhodamin B Plasa Red #029 f/1,7

Tabelle 6.2: Blendeneinstellungen des Kameraobjektivs fiir die Fluoreszenzproben und
eingesetzten Emissionsfilter

6.3 Auswertung

Zur Auswertung der Messdaten wurden Kurzprogramme in MATLAB® erstellt.
Fiir jedes Phasenbild eines aufgenommenen Bildstapels wurde der arithmetische
Mittelwert der Dunkelzeilen und -spalten berechnet und von den Grauwerten des
Bildes subtrahiert. Um einzelne defekte Pixel (dead pizel, hot pizel) beziehungs-
weise durch ldngere Belichtungszeiten sowie durch héhere Modulationsfrequenzen
generierte Ausreifser (signifikant dunklere oder hellere Pixel) zu eliminieren, wurde
jedes Phasenbild mit einer 3 x 3 Matrix mediangefiltert und anschliefend das Si-
gnal-Rausch-Verhéltnis mit Hilfe eines 5 x 5 Wiener-Filters erhoht.

Anschlieffend wurde durch numerische harmonische Analyse (siehe Abschnitt 3.3.2)
der 16 adquidistanten Phasenbilder fiir jeden Bildpunkt der Phasenwinkel, der De-
modulationsindex und die normierte Intensitdt bestimmt. Dabei fanden aufgrund
von Asymmetrieeffekten wihrend der modulationsbedingten Ladungstrennung in
jedem Pixel die 180°-Informationen (zweiter Ladungstopf) der Phasenschritte kei-
ne Verwendung.

Phasen- und Demodulationsinformation ist nur in den Bildbereichen der Proben-
und Referenzmessung auswertbar, deren normierte mittlere Intensitét eine gewisse
untere Schwelle iiberschreitet und das Signal-Rausch-Verhaltnis ausreichend grof
ist. Oberhalb einer bestimmten Schwelle kénnen bei zu hoher Belichtung Séatti-
gungseffekte des Demodulationsindexes auftreten. Die untere Schwelle g; und obere
Schwelle g, mit gq, go € [0, 1] beziehen sich auf die normierte mittlere Intensitét
I,.

Fiir jeden Bildpunkt der Probe und der Referenz an der Stelle (z,y) wurde iiber-
priift, ob der referenzierte Zeiger p, ., (w) auswertbar ist, andernfalls wurde er auf
null gesetzt:

o8



6.3 Auswertung

p,x W), gl<7,x,n<92
Dy, (W) = {Oy ( ) Y . (61)
, sonst

Alle Zeiger mit p,, (w) # 0 wurden in einen komplexen Vektor p; (w) umsortiert
und dessen Median p (w) und mittlere absolute Abweichung d, (w) (siehe [2]) nach
folgenden Definitionen berechnet:

—_—~—— e~

pw) =R{p; (W)} + i3 {p; (W)} (6.2)

&y (@) = 5 DRIy @)} = RIF@H + 1 IS (o (@) - S HE). (63

P (w) enthélt somit die Mediane der Real- und Imaginérteile, d, (w) deren ent-
sprechende mittlere absoluten Abweichungen. Der Median erwies sich gegeniiber
Ausreifern robuster als das arithmetische Mittel.

Zur Bestimmung der Fehler der Phasenabklingzeiten aus Nyquist-Diagrammen wur-
den Tangenten durch den Ursprung an komplexe Fehlerellipsen, deren Halbachsen
durch R{d, (w)} und I {d, (w)} definiert sind, gebildet.

Die Abbildungen 6.3 und 6.4 mit Messungen aus Abschnitt 6.2.2 illustrieren die
Zwischenschritte der Auswertung. Durch Beurteilung des Graustufenbildes der nor-
mierten Intensitit (Abbildung 6.3a) werden die Schwellen g; und g, ausgewéahlt, mit
denen das Demodulationsindexbild (Abbildung 6.3b) und das Phasenbild (Abbil-
dung 6.3c) nach Gleichung (6.1) maskiert werden.

0,25 1,00 0,40
0,20 0,96 0,42
0,15 0,92 0,44
¢ rad]
0,10 0,88 —0,46
0,05 0,84 0,48
0,00 0,80 0,50

Abbildung 6.3: Planare Sauerstoff-Optode (PreSens) in mit Luftsauerstoff angereicher-
tem Wasser, Modulationsfrequenz 20 kHz (jeweils Bildausschnitte): nor-
miertes Intensitétsbild (a), Demodulationsindexbild (b) und Phasenbild
(¢) mit der unteren und oberen Schwelle g; = 0,07 und g2 = 0,50. Die
Abbildungen (b) und (c) zeigen bereits referenzierte Verteilungen.
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6 Messungen und Ergebnisse

Die so gewonnenen referenzierten Zeiger p, , sind in Abbildung 6.4 als zweidimen-
sionales, farblich kodiertes Histogramm im Nyquist-Diagramm eingezeichnet.

0,0 1,0
—0.1 1Mos =
=
—0.2 , &b
T 0,6 2
0,3 ]
CO} 0’4 .Qz)
iy '
0,2 &
—0,5 ]
I I I I I 0,0
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

R {s)

Abbildung 6.4: Nyquist-Diagramm der Messung der planaren Sauerstoff-Optode (Pre-
Sens) in mit Luftsauerstoff angereichertem Wasser, Modulationsfre-
quenz 20kHz. Die referenzierten Zeiger sind in Form eines zweidi-
mensionalen Histogramms dargestellt und mit der relativen Haufigkeit
farblich kodiert. Der eingezeichnete Halbkreis kennzeichnet ein ideales
Zweiniveausystem.

Zur Referenzierung wurde fiir jede Probe eine Referenzmessung mit einem Farb-
stoff, der ein Zweiniveausystem darstellt und somit eine einzelne Abklingzeit besitzt
(siche Gleichung (2.8)), durchgefithrt. Wenn moglich, lag dabei die Lumineszenze-
mission in einem dhnlichen Spektralbereich wie die Probenlumineszenz, so dass das-
selbe Emissionsfilter eingesetzt werden konnte, um wellenlingenabhéngige Fehler
in der Demodulation weitestgehend auszuschliefen (siehe [80]). Fiir die Abkling-
zeiten der Referenzfarbstoffe wurden Literaturangaben beziehungsweise auf deren
Grundlagen aus Messungen ermittelte Abklingzeiten verwendet. Mathematisch ist
die Referenzierung in Abschnitt 3.4 beschrieben und wurde auf die Messdaten an-
gewandst.

