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Zusammenfassung

Fiir die bisher kaum zugangliche Analytik von farblosen Substanzen mittels der zeitaufgelosten Fluorometrie wurden
anwendungsorientierte Laserimpulsfluorometer entwickelt: fiir den Nanosekundenbereich auf der Basis eines Stick-
stofflaser-gepumpten Farbstofflasers mit Frequenzverdopplung (SHG) in Verbindung mit Echtzeit-, Sampling- und Boxcar-
MeBtechnik, fiir den Picosekundenbereich auf der Basis eines Argonionenlaser-gepumpten Titan-Saphirlasers mit Frequenz-
vervielfachung in Verbindung mit zeitkorrelierter Einzelphotonenzihlung.

Die neue MeBtechnik wurde zur Analytik von niedermolekularen Aromaten (BTX) in Wasser, von umweltrelevanten
Metallionen in Wasser mittels neu entwickelter Fluoreszenzmarker, von Farbstoff-dotierten Polymermaterialien und von
Luminophoren in Leuchtstofflampen zwecks Erkennung von Seltenerdkomponenten eingesetzt. Weitere An-
wendungsbeispiele wurden in Kooperation mit in- und auslidndischen Wissenschaftseinrichtungen aufgezeigt.

Auf Grund ihrer hohen Nachweisempfindlichkeit, der Mdglichkeit zur Untersuchung kinetischer Vorginge bis in den
Femtosekundenbereich, der Moglichkeit von in situ Untersuchungen iiber groBe Entfernungen und die ausschlieBlich
mitttels Laser realisierbare NLO-Analytik stellen die laserimpulsspektrometrischen Methoden ein erfolgversprechendes
Zukunftspotential dar.



Abstract

In order to analyze colorless substances by time-resolved laser fluorometry, which has been difficult to realize in the
past, application-oriented laser pulse fluorometers have been developed. For the nanosecond time domain a nitrogen
laser-pumped dye laser with second harmonic generation (SHG) in combination with real-time, sampling, and boxcar
techniques is used, for the picosecond time domain the setup is based on argon ion laser-pumped titanium sapphire laser
with 2nd, 3rd, and 4th harmonic generation combined with time-correlated single photon counting.

The new techniques have been applied to analyze (i) fluorescent single-ring hydrocarbons (BTX), (ii) polluting metal
ions in water by fluorescence labels, (iii) polymeric media containing fluorescing dyes, and (iv) inorganic luminophores
in order to detect valuable rare earth components during the recycling of fluorescent lamps. Further examples of applications
have been realized in cooperation with domestic and foreign partner institutions. Because of the high sensitivity, the
possibility to analyze kinetic processes down to femtoseconds, the possibility of in situ investigations over large distances,
and the unique advantage of lasers for using nonlinear optical methods in analytical chemistry, the laser analytical
methods have become an important tool for future applications.
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1. Kurze Darstellung des Vorhabens

Im Rahmen des BMFT-Forderschwerpunktes ,,Laser-
forschung und Lasermeftechnik® sollten mit dem Projekt
neue analytische Anwendungsgebiete der Laserimpulsfluo-
rometrie in Industrie und Technik erschlossen werden.

Dazu waren methodische und apparative Verbesserungen
und Erweiterungen der Laserimpulsfluorometrie im Nano-
sekunden(ns)- und Picosekunden(ps)-Bereich fiir die Ana-
Iytische Chemie zu erarbeiten. Insbesondere sollten die
Anregungswellenldngen vom sichtbaren Spektralbereich in
den UV-Bereich bis etwa 200 nm ausgedehnt werden, um
ausschlieBlich im UV-Bereich absorbierende Substanzen
mit hoher Nachweisempfindlichkeit impulsfluorometrisch
analysieren zu konnen.

Als Anwendungsfelder sollten zum einen der qualitative
und quantitative Nachweis von fluoreszierenden Kontami-
nationen in Oberflichengewissern und Industrieabwéssern
erschlossen werden. Zum anderen sollten die in der
Lampenindustrie iiblichen Luminophore impulsfluorome-
trisch charakterisiert werden mit dem Ziel, methodische
Grundlagen fiir ein Analysenverfahren zur Optimierung,
Giitekontrolle und zum Recycling von Luminophoren zu
entwickeln.