6.4 Ergebnisse

6.4.1 Rhodamin B

Im Nyquist-Diagramm (Abbildung 6.5) sind die Zeiger p (w) der Rhodamin B-Mes-
sungen im Modulationsfrequenzbereich 100 kHz - 50,1187 MHz sowie Fehlerbalken
der mittleren absoluten Abweichungen eingezeichnet. Der durchgezogene Halbkreis
reprasentiert ein ideales Zweiniveausystem fiir alle Kreisfrequenzen w € Ry .
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

R{s}

Abbildung 6.5: Nyquist-Diagramm Rhodamin B, Modulationsfrequenz 100kHz—
50,1187 MHz. Der eingezeichnete Halbkreis kennzeichnet ein ideales
Zweiniveausystem.
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Abbildung 6.6: Bode-Diagramm Rhodamin B (oben: Demodulationsindex m/, unten:
Phase ¢), Modulationsfrequenz 100 kHz— 50,1187 MHz
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Abbildung 6.6 zeigt das zugehorige Bode-Diagramm, das den Demodulationsindex-
und den Phasengang reprisentiert. Durchgehend eingezeichnet ist die Ubertra-
gungsfunktion eines Zweiniveausystems aus Abschnitt 4.1.1 mit einer Zeitkonstan-
ten von 7 = 1,74 ns. Fiir das zugehorige Impedanzmodell ergibt sich mit Festlegung
des Widerstands fiir strahlende Desaktivierung auf R = 502 nach Gleichung (4.4)
die Kapazitat zu C' = 34,8 pF.

6.4.2 Planare Sauerstoff-Optode

Abbildung 6.7 zeigt das Nyquist-Diagramm der Messungen der planaren Sauerstoff-
Optode SF-PST5-NAU-L4/W4-YOP in gesittigter Natriumsulfitlésung (angenom-
mener Sauerstoffausschluss) und in mit Luftsauerstoff angereichertem Wasser bei
einer Modulationsfrequenz von 20 kHz.

0,0

V Natriumsulfitlésung
(O Luftsauerstoff

—0,2 - _
—~—
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& 03¢ 1
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04} 1
05 |
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Abbildung 6.7: Nyquist-Diagramm planare Sauerstoff-Optode in geséttigter Natrium-
sulfitlésung und in mit Luftsauerstoff angereichertem Wasser, Modu-
lationsfrequenz 20 kHz. Der eingezeichnete Halbkreis kennzeichnet ein
ideales Zweiniveausystem.

Die aus der Phase abgeleitete Abklingzeit unter Sauerstoffausschluss betrigt 7y =
Tp,0 = (5,10 £ 0,10) ps. In der luftsauerstoffreichen Umgebung reduziert sich die
Abklingzeit auf 7 = 7, = (3,95 £ 0,06) ps. Damit errechnet sich nach Gleichung
(2.20) die Stern-Volmer-Konstante zu Kgy [Q] = 0,29.

Mit 79 = 5,10 ps im Fall des Sauerstoffausschlusses und dem Widerstand fiir strah-
lende Desaktivierung mit R = 50 2 errechnet sich nach Gleichung (4.10) die Kapa-
zitat des Impedanzmodells zu C' = 102,02 nF. Der Widerstand fiir die Phosphores-
zenzloschung R, entfillt (R, — o). Im Fall der sauerstoffreichen Umgebung ergibt
sich mit Gleichung (4.9) R, = 170,83, so dass die Abklingzeit auf 7 = 3,95 ps
reduziert wird.
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6.4.3 Planare pH-Optode

Abbildung 6.8 zeigt das Nyquist-Diagramm der Messungen der planaren pH-Optode
SF-HP5-L4/W4-OIW im Modulationsfrequenzbereich 10 kHz—39,811 MHz. Der
Verlauf der Zeiger p(w) in Abhéngigkeit von der Modulationsfrequenz folgt zwei
Kreisbogen innerhalb des Kreisbogens (durchgezogene Linie) eines Zweiniveausys-
tems. Der Hinweis auf das Vorhandensein zweier Komponenten mit sehr unter-
schiedlichen Abklingzeiten (75 « 71) liefs die grafische Bestimmung ihrer relativen
Intensititen zu, die durch die Durchmesser beider Kreishogen repréasentiert wer-
den (siche Abschnitt 4.3). Es ergab sich fiir die Komponente 1 f; = 0,42 und
fiir die Komponente 2 f, = 0,58. Jeder der beiden Kreisbogen wurde als sepa-
rates Zweiniveausystem betrachtet, auf einen Durchmesser von eins skaliert und
die jeweilige Abklingzeit aus der Phase berechnet. Dabei wurden die Zeiger na-
he der jeweils optimalen Modulationsfrequenz (siche Abschnitt 3.6) ausgewahlt:
25,1189 kHz fiir die Komponente 1 und 25,1189 MHz fiir die Komponente 2. Es er-
gab sich 7 = 71 = (6,27 £ 0,54) pus und 7 = 75,2 = (5,53 £ 0,45) ns. Die Abkling-
zeiten lassen sich den Komponenten aus Abschnitt 6.2.3 zuordnen (7;: Ruthenium-
Farbstoff, 7o: HPTS-Derivat).

Die gestrichelt eingezeichnete Kurve ist die Ubertragungsfunktion aus Abschnitt 4.3
mit oben ermittelten Parametern. Mit der Festlegung der Widersténde auf R; =
Ry = 50 errechnen sich die Kapazitdten des Impedanzmodells zu C; = 125,30 nF
und Cy = 110,66 pF.
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Abbildung 6.8: Nyquist-Diagramm planare pH-Optode, Modulationsfrequenz 10 kHz —

39,811 MHz. Der eingezeichnete durchgezogene Halbkreis kennzeichnet
ein ideales Zweiniveausystem.
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6 Messungen und Ergebnisse

6.4.4 HPTS und Rhodamin B in Mischung

Abbildung 6.9 zeigt das Bode-Diagramm der Messung von HPTS, Rhodamin B und
deren jeweilige Komponente in Mischung im Modulationsfrequenzbereich 100 kHz —
50,1187 MHz. Die Rhodamin B-Messung wurde aus Abschnitt 6.4.1 iibernommen,
ebenso der Literaturwert fiir die Abklingzeit mit 74 = 1,74 ns. Das HPTS wurde auf
sich selbst referenziert und dabei eine Abklingzeit von 7 = 4,4 ns vorausgesetzt, die
zuvor aus der Phasenabklingzeit mit Rhodamin B als Referenz abgeleitet wurde.
Der Demodulationsindex eignete sich aufgrund seiner Wellenléngenabhéangigkeit
nicht dazu (siehe Abschnitt 6.1). Literaturwerte der Abklingzeit von HPTS zeigen
eine starke Abhéngigkeit vom verwendeten Losungsmittel und pH-Wert [63], so dass
eine erneute Messung der Abklingzeit der vorliegenden HPTS-Losung notwendig
war. Sowohl HPTS als auch Rhodamin B werden in der Ergebnisdarstellung jeweils
als Zweiniveausysteme angenommen.

1
(AP PPN WP IAP AP W
—1H
—_ O Rhodamin B
M 9l m| HPTS
=, v HPTS + Rhodamin B (Rhodamin B)
T -3 A HPTS + Rhodamin B (HPTS)
Modell Rhodamin B
4 — Modell HPTS
sH — 7~ Modell HPTS + Rhodamin B (Rhodamin B)
B — — —  Modell HPTS + Rhodamin B (HPTS) \%
_6 T T T
10° 109 107 10%
0 L
— 10 L
— —20f
o
S 30+
_40 L
_50 L
60 1 1 1
10° 109 107 108

f [Hz]

Abbildung 6.9: Bode-Diagramm HPTS (blaugriin) und Rhodamin B (rot) einzeln und
in Mischung mit Angabe der jeweiligen Komponente in Klammern.
Oben: Demodulationsindex m/, unten: Phase ¢, Modulationsfrequenz
100 kHz— 50,1187 MHz.
Die Pfeile kennzeichnen die Verschiebung des Phasenganges der Einzel-
komponente zur jeweiligen Komponente in Mischung.
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6.4 Ergebnisse

Im Demodulationsindex- und Phasengang ist ersichtlich, dass die Zeitkonstante
der HPTS-Komponente in Mischung kleiner ist als in reiner HPTS-Losung; die
Grenzfrequenz ist nach oben hin verschoben. Die Zeitkonstante der Rhodamin B-
Komponente in Mischung ist deutlich grofer als in reiner Rhodamin B-Losung und
liegt geringfiigig hoher als die des HPTS; die Grenzfrequenz ist nach unten hin
verschoben.

Zur Kurvenanpassung der Ubertragungsfunktionen Gp (iw) und G (iw) aus Ab-
schnitt 4.4 an die gemessenen Zeiger der HPTS- und Rhodamin B-Komponenten
in Mischung wurden die Parameter kpa und kap durch nichtlineare Regression mit
dem Quasi-Newton-Verfahren optimiert (vergleiche [64]). Die Optimierung bestand
in der Minimierung der Summe der quadratischen Abweichungen in Form von Dif-
ferenzbetrégen [p(w) — G (iw)|. Die Parameter I'n und I'y blieben dabei konstant,
da sie die reziproken Werte der Abklingzeiten 1, respektive 75, darstellen. Die Op-
timierung gestaltete sich hinsichtlich der Konvergenz als schwierig und zeigte eine
Abhéngigkeit von den Anfangswerten von kps und kap. Ein plausibles Ergebnis
der Optimierung hinsichtlich der Messwerte stellen die Werte kpa = 2,38 - 108571
und kap = 3,42 - 10%s7! dar.

Die Bauteilwerte des zugehorigen elektrischen Ersatzschaltbildes ergeben sich nach
Gleichungen (4.27)—(4.30) und sind in folgender Tabelle aufgelistet.

Bauteil Wert

Rp 502

CD 88 pF
Rgr 47,75€)
Ra 284,13 ()
Ca 6,12 pF

Tabelle 6.3: Ermittelte Bauteilwerte des elektrischen Ersatzschaltbildes des FRET-Sys-
tems aus HPTS (Donor) und Rhodamin B (Akzeptor)
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7 Diskussion der Ergebnisse

7.1 Kamera

Die Entwicklung des FLICAM-Bildsensors fithrte zu einem Ausleserauschen, das
mit 22 e~ deutlich {iber dem anfangs projektierten Wert von 8 e~ liegt. Somit steht
mit der vorhandenen Ladungstopfkapazitit (full well capacity) von 20,5ke™ nur ein
nutzbarer dynamischer Bereich von 59 dB anstelle von 66dB zur Verfiigung, was
einer Auflésung von knapp 10 Bit entspricht. Die maximale Leistungsaufnahme des
Bildsensors ist mit 4,4 W etwa doppelt so hoch wie urspriinglich erwartet und er-
fordert eine iiberarbeitete Kiihlung, um den Dunkelstrom zu reduzieren. Aufgrund
der verdnderten Sensoreigenschaften wurde die Bildsensoransteuerung optimiert.
Ein zusétzlich definiertes Signal zum bildsynchronen Ein- und Ausschalten der
modulierbaren Lichtquelle umgeht einen weiteren Mangel der Bildsensors (siehe
Abschnitt 5.2.2).

Die Kamera zeigt einen Entwicklungsstand, mit dem es moglich ist, unmodulierte
und modulierte Grauwertbilder mit beliebigen Belichtungszeiten aufzunehmen und
sie nach DCDS-Prozessierung (siche Abschnitt 5.2.2) in verschiedenen Auflésungen
iiber die Camera Link-Schnittstelle auszugeben. Es lassen sich nahezu beliebige
Modulationsfrequenzen im Bereich von 5kHz bis 100 MHz sowie die Anzahl
der #dquidistanten Phasenstiitzstellen fiir die Kreuzkorrelation von 2 bis 16 (in
Zweierpotenzen) einstellen.

Eine Korrektur der Pixel hinsichtlich des ortsfesten Rauschens durch den pixelspe-
zifischen Dunkelstrom (DSNU: dark signal non-uniformity) und die pixelspezifische
Verstarkung (PRNU: photo response non-uniformity) sowie der fiir CMOS-Sen-
soren typischen Nichtlinearitdt wurde noch nicht vorgenommen. Um den Einfluss
der Nichtlinearitat gering zu halten, wurden die in den Messungen zur Lumi-
neszenzmodellierung aufgenommenen Phasengrauwertbilder bis etwa zur Hélfte
des dynamischen Bereichs ausgesteuert. Dies reduziert jedoch das Signal-Rausch-
Verhiltnis im Vergleich zur Vollaussteuerung und fiihrt zu groferen mittleren abso-
luten Abweichungen bei der Zeigerberechnung. Das in den Phasengrauwertbildern
vorkommende natiirliche Photonenrauschen fiihrt ebenfalls zu einer Verteilung der
Phase und des Demodulationsindexes beziehungsweise der Zeiger [29].

Aufgrund der beobachteten Wellenléngenabhéngigkeit des Demodulationsindexes
(sieche Abschnitt 6.1) wurde die Referenzierung in einem &dhnlichen Wellenldngen-
bereich wie die Probenmessung durchgefiihrt. Die Kenntnis der Abklingzeit eines
geeigneten Referenzluminophors in Abhéngigkeit von seinen Umgebungsbedingun-
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7 Diskussion der Ergebnisse

gen, wie Temperatur, pH-Wert oder seiner Konzentration, wurde aus der Literatur
entnommen, die jedoch widerspriichliche Angaben lieferte. So finden sich in [4] fiir
Rhodamin B verschiedene Ergebnisse zur Abklingzeit. Zudem herrscht keine Ei-
nigkeit, ob es sich um ein mono- oder gar multiexponentielles System (mehrere
Abklingzeiten) handelt. Somit besteht eine literaturbedingte Unsicherheit bei der
Verwendung der Referenzwerte, die bei der Interpretation der Ergebnisse beriick-
sichtigt werden muss.

7.2 Rhodamin B

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Phasen- und Demodulationsindex-
messungen anhand des Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin B wurde in einer weiteren
Messung auf ihn selbst referenziert (siche Abschnitt 6.2.1). Dabei wird angenom-
men, dass es sich um ein Zweiniveausystem mit einer einzelnen Abklingzeit handelt,
und ihr Literaturwert von 7 = 1,74 ns [4] zur Referenzierung verwendet. Die Auf-
nahmeparameter waren fiir die Referenz und die Probe identisch.