Das Anfang 1991 beantragte Vorhaben war noch vor der
Umstellung der DDR-Forschung nach der Wiedervereini-
gung Deutschlands geprigt. Zu Beginn wurden im wesent-
lichen die Erfahrungen auf dem Gebiet der Laserspektros-
kopie eingebracht, die mit veralteten Gerdten unter riumlich
sehr eingeschriankten Bedingungen im Analytischen Zen-
trum der ehemaligen Akademie der Wissenschaften der
DDR bearbeitet worden waren. Das Projekt wurde ab Fe-
bruar 1992 von der Bundesanstalt fiir Materialforschung
und -priifung (BAM) iibernommen. In der neu gegriinde-
ten Abteilung ,,Analytische Chemie; Referenzmaterialien™
der BAM wurde unter anderen auch das ,,Laboratorium
tiir Zeitaufgeldste Spektroskopie™ neu geschaffen. Zum
AbschluBl des BMFT-Projektes steht jetzt ein modern ein-
gerichtetes Laboratorium mit Laserimpulsfluorometern fiir
den Nanosekunden- und Picosekundenbereich mit neuen
Geriten, neuen Ridumen und zum Teil neuen Mitarbeitern
zur Verfugung. Zu dieser erfolgreichen Entwicklung ha-
ben die Arbeiten an dem vorliegenden Projekt wesentlich
beigetragen.

Bearbeitungsablauf:

— UV-Erweiterung durch Frequenzverdopplung bei einem
vorhandenen Laserimpulsfluorometer fiir den Nanose-
kundenbereich auf der Basis eines stickstofflaserge-
pumpten Farbstofflasers in Verbindung mit Echtzeit-,
Sampling- und Boxcar-MeBtechniken (siehe Kap. 2.1.),

— Entwicklung und Aufbau cines Picosekunden-Laserim-
pulsfluorometers mit Anregungswellenlangen zwischen
205 und 900 nm auf der Basis eines argonionenlaser-
gepumpten Titan-Saphir-Lasers (oder wahlweise mode-
gelockten CW-Farbstoftlasers) in Verbindung mit der
zeitkorrelierten Einzelphotonenzdhlung, einschliefilich

der Entwicklung von umfangreicher Steuer- und Aus-
werte-Software (siche Kap. 2.2., 2.3.),

— Entwicklung und Synthese neuer Fluoreszenzmarker
und ihr Einsatz fiir die impulsfluorometrische Analytik
von Metallionen, insbesondere von umweltgefihrden-
den Schwermetall- und Ubergangsmetallionen in Ober-
flichengewissern und Industrieabwissern (siehe Kap. 3.),

— Entwicklung methodischer Grundlagen zur Detektion
und Selektion von seltenenerdhaltigen Leuchtstofflam-
pen im Lampenrecyclingprozess (siche Kap. 4.),

— Untersuchungen organischer Polymermaterialien mit-
tels der Picosekunden-Impulsfluorometrie (siehe Kap. 5.).

Stand der Methodik bei der Durchfiihrung des Projektes

In der Literatur gab es zahlreiche Ansitze, die Laserim-

pulsspektralfluorometrie im sichtbaren Spektralbereich auf

Probleme der Analytischen Chemie anzuwenden. Auf

Grund der im Vergleich zu konventionellen Lichtquellen

wesentlich hoheren Lichtintensitét, hdheren Monochroma-

sie, geringeren Impulsdauer und héheren Kohirenz der

Laserstrahlung sind von laseranalytischen Methoden fol-

gende Vorteile zu erwarten:

— hohere Nachweisempfindlichkeit bis in den ppt-Bereich

— hohere Zeitauflosung bis in den Femtosekundenbereich,
wodurch erstmalig die Dynamik der photophysikal-
ischen und photochemischen Priméirprozesese und Ele-
mentarreaktionen einer direkten Untersuchung zuging-
lich werden

— insitu Untersuchungen in grofen Entfernungen sowohl
tiber Lichtleiterkabel (bis mehrere 100 m) als auch im
freien Raum bis zu interstellaren Entfernungen

— Ausnutzung nichtlinearer optischer Effekte zur Struk-
tur- und Konzentrationsanalytik, zum Beispiel mittels
Frequenzverdopplungsexperimenten (SHG) an oberfla-
chen-adsorbierten Molekiilen.