Das Bode-Diagramm (Abbildung 6.6) zeigt im Phasengang eine sehr gute Uberein-
stimmung mit dem theoretischen Modell. Der Frequenzgang des Demodulationsin-
dexes zeigt dagegen auch bei verhéltnisméfig kleinen Modulationsfrequenzen deut-
lich grofkere zufillige Fehler. Bei der kleinsten Modulationsfrequenz von 100 kHz
betragt die zugehorige Periodendauer 10 ps, die gegeniiber der effektiven Belich-
tungszeit von 478 5ms sehr klein ist. Somit lédsst sich ein Einfluss der {iber nicht
ganzzahlige Modulationsperioden integrierten Kreuzkorrelation ausschliefsen, zumal
die zufalligen Fehler, wie sie im Demodulationsindex auftreten, nicht im Phasen-
gang erkennbar sind.

Die zufilligen Fehler im Demodulationsindex sind moglicherweise auch in folgen-
den Ursachen begriindet. Die Rohdaten aus dem Bildsensor wurden unkorrigiert
zur Verrechnung verwendet (mit Ausnahme der Korrektur defekter Pixel durch
einen Medianfilter, einer Glattung mit einem Wiener-Filter und einer einfachen
Dunkelstromkorrektur, siche Abschnitt 6.3). Die Abhéngigkeit der Stabilitét der
Pixelarbeitspunkte sowie der Linearitdt von der Modulationsfrequenz wurde noch
nicht untersucht.

Moglicherweise zeigt auch die Laserlichtquelle eine Temperatur- oder Zeitabhangig-
keit der Modulationstiefe, die zu unterschiedlichen Demodulationsindizes bei der
Referenz- und Probenmessung fiihrt, jedoch die Phase nicht beeinflusst. Die Laser-
lichtquelle weist insbesondere bei hoheren Modulationsfrequenzen eine Abnahme
der Modulationstiefe auf (siehe Anhang B.1), so dass das Signal-Rausch-Verhéltnis
der Messwerte bei hohen Frequenzen abnimmt und die mittleren absoluten Abwei-
chungen der berechneten Zeiger zunehmen.

68



7.3 Planare Sauerstoff-Optode

7.3 Planare Sauerstoff-Optode

Die Messungen der planaren Sauerstoff-Optode (siche Abschnitt 6.4.2) zeigen im
Nyquist-Diagramm sehr kleine Fehlerbalken der mittleren absoluten Abweichun-
gen. Dies ist sicherlich auf die fiir den Bildsensor verhéaltnisméafig niedrige Modula-
tionsfrequenz von 20 kHz und die im Vergleich zur Rhodamin B-Messung deutlich
kiirzere effektive Belichtungszeit von 18,5 ms zurilickzufiihren; die niedrige Modu-
lationsfrequenz und die kiirzere Belichtungszeit ergeben eine wesentlich kleinere
Anzahl der Schaltzyklen wihrend der Demodulation im Bildsensor. Pro Schaltzy-
klus werden somit wesentlich mehr photogenerierte Ladungstrager in die 0°- und
180°-Ladungstopfe transferiert. Bei angenommenem, konstantem Zusatzrauschen
des Schaltvorganges erhoht sich dadurch das Signal-Rausch-Verhéltnis. Die Modu-
lationsperiodendauer von 50 s ist klein gegeniiber der effektiven Belichtungszeit
von 18,5 ms, so dass auch hier keine signifikante Fehlerquelle bei der Kreuzkorrela-
tion zu erwarten ist. Des weiteren zeigt die Laserlichtquelle bei der Modulations-
frequenz die maximal mogliche Modulationstiefe.

Die Zeiger der Messungen der ungeloschten und geloschten Sauerstoff-Optode lie-
gen im Nyquist-Diagramm nahezu auf dem Halbkreis eines idealen Zweiniveausys-
tems, so dass die Phasen- und Demodulationsabklingzeiten nahezu gleich sind. Die
angegebenen Abklingzeiten sind aus der Phase abgeleitet. Die Abklingzeit der un-
geloschten Sauerstoff-Optode liegt laut Herstellerangaben bei 79 = 4,47 pis bei einer
Umgebungstemperatur von 20°C, gemessen wurde 75 = 5,10 pus bei 25°C. Selbst in
Anwesenheit von Restsauerstoff in der geséttigten Natriumsulfitlosung wére durch
Phosphoreszenzloschung eher eine kleinere als eine grofere Abklingzeit zu erwarten.
Auch zeigen Ruthenium-Komplexe bei Temperaturerh6hung meist eine Abnahme
der Abklingzeit [54, 17, 6], so dass der Probentemperaturunterschied wahrschein-
lich nicht als Ursache fiir die Diskrepanz in Frage kommt. Gegebenenfalls wire die
Messmethodik des Herstellers mit der der FLICAM zu vergleichen.

Die Anreicherung des Wassers mit Luftsauerstoff erfolgte qualitativ, so dass kei-
ne Sittigung beziehungsweise Ubersittigung festgestellt werden konnte. Ebenso ist
unsicher, ob die geséttigte Natriumsulfitlosung tatsachlich sauerstofffrei war. Signi-
fikant ist jedoch, dass der Phosphoreszenzfarbstoff geloscht wird und eine kleinere
Abklingzeit aufweist. Wie in den Abschnitten 2.2.2 und 4.1.2 beschrieben, hat die
Reduktion der statischen Lumineszenzintensitit aufgrund der Loschung keinen Ein-
fluss auf den Modulationsindex; er hdngt nur von der reduzierten Abklingzeit 7 ab
und entspricht dem eines Zweiniveausystems mit strahlendem Ubergang. Aus die-
sem Grund liegen beide Zeiger im Nyquist-Diagramm auf dem Halbkreis.

In Anlehnung an die Demodulationsindexvariationen aus der Rhodamin B-Mes-
sung wird ein Vergleich mit der bildhaften Darstellung der Probe sowie ihrer
Demodulationsindex- und Phasenverteilung angestellt. Es ist ersichtlich, dass die
Phasenverteilung in der Probe (Abbildung 6.3¢) homogener ist als die Demodu-
lationsindexverteilung (Abbildung 6.3b). Zudem zeigt letztere im Gegensatz zur
Phasenverteilung eine dhnliche Verteilung wie die normierte Intensitit aufgrund
der Speckle-Muster der Laserlichtbeleuchtung (Abbildung 6.3a); in den helleren Be-
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reichen erscheint der Demodulationsindex etwas geringer als in den weniger stark
beleuchteten. Dies ist ein Hinweis auf eine mogliche Nichtlinearitat der Pixel, die
den Demodulationsindex stérker beeinflusst als die Phase. Das zweidimensionale
Histogramm der Zeigerverteilung im Nyquist-Diagramm (Abbildung 6.4) ist etwa
in Richtung des Demodulationsindexes (Richtung Ursprung) elongiert, was die An-
nahme unterstiitzt.

7.4 Planare pH-Optode

Die im Nyquist-Diagramm dargestellten Messergebnisse der pH-Optode (Abbildung
6.8) zeigen eine sehr gute Ubereinstimmmung mit dem Modell eines Zweikompo-
nentensystems mit zwei sehr unterschiedlichen, unabhéngigen Abklingzeiten (ver-
gleiche Abbildung 4.6, Kurve e). Obgleich beide Komponenten gleichzeitig und im
zeitlichen Mittel mit konstanter Intensitdt lumineszieren, lassen sich mit Hilfe des
Frequenzgangs im Nyquist-Diagramm bereits visuell zwei in der Abklingzeit sehr
verschiedene Komponenten sowie ihre relativen Intensitéten identifizieren.

Durch Behandlung jedes der kleineren Halbkreise als unabhéngiges Zweiniveausys-
tem sind die individuellen Phasen- und Demodulationsabklingzeiten bestimmbar.
Die Abklingzeit der ersten Komponente 71 = (6,27 + 0,54) ps ldsst sich dem Ru-
thenium-Farbstoff zuordnen und stimmt mit der Herstellerangabe von etwa 6 s
iberein. Die Abklingzeit 7 = (5,53 £ 0,45) ns lésst sich dem HPTS-Derivat zuord-
nen und stimmt mit der Herstellerangabe von etwa 5ns gut iiberein.

7.5 HPTS und Rhodamin B in Mischung

Bei der HPTS-Messung bestand die Schwierigkeit der Referenzierung, da die HPT'S-
Lumineszenz spektral in einem kiirzeren Wellenldangenbereich liegt als die Rhoda-
min B-Lumineszenz, so dass letztere nicht als Referenz fiir eine Phasen- und Demo-
dulationsindexmessung verwendet werden konnte; es besteht, wie bereits beschrie-
ben, die Wellenlédngenabhéngigkeit des Demodulationsindexes durch den Bildsen-
SOT.

Die Phasenmessung scheint von diesem Phénomen weniger stark betroffen zu sein,
so dass die HPTS-Abklingzeit aus der Phaseninformation mit Rhodamin B als Re-
ferenz ermittelt wurde. Die gemessene Phasenabklingzeit betragt mp = 4,4ns und
liegt nach Literaturangaben in einem plausiblen Bereich. Die in [63] zusammenge-
tragenen Abklingzeiten des HPTS beriicksichtigen zwei, vom pH-Wert abhéngige
Erscheinungsformen des Molekiils: das protonierte Molekiil in saurem Milieu mit
einer Abklingzeit von 4,1 ns und das deprotonierte Molekiil in basischem Milieu
mit einer Abklingzeit von 5,5 ns. Da das HPTS in einer pH-neutralen Pufferlésung
dissoziiert ist, kommen wahrscheinlich die protonierte und deprotonierte Form mit
einer resultierenden Abklingzeit vor, die den gemessenen Wert plausibel erscheinen
l&sst.
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Mit der Kenntnis der HPTS-Abklingzeit steht somit eine zweite Referenzierungs-
moglichkeit fiir den HPT'S-typischen Spektralbereich zur Verfiigung. Die Frequenz-
giange des Demodulationsindexes und der Phase der separaten Rhodamin B- und
HPTS-Messungen zeigen im Bode-Diagramm (siehe Abbildung 6.9) eine sehr gute
Reproduzierbarkeit; die HPT'S-Messung wurde auf sich selbst referenziert und — wie
beim Rhodamin B — ein Zweiniveausystem mit einer Abklingzeit von mp = 4,4 ns
angenomimen.
Die Messungen der Mischung von HPTS als Donormolekiil und Rhodamin B als
Akzeptormolekiil zeigen im Bode-Diagramm deutliche Hinweise auf einen Energie-
transfer. Die durch den Donor an den Akzeptor iibertragene Energie fiihrt zu ei-
ner zusétzlich verzogerten Systemantwort des Akzeptors, so dass die Lumineszenz
der Rhodamin B-Komponente gegeniiber dem reinen Rhodamin B und sogar dem
reinen HPTS stérker verzogert ist (siehe Frequenzgénge der Rhodamin B-Kompo-
nente, roter Pfeil). Durch die zusétzliche Energietransferrate wird der angeregte
Zustand des HPTS rascher desaktiviert, so dass seine Zeitkonstante reduziert und
die Systemantwort der HPTS-Komponente beschleunigt wird (siehe Frequenzginge
der HPTS-Komponente, blauer Pfeil).
Die Anpassung der Modellparameter des FRET-Systems aus Abschnitt 4.4 an die
Messergebnisse gestaltete sich schwierig, insbesondere die Abschétzung der Energie-
transferraten kpa, kap und somit des Koppelwiderstands Rgr. Das Hauptproblem
war dabei die teils unzureichende Konvergenz der Optimierung mittels nichtlinearer
Regression.
Es erscheint zunéchst widerspriichlich, dass die reversible Energietransferrate kap
mit 3,42 - 10971 groRer ist als die Energietransferrate kpa mit 2,38 - 10%s~L. Die
Raten stellen jedoch Ubergangswahrscheinlichkeiten dar, so dass die tatséichlichen
Uberginge auch von den Dichten der Zustinde np und na abhingen (siche Kapitel
4). Im statischen Fall (dny (t) /dt = 0) ergibt sich mit Gleichung (4.17) und den im
Obigen ermittelten Raten fiir das Verhéltnis der beiden angeregten Zustinde

na kpa

ws " Tt kg 0,06. (7.1)
Die Dichte np ist somit etwa um den Faktor 16,78 grofer als na. Werden die
Ubergéinge fiir den normalen und reversiblen Energietransfer gegeniibergestellt, ist
mit Gleichung (7.1) und

npkpa I'a
=1+ —~1,17 7.2
nakap kap ( )

ersichtlich, dass der resultierende Energietransfer vom Donor zum Akzeptor statt-
findet und nicht umgekehrt.

Die Modellierung des FRET-Systems mit Hilfe von Ratengleichungen (siehe Ab-
schnitt 4.4) zeigt, dass die Ubertragungsfunktion des Donors mit zwei Polstellen
und einer Nullstelle detaillierter beziehungsweise exakter ist als die Betrachtung
eines Loschprozesses eines einfachen Zweiniveausystems (siehe Abschnitte 2.4 und
4.1). Bei letzterem handelt es sich um ein Tiefpasssystem erster Ordnung, welches
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nur eine Polstelle besitzt und bei dem die Abklingzeit und die statische Lumines-
zenzintensitat durch Loschung in gleichem Verhéltnis reduziert werden.

In Tabelle 7.1 sind die positiven Eckfrequenzen der Polstellen und der Nullstelle
der Ubertragungsfunktion des Donors aus Gleichung (4.22) wiedergegeben.