Diese Entwicklung hat sich in den letzten Jahren interna-
tional stark erweitert, wobei jedoch der Schwerpunkt wei-
terhin auf analytischen Untersuchungen im sichtbaren
Spektralbereich lag, offensichtlich weil die Erzeugung und
Anwendung ultravioletter Strahlung mittels Exzimerenlaser
oder frequenzvervielfachter Festkorper- und Fliissigkeits-
laser bisher noch vorrangig eine Doméne der physikali-
schen Grundlagenforschung ist. Die Folge ist, dal} sich die
bisherigen Untersuchungen auf die Analytik von farbigen
Verbindungen konzentrieren und daB die weitaus groBere
Anzahl von farblosen, im UV absorbierenden Verbindun-
gen nicht erfa3t werden.

Das vorliegende Projekt hat wesentlich zur Schliefung die-
ser Liicke beigetragen. Erstmalig konnten auf der Basis von
frequenzverdoppelter Farbstofflaserstrahlung und frequenz-
vervielfachter Titan-Saphirlaser-Strahlung auch im UV-
Bereich anwendungsorientierte laserimpulsfluorometrische
Untersuchungen durchgefiihrt werden. Auf der Basis von
bekannten und neu entwickelten Fluoreszenzmarkern wur-
den neue Anwendungsmoglichkeiten der zeitaufgeldsten



Laserimpulsfluorometrie fiir die Analytik von umwelt-
relevanten Schwer- und Ubergangsmetallionen aufgezeigt.
Besonders zukunftstrichtig erwies sich die Laserimpuls-
fluorometrie fiir die Analytik von organischen Polymer-
materialien. Die prinzipielle Anwendbarkeit der Impuls-
fluorometrie zur Erkennung und Selektion von wertvollen
Seltenerdkomponenten in gebrauchten Leuchtstofflampen
in eventuell moglichen Recyclingverfahren wurde gezeigt.

Verwendete Fachliteratur

Entsprechend der Projektorientierung auf Arbeiten aus
der Grundlagenforschung wurde die Literatur anhand von
Hand- und Computerrecherchen der CHEMICAL AB-
STRACTS (CA) und des INSPEC zu apparativen Entwick-
lungen sowie zur Fluorometrie von Wasserkontaminationen,
fluorometrischen Referenzmaterialien, Polymermaterialien
und Luminophoren verfolgt und bis 1994 fortlaufend er-
ginzt. Relevante Zitate sind im ausfiihrlichen Textteil des
Berichtes angegeben.

Folgende Kooperationen haben den Fortgang der Projekt-

bearbeitung wesentlich gefordert:

— Fachgruppe 3.1 ,,Polymerwerkstoffe* der Bundesanstalt
fiir Materialforschung und -priifung (BAM), Erfah-
rungsaustausch zur Spekiroskopie in komplexen Mate-
rialien

— Institut fiir Angewandte Chemie Adlershof (ACA), Dr.
J. Caro, auf dem Gebiet der impulsfluorometrischen
Analytik von in Zeolithen eingelagerten Molekiilen

- WEREC GmbH, mittelstdndiger Betrieb fiir das Recyc-
ling speziell von Leuchtstofflampen

— Institut fiir Physikalische und Theoretische Chemie der
Humboldt Universitit zu Berlin, Prof. W. Rettig, auf
dem Gebiet der zeitaufgelosten Fluoreszenzspektros-
kopie von Fluoreszenzmarkern

— Institut fiir Organische Chemie der Ukrainischen Aka-
demie der Wissenschaften, Kiew, Prof. A. I. Tolmacheyv,
fiir die Synthese von Fluoreszenzmarkern

— Institut fiir Physik der Ukrainischen Akademie der Wis-
senschaften, Kiew, Dr. O. V. Przhonska, fiir die Analy-
tik von Polymermaterialien

— Bundesamt fiir Gewdsserkunde, Aullenstelle Berlin,
Informationen {iber umweltrelevante Gewisserschad-
stoffe und ihre Analysenmdglichkeiten.

Da das Picosekunden-Laserimpulsfluorometer mit UV-
Anregung bisher das einzige mit der Moglichkeit der Er-
zeugung der vierten Harmonischen bis 203 nm in Berlin
ist (bis 240 nm gibt es mittlerweile eine Apparatur bei der
BiosQuant GmbH), wurden andere Forschungsvorhaben
durch Messungen der Fluoreszenzkinetik unterstiitzt, zum
Beispiel:

— das Teilprojekt B11 ,,Photophysikalische Primérpro-

zesse in Farbstoffaggregaten” des DFG-Sonderfor-
schungsbereichs 337 ,,Energie- und Ladungstransfer in
molekularen Aggregaten®™

— das Laser Labor Adlershof LLA e. V., methodische Ar-
beiten zur Multiplexspektroskopie und zum Einsatz von
Referenzmaterialien in der zeitaufgeldsten Fluoreszenz-
spektroskopie

— die Technische Universitit Berlin, Fachbereich Physik,
Institut fiir Optik, Erprobung von Diodenlasern fiir die
zeitaufgeldste Spektroskopie

— das Institut fiir Organische Chemie (AG Prof. D. N.
Reihoudt), Universitdt Twente, Enschede, Niederlan-
de, zur spektroskopischen Charakterisierung von neu-
tralen uranylhaltigen Anionen-Rezeptoren

— dieAbteilung ,,Zentrale Analytik*, BASFAG, Ludwigs-
hafen, zur statischen und zeitaufgeldsten Fluorometrie
von Tensiden in Oberflichenwasser und

— das Geoforschungszentrum GFZ, Potsdam, zur Erpro-
bung von zeitauflosenden Photoempfiangern fiir Laser-
Laufzeitmessungen.

Dariiber hinaus wurden erste Kontakte zur chemischen In-
dustrie (BAYER AG, Leverkusen; BASF AG, Ludwigsha-
fen) gekniipft, um Méglichkeiten fiir den Einsatz der im
Rahmen des Projektes entwickelten laserimpulsfluoro-
metrischen Methoden zu erkunden.

SchlieBlich wurde im Rahmen der Fordergemeinschaft
Laserverbund Berlin-Brandenburg e. V. die Griindung ei-
nes Anwenderkreises ,,Laseranalytik* initiiert, dem derzeit
etwa 200 Wissenschaftler aus 16 Arbeitsgruppen von
Hochschul- und anderen Forschungseinrichtungen der Of-
fentlichen Hand sowie sieben Arbeitsgruppen von Indu-
striebetrieben angehoren. Als Vorsitzender wurde der Lei-
ter des vorliegenden Projektes gewihlt.

Der Nutzen des vorliegenden Projektes liegt insbesondere
auf dem prinzipiellen Nachweis, daf die Laserimpulsfluo-
rometrie heute routinemédBig auch mit UV-Laserstrahlung
durchgefiihrt werden kann. Potentielle Anwendungen bei
der Analytik von umweltgefdahrdenden Schwermetall- und
Ubergangsmetallionen in Oberflichengewissern und In-
dustrieabwiissern wurden aufgezeigt. Auf diesem Gebiet
sollte unbedingt ein Nachfolgeprojekt zur Kopplung der
Laserimpulsfluorometrie mit chromatographischen (z. B.
HPLC) und elektrophoretischen Verfahren aufgenommen
werden, Weitere Anwendungen lassen sich bei der Analy-
tik von niedermolekularen Aromaten (BTX) in Wasser so-
wie bei der Untersuchung der Struktur und Relaxations-
dynamik von organischen Polymermaterialien absehen. Es
wurden methodische Grundlagen fiir die Entwicklung ei-
ner Schnellmethode zur Erkennung und Sortierung von
wertvollen Seltenerden in zu entsorgenden Leuchtstofflam-
pen entwickelt.