Eckfrequenz Wert [MHz|

o, 39,478
IS 670,353
x 635,776

Tabelle 7.1: Positive Eckfrequenzen der Polstellen und der Nullstelle der Ubertragungs-
funktion des Donors

Die Eckfrequenzen fp, und fy sind grok gegeniiber fp, und liegen dariiber hin-
aus relativ dicht beieinander. Die Polstelle sp, und die Nullstelle sy heben sich
in guter Ndherung in ihrer Wirkung im Frequenzgang auf, so dass die dominante
Polstelle sp, verbleibt. Diesem vereinfachten Tiefpasssystem erster Ordnung lasst
sich somit die Zeitkonstante bezichungsweise Abklingzeit 7, = w;)ll zuordnen. Das
Verhéltnis dieser reduzierten Abklingzeit zu der Abklingzeit des reinen Donors ist
/™ =~ 0,916.
Wird dagegen die statische Lumineszenzintensitiat des Donors betrachtet, so ist sie
nach Gleichung (4.20) Hp (0) =~ 0,869 und somit vom obigen Abklingzeitverhéltnis
leicht verschieden. Dies zeigt, dass das dynamische Verhalten des Forster-Ener-
gietransfers strenggenommen von der Lumineszenzloschung unterschieden werden
muss.
Nichtsdestoweniger ldsst sich mit Hilfe der Gleichung (4.7) die Rate kpgrpr aus Glei-
chung (2.21) in Form der Rate k,,, ausdriicken. Mit k,, = kgrgr, 70 = ™ und 7 = 7,
ergibt sich
1 1 7 1
krrer = — — — ~ 2,08-10"s7". (7.3)
™ ™

Damit ldsst sich mit Gleichung (2.21) fiir den Forster-Radius R ~ 1,49 - Ry
abschétzen.

Weitere Unsicherheiten existieren in der spektralen Anregung und Isolation beider
Komponenten. Das erstellte FRET-Modell berticksichtigt die ausschliefliche Anre-
gung des Donormolekiils, wahrend bei der Messung ein kleiner Teil der optischen
Anregung auch das Akzeptormolekiil direkt anregt. Dariiber hinaus {iberlappen
die Donor- und Akzeptorlumineszenzen spektral, so dass mit den eingesetzten Fil-
tern keine absolute spektrale Trennung gewéhrleistet werden kann. Durch das Vor-
kommen der protonierten und deprotonierten Form des HPTS kommt es zu einer
spektralen Uberlappung der Emission mit der Absorption dieser beiden chemischen
Spezies [63], so dass ein Homo-FRET [11, 44| nicht ausgeschlossen werden kann.
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7.6 Schlussfolgerung

Zudem betrugen die effektiven Belichtungszeiten knapp eine halbe Sekunde. Eine
hohere Anregungsintensitit wiirde das erreichbare Signal-Rausch-Verhéltnis sicher-
lich deutlich erhchen.

Die extrahierten Modellparameter stellen zwar keine sicheren Werte dar, demons-
trieren jedoch die Anwendbarkeit des FRET-Modells auf ein reales System. Insbe-
sondere die Phasengiinge zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung mit der Modellie-
rung. Das entworfene FRET-Modell sollte jedoch in zukiinftigen Messungen auch
an anderen FRET-Systemen erprobt werden.

7.6 Schlussfolgerung

Die Messungen mit der entwickelten Lumineszenzabklingzeitkamera zeigen trotz der
im Laufe der Arbeit festgestellten Unzulénglichkeiten des Bildsensors das Potenzial,
exakte und reproduzierbare Abklingzeitmessungen in einem grofen Modulations-
frequenzbereich durchzufiihren. Die Handhabbarkeit des Kamerasystems und die
einfache Bedienung ermdglichen zahlreiche weitere Anwendungsmoglichkeiten.

Die gute Ubereinstimmung der Modellsimulationen mit den tatsichlichen Messer-
gebnissen demonstriert die Anwendbarkeit der elektrischen Ersatzschaltungen auf
lumineszente Systeme. Die Modelle lassen sich unter Fortfiihrung der elektrotech-
nischen Methodik weiterentwickeln und auf komplexere Systeme anwenden.
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7 Diskussion der Ergebnisse
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8 Ausblick

Der néchste Schritt in der Kameraentwicklung stellt die Korrektur der bildsensor-
typischen Pixelfehler in der Kamera dar. Zusammen mit einer Linearitatskorrektur
sind hohere Signal-Rausch-Verhéltnisse und weniger fehlerbehaftete Phasen- und
Demodulationsindexinformation sowie abgeleitete Lumineszenzabklingzeiten zu
erwarten. Nach diesen Mafinahmen ist eine Charakterisierung der Kamera nach
dem EMVA Standard 1288 [23] moglich.

Es ist vorgesehen, dass die Kamera intern die numerische harmonische Analyse
sowie die Referenzierung fiir eine oder mehrere Modulationsfrequenzen durchfiihrt.
Die notwendigen Ressourcen sind hierfiir bereitgestellt. Dariiber hinaus wére
es moglich, optisch mit der dreifachen Modulationsfrequenz (bis zu 150 MHz)
anzuregen und bei der Abtastung der Kreuzkorrelationsfunktion mit 16 aquidi-
stanten Phasen unter Einhaltung des Nyquist-Shannon-Abtasttheorems die dritte
Harmonische zu rekonstruieren. Der in Abschnitt 3.3.2 formulierten Amplituden-
dampfung der dritten Harmonischen um den Faktor 3 steht ein doppelt so hohes
Signal-Rausch-Verhéltnis gegeniiber, da im Vergleich zur Grundschwingung mit
16 statt 4 Phasen abgetastet wird. Mit der dreifachen Modulationsfrequenz liefsen
sich optimale Arbeitspunkte zur Bestimmung von Abklingzeiten bis hinunter zu
1 ns realisieren.

Fiir exakte Messungen der Abklingzeiten sind zuverldssige und gegeniiber ihrer
Umgebung (zum Beispiel Temperatur) stabile Referenzstandards mit definierten
Abklingzeiten und Emissionen in verschiedenen Spektralbereichen notwendig. Ein
aktuelles Projekt zu diesem Thema ist das von der Bundesanstalt fiir Material-
forschung und -priifung (BAM) durchgefiihrte Programm ,MNPQ-Transfer”. Die
Referenzierung in &hnlichem Spektralbereich vereinfacht den Messablauf, da die
Probe durch die Referenz ersetzt werden kann, ohne den optischen Pfad (Farbfilter,
Strahlteiler) modifizieren zu miissen.

Die Impedanzmodelle haben sich als ein niitzliches und durch elektrotechnische
Grundlagen gut untersuchtes Werkzeug zur Beschreibung der Lumineszenzdyna-
mik erwiesen. Fiir Entwiirfe erweiterter oder neuer Impedanzmodelle komplexerer
Systeme stehen bereits erprobte Simulationswerkzeuge (theoretische Methoden
sowie Simulations-Software wie SPICE) zur Verfiigung, so dass sie vorab intuitiver
und mit grafischer Unterstiitzung untersucht und entsprechende Messungen an
realen Proben geplant werden konnen.

Zukiinftige Abklingzeitmessungen in verschiedensten Bereichen wie Luftstro-
mungsmessungen mit partialdruckabhéngigen Farben (PSP: pressure-sensitive
paint) oder Zelluntersuchungen in der biomedizinischen Forschung koénnen durch
Einsatz der in vorliegender Arbeit entwickelten Kamera deutlich kompakter und
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8 Ausblick

unkomplizierter durchgefithrt werden, zumal bestehende Messsysteme nur durch
die Kamera und gegebenenfalls eine andere modulierbare Lichtquelle ersetzt
werden miissten.