2. Methodik der Laserimpulsfluorometrie

Es gibt kein MeBsytem, das geeignet ist, allen méglichen
Anforderungen an spektrale und zeitliche MeBbereiche und
Aufldsungen gerecht zu werden. Aus diesem Grund wur-
den von uns drei MeBsysteme mit unterschiedlicher Zeit-
auflosung eingesetzt,

Fir die Untersuchung der Kinetik der Lumineszenz mit
Zeitkonstanten von Stunden bis Sekunden (z. B. zur Un-
tersuchung der Photostabilitéit von Farbstoffen) wurde ein
konventionelles Fluoreszenzspektrometer Perkin-Elmer
LS50B mit repetierender Aufzeichnung der Spektren be-
nutzt. Fiir Zeitauflsungen von Sekunden bis Millisekunden
lieB sich dieses Gerit als Blitzlampen-Phosphorimeter be-
treiben.

Fiir hohere Zeitauflosungen beziehungsweise speziellere
Anforderungen wurden zwei unikale MeBsysteme mit un-
terschiedlichem Leistungsprofil aufgebaut oder weiterent-
wickelt. Das erste System im Nanosekundenlabor iiberdeckt
den Bereich der Zeitauflosung von Millisekunden bis sub-
Nanosekunden. Die zweite Apparatur schlieBt daran an mit
Zeitaufldsungen von Nanosekunden bis Pikosekunden.

2.1 Laserimpulsfluorometer mit
Nanosekunden-Zeitauflosung

In unserer Arbeitsgruppe stand eine funktionsfihige Ap-
paratur fiir die zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie im
Nanosekundenbereich zur Verfiigung. Dieses MeBsystem
muBte jedoch fiir die Erfiillung der Anforderungen der ana-
lytischen Grundlagenuntersuchungen im UV-Spektral-
bereich weiterentwickelt werden.

2.1.1 Anregungsquellen der Fluoreszenz

Die Laserimpulstluorometrie benétigt Anregungsquellen
der Fluoreszenz, deren Impulshalbwertsbreite (FWHM —
Full Width at Half Maximum) nicht wesentlich griBer als
die geforderte Zeitauflosung sein darf. Eine weitere Be-
stimmungsgrofe ist die Folgefrequenz, die als Perio-
den-dauer die GroBenordnung der ldngsten meBbaren Zeit
bestimmt. Da mit Hilfe dieser Apparatur die Fluo-res-
zenzkinetik im Bereich von Milli- bis Nanosekunden un-
tersucht werden sollte, ist eine Impulshalbwertsbreite un-
ter 1 Nanosekunde bei Folgefrequenzen von 1 bis 100 Hz
erforderlich. Zum Uberdecken eines weiten Spektral-
bereiches wird ein System aus Pump- und Farbstofflaser
sowie eine Freuenzverdopplung benttigt.

Excimerlaser als Pumpquellen kamen auf Grund ihrer
Impulsbreite von 5 bis 20 ns nicht in Frage. Systeme auf
der Basis eines frequenzvervielfachten Neodym-YAG-
Lasers besitzen zwar gute technische Parameter, wie kurze
Impulse hoher Leistung, sind aber fiir die geforderte Auf-
gabe zu teuer und technisch zu aufwendig.
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Abb. 2.1

Experimentelle Aufbauten der Laserimpulsfluorometer mit Na-
nosekunden-Zeitauflosung

Stickstoff-Impulslaser MSG 800, 800 kW, 0.8 ns, 0 - 40 Hz
Stickstoff-Impulslaser MSG 350, 350 kW, 0.8 ns, 0 - 40 Hz
Reinstgas-Versorgung fiir Stickstofflaser

Farbstofflaser UDL 100, Littmann-Typ
computergesteuerter Farbstofflaser ULA 100 ,,Amethyst*
SHG-Einheit mit BBO-Kristall und Wellenlingentrennung
(Pellin-Broca-Prisma)

7 Wechselwirkungseinheit

8 temperierbarer Probenhalter TSK 200

9 Triggerdiode, SI-PIN WF SP 102

10 Monochromator Lambda-Scanner, ZWG

11 Photomultiplier Hamamatsu R4703

12 digitales Sampling- und Boxcar-Oszilloskop MFA 105

13 Stromversorgung fiir Photomultiplier und Trigger

14 analoges Sampling- und Boxcar-Oszilloskop BCI 280

15 Computer mit Mefisystem TRANSMAX
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Abb. 2.2
Spektraler Energieverlauf des automatisierten DFB-Farbstoff-
lasers ,,Amethyst"