Eine zukiinftig geplante Anwendung der Kamera in einem mobilen System findet
sich in der Endoskopie des oberen Luft-Speisewegs zur Identifikation von Krebszel-
len. Dieses Vorhaben wird innerhalb des aktuellen FLENDOS-Projekts, geférdert
durch das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF), durchgefiihrt.
Abbildung 8.1 zeigt den vorlaufigen Versuchsaufbau und dokumentiert die einzelnen
Komponenten.

Abbildung 8.1: Experimenteller Versuchsaufbau mit der Abklingzeitkamera (FLICAM),
einem starren Endoskop (ENDO) mit einem Strahlteiler (ST) und ei-
ner HD-Farbkamera (HD-CAM) (KARL STORZ GmbH & Co. KG)
sowie der Beleuchtungseinheit mit moduliertem Laserlicht (LQ). Die
untersuchte Probe (P) — in diesem Fall ein Autofluoreszenzmodell fiir
menschliches Gewebe — wird entweder mit Weiklicht (WL) beleuchtet
und mit der Farbkamera aufgenommen oder mit moduliertem Laserlicht
die Abklingzeitverteilung mit Hilfe der FLICAM bestimmt.

Hierfiir ist vorgesehen, das Laserlicht zukiinftig in die Beleuchtungsfaser des Endo-
skops einzukoppeln. In Kombination mit im Weifslicht aufgenommenen Farbbildern
konnen in diese Abklingzeitinformationen eingeblendet und somit Bereiche krank-
haften Gewebes, das (moglicherweise) andere Abklingzeiten aufweist, differenziert
werden.

Abbildung 8.2 zeigt die Phasenabklingzeitverteilung des Autofluoreszenzmodells, in
der sich zwei Bereiche mit unterschiedlichen Abklingzeiten (etwa 3,6 ns und 4,6 ns)
differenzieren lassen.
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Abbildung 8.2: Phasenabklingzeitverteilung des Autofluoreszenzmodells, gemessen bei

einer Modulationsfrequenz von 20 MHz.
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A Mathematische Herleitungen

A.1 Kreuzkorrelation mit einer harmonischen
Funktion

Mit der Periodendauer 7' sowie der Kreisfrequenz wy ist t'/T = ¢'/2m und T =
27 /wp. Die Kreuzkorrelationsfunktion

Gaer () - g (£ + ) dt (A.1)

o
%ﬂ

t=0

der harmonischen Funktion g (t) aus Gleichung (3.5) mit der Zeitverschiebung ¢’ in
g (t) und der Detektorfunktion gqet (¢) aus Gleichung (3.6) lasst sich als Kreuzkor-
relationsfunktion mit der Phasenverschiebung ¢ schreiben

T

c(¢) = lim — Gaet (1) - g t+ﬂ,
Jowew-o(ee )

t=0

cos (wot + @' + ¢y) dt

I
Rl=r!
=
M| -
wl'ﬂ

II%

B T
1T 2
= lim = 4 Mg (wot + &' + o) ]
=0

THOO?_Q wWo
:%j_rgo%{g+Z—j[sin(w%—qb'-i—%)—Sin(¢/+¢o)]}
:Tlggo%[g—zw—n?sm( '+¢0)]

— Tlgrgo% [% — —mysin (¢'+¢o)]
:%—@sm( "+ ¢o)
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; (1 _ @Sin (& + ¢0)) (A2)

A.2 Kreuzkorrelation mit einer Fourier-Reihe

Mit der Fourier-Reihe fiir ¢ (t) aus Gleichung (3.9) und der Detektorfunktion gget (t)
aus Gleichung (3.6) ist die resultierende Kreuzkorrelationsfunktion mit der Phasen-
verschiebung ¢’ und dem Vorgehen aus Abschnitt A.1
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lim — | Gaet (£) - g (t + ﬂ) dt
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A.3 Sensitivitat und optimale Modulationsfrequenz fiir eine Komponente

A.3 Sensitivitat und optimale Modulationsfrequenz
fir eine Komponente

Der Realteil der normierten Ubertragungsfunktion H,, (iw, 7) eines Zweikomponen-
tensystems aus Gleichung (2.8) ist

1

und der Imaginarteil
, wT
%{Hn (ZM,T)} = —m <A5)

Die partiellen Ableitungen von Gleichungen (A.4) und (A.5) nach 7 sind

0 2w

—R{H, (v, T)} = ——— A6

SR, 7)) =~ (6)
und

0 w — wir?

—S{H, (w, 7))} = ———. A7

S i) =~ T (A7)

Mit den Gleichungen (A.6) und (A.7) lasst sich fiir den Radius R (w, ) schreiben

2 2
R*(w,7) = (%%{Hm (iw, 7‘)}) + (5_67% {H, (iw, T)})
AW+ w? = 2whr? 4 WO
a (1 4 w2r2)?
wOT + 20172 4 W2
(1 + w2r2)!
w1+ w?7?)?
- (1 4 w2r2)*
W2
(1 + w?7?)’
w

T 1+ w22

= R(w,T)
Die zweite partielle Ableitung von R (w,7) nach w ist mit Gleichung (3.19)

0? R(w.7) —2w72 (1 4+ w?72)” — (1 — w?72) 2 (1 + w?7?) 2wr>
—R(w,7) =
(1 + w2r2)*

ow?
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2wt (Wit — 20272 — 3)

(1+ w272)4
2072 ((w27'2 —1)° - 4)
= T w27'2)4 ) (A.9)
Fiir w = wy = 7! ist
0? T
— = ——. Al
aw2 R (w7 T) w:wozl 2 ( O)

A.4 Sensitivitat und optimale Modulationsfrequenz

fur zwei Komponenten
Mit @ = 75 — 71, b = 7 + 74 und ¢ = 7775 ist

r(w) = |Hy (iw) — Hy y (iw)]

_‘ iOJ(TQ—Tl)

1 —w?nm +iw (11 + 72)
w (7’2 — 7'1)

\/(1 — w27172)2 + w? (1 + 72)2
w (7'2 — 7'1)

a \/1 + w2 (18 + 73) + whriTd
- il . (A.11)
V14 bw? 4+ cwt

Mit Gleichung (3.25) ist die zweite Ableitung von 2 (w)

d? 1
ETQ (w) = bt cw4)42a2 (1 —2bw® — (3b* + 11c) w* — 16bcw®

— (902 + bQC) W 4+ 20200 + 303w12) .

(A.12)

Bei w = w; = 0 ist das Extremum mit

d2
wﬁ (w) =2a>> 0 (A.13)

ein Minimum.
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A.5 Reelle Polstellen

A.5 Reelle Polstellen

Fiir die Raten I'p, ['a, kpa und kap > 0 gilt

o? =48 = (Tp 4+ TA + kpa + kap)” —4 (TpTa + Cakpa + I'pkap)
=T2 4+ 13 + ki, + kip + 2Ipla + 2T pkpa + 2Ipkap + 20 akpa
+ 2T akap + 2kpakap — ATpTa — AT akpa — AT pkap
=T+ T3 + k3, + kip — 2I'pla + 2T pkpa — 2Ipkap — 20 Akpa
+ 2Fakap + 2kpakap
— (Tp + kpa)* + (Ta + kap)® — 2(I'p + kpa) (Ta + kap) + 4kpakap

= (FD + kDA — FA — kAD)2 + 4kDAkAD > 0.
(A.14)

A.6 Lage der Pol- und Nullstellen

Mit sp,; = (—a + /0% — 45) /2, sx = —ya und Gleichung (A.14) ist

Sp,1 =~ SN
< —Sp,1 < —SN
1

@5(04— 042—45) < YA

1
<:>§(FD+FA+kDA+kAD

—\/(FD + kpa —I'a — kAD)2 + 4kDAkAD) <T'a+ kap

1
@E(FD'H{?DA—FA—/{?AD

—\/(FD + kDA —T'a — k’AD)Q + 4kDAkAD) <0

(A.15)

& Tp + ks = Ta — kap < A/ (T + hipa — Ta — kap)” + dkpakap

wahr. Mit sp o = <—a —\Ja? — 46) /2 ist
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Sp,2 < SN

< — Sp,2 > —SN
1
®§(Oz+m>>fm

1
<:>§(FD+FA+kDA+kAD

+\/ (Up + kpa — Ta — kap)® + 4kDAkAD) >Ta + kap (A.16)

1
<:>§(FD+I€DA_PA_I€AD

+\/(FD + kpa —I'a — kAD)Q + 4kDAk5AD) >0

< I'p + kpa — A — kap > —\/(FD + kpa — A — kAD)z + 4kpakap

wahr.

A.7 Koeffizientenvergleich und Impedanzen

Durch Koeffizientenvergleich der Ubertragungsfunktion Hp (s) aus Gleichung (4.20)
mit Gp (s) aus Gleichung (4.25) ergibt sich folgendes Gleichungssystem, das die
Impedanzen Rp, Cp, Regr, Ra und C'y des FRET-Systems eindeutig bestimmt.

I'pya _ I'p (T + kap) _ Ra + Rgr (A7)
B I'pla + Takpa + I'pkap Rp + Rao + Rt )
RA + RET
=T kap = ————— A.18
YA A+ kap AR ( )
a  T'p+Ta+kpa+Fkap
B TI'pl'a +Takpa + I'nkap (A.19)
_ RARETCA + RDRACD + RDRETCD + RDRAOA )
B RD + RA + RET
Rp + RA + R
B =Tpla + Dakpa + Ipkap = —2— A~ T (A.20)

RpRARp1CpCa
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B Frequenzverhalten der
Lichtquellen

B.1 Frequenzgang der Laserlichtquelle

Abbildung B.1:

Modulationsindex [dB|

| N
X

kY

0,1 1 10 100

Frequenz [MHz|
Gemessener Frequenzgang des Modulationsindexes der Laserlichtquelle

bei einer mittleren optischen Leistung der Laserdiode von 50 mW bei
einer Emissionswellenldnge von 450 nm
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B.2 Grenzfrequenzen von Lumineszenzdioden (LEDs)

Tabelle B.1: Schaltcharakteristika verschiedener Lumineszenzdioden mit unterschiedlichen mittleren Emissionswellenldngen A. Die
Anstiegs- und Abfallzeiten ¢, und t¢ (bezogen auf 10 % —90 % der optischen Leistung) wurden aus Transientenmessungen
bei den Frequenzen firan und die —3 dB-Grenzfrequenzen f; bei sinusférmiger Ansteuerung mit angegebenem elektrischen

Gleichstrom im Arbeitspunkt Ipc gemessen.

Hersteller Bezeichnung Anm]|  Ipc[mA] ¢ [ns] ¢ [ns]  fuan [MHz] fy [MHz]
ELD-475-524-1 475 20 23 41 2,5 16,9
. ELD-525-523 515 20 16 35 5 18,7
EPIGAP Optoelektronik GmbH ELD-625-523 695 20 94 2% 5 16.6
ELD-630-524 630 20 24 24 3 17,1
Kingbright Elec. Co., Ltd. L-7113UVC 400 20 16 19 5 18,7
MARL international limited NSPB 500S 470 20 25 51 2 14,5
. OCU-4004030S-X 400 20 29 21 2,5 16,3
OSA Opto Light GmbH OCL-400EB460-X 460 20 30 50 25 15,7
LB 543C 470 20 15 18 5 18,6
LB E6SG 469 30 15 23 5 18
. LB G6SP 470 140 51 80 2 7,1
OSRAM Opto Semiconductors GmbH LB W5SN 470 999 69 199 15 5
LT W5SN 528 222 59 95 1,5 5,9
LR W5SN 625 222 65 98 2 5
LXML-PRO1-0275 455 222 106 217 1 3
Philips Lumileds Lighting Company LXHL-LM3C 530 222 89 184 1 3,4
LXHL-LB3C 470 222 87 138 1 4.8
Roithner Lasertechnik GmbH M3L1-HB-60 470 222 126 222 0,5 2,9
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Tabelle B.1: (Fortsetzung)

Hersteller Bezeichnung A[nm]  Ipc[mA] ¢ [ns] t[ns]  fuan [MHz] fy [MHz]
M3L1-HU-60 400 222 140 166 0,5 3,9
M3L1-HG-30 525 222 99 156 1 4,6
M3L1-HR-30 625 222 80 119 1 5,4
ELJ-630-628 630 222 68 94 2 5,7
ELJ-525-627 525 222 53 104 2 6,8
ELJ-465-627 465 222 83 158 1 9,2
H2A1-H650 650 222 173 179 1 2,9
H2A1-H390 390 222 98 105 1 95,3
H-HP803NB 470 222 95 154 1 4.5
H-HP803PG 530 222 83 149 1 5,2
H-HPS803NR 625 222 116 192 1 3,1
5B4HCA-H 470 20 91 119 1 7,8

Roithner Lasertechnik GmbH 5P4FCA 405 20 14 18 ) 229
5G4HCA-H 525 20 26 43 4 14,8
5R3BCA-H 632 20 37 35 2 12,6
LED375-33 375 20 14 16 4 23,3
LED405-03V 405 20 26 25 2 17,5
LED425-6-30 425 20 24 24 2 17,4
B5B-437-CV 400 20 14 17 ) 20,6
B5-433-B525 525 20 12 31 ) 21,3
B5-435-TL 628 20 19 22 ) 17,7
RLS-UV370 370 20 10 14 ) 23,4
RLS-UV400 400 20 19 20 ) 19,2
RLS-410-3-25 410 20 14 17 ) 20,8
RLS-5B475-S 477 20 40 66 2 9,3

(S(I-7]) uepoIpzuozsoulun| UoA UozuonboIjzuarr) 7 ¢
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Tabelle B.1: (Fortsetzung)

Hersteller Bezeichnung A[nm]  Ipc[mA] ¢ [ns] t[ns]  fuan [MHz] fy [MHz]
NS375L-5RLO 375 20 16 17 5) 23,8

Roithner Lasertechnik GmbH L5T15B 470 20 14 23 ) 20,2
UVLED370-10 370 14,8 14 18 ) 23,4
B32280-01 460 222 124 226 1 3,2

Seoul Semiconductor D32280-01 460 222 105 192 1 3,6
(C32280-01 505 222 106 201 1 3,6
(G32280-01 527 222 115 212 1 3,3
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