Aus diesen Griinden wurde das bestehende System auf der
Basis von Stickstofflasern als Anregungsquelle weiterent-
wickelt. Bei Projektbeginn waren ein Stickstofflaser MSG-
350 (350 kW bei 0.8 ns FWHM) der Firma LTB Laser
Technik Berlin GmbH und ein automatisierter DFB-Farb-
stofflaser ULA 100 ,,Amethyst“, produziert in Minsk, mo-
difiziert und vertrieben iiber das Zentrum fiir Wissenschaft-
lichen Gerédtebau ZWG, vorhanden. Wie in Abb. 2.2 gezeigt,
ermdglicht dieser Farbstofflaser durch eine Mehrfach-
Farbstoffkiivette ein computergesteuertes Durchstimmen
im Bereich von 400 nm bis 750 nm. DFB-Farbstofflaser
(DFB - Distributed Feedback) besitzen keinen duBeren
Resonator und sind daher besonders gut als Kurzpulslaser



einsetzbar — mit Mikroskop-Optiken zur Abbildung bis zu
sub-Pikosekunden. Die verfiighare Ausgangsenergie von
2 bis 8 pl ist jedoch fiir eine effiziente Frequenztransfor-
mation durch SHG in den UV-Bereich zu gering.

Deshalb wurde das System durch einen leistungsstérkeren
Stickstofflaser, einen Farbstofflaser sowie durch Kristalle
zur Erzeugung der zweiten Harmonischen (SHG) erginzt,
um eine UV-Anregung zu ermoglichen. Der Aufbau der
neuen Komponenten erfolgte so, da die bestehende Ap-
paratur als zweiter, weitgehend unabhingiger Mefiplatz fiir
die Spektroskopie im sichtbaren Spektralbereich weiter
genutzt werden konnte (Abb. 2.1).
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Abb. 2.3

Normierte Darstellung der Impulsform der Fluoreszenzan-
regungsquellen (A) Stickstofflaser MSG 800, (B) Farbstofflaser
" Amethyst” und (C) FSL UDL 200, aufgenommen mit einer
1.5 Ghz Photodiode HamamatsuR4753 und einem 6 Ghz Sam-
pling Oszilloskop Tektronix TDS 820

Der neue Stickstofflaser MSG-800 von der Firma LTB
Laser Technik Berlin leistet zirka 800 kW bei einer Impuls-
breite von 0.8 ns und einer Pulsenergie von etwa 600 pJ.
Der Farbstofflaser besitzt einen abstimmbaren Resonator
mit einem Gitter im streifenden Einfall (Littmann-Typ).
Durch diese Bauform werden nicht solche Impuls-
verklirzungen wie in einem DFB-Typ méglich. Die Impuls-
dauer des Pumplasers von 0.8 ns entspricht einer optischen
Weglidnge von 24 cm, weshalb es nicht moglich ist, mehre-
re Durchléufe der Laserstrahlung im Resonator zu errei-
chen. Daraus resultiert die etwas breitere Impulsform, der
man die Reflektionen am vorderen und hinteren Ende des
Resonators als sich iberlagernde Banden ansieht(Abb. 2.3).

Die Ausgangsenergie von 20 bis 50 pJ bei Folgefrequenzen
von 10 bis 20 Hz ist fiir eine nachfolgende SHG ausrei-
chend. Fiir diese SHG wurden zwei BBO-Kristalle (B-Ba-
riumborate) mit unterschiedlichen Schnittwinkeln fiir die
Wellenldngenbereiche von 205 - 221 nm und 220 - 315 nm
benutzt. Grund- und Oberwelle wurden mit einem Pellin-
Broca-Prisma mit nachfolgender Spaltblende getrennt.

2.1.2 Optische Wechselwirkungseinheit

Um die Strahlung der Anregungslichtquelle auf die Probe
und die Fluoreszenz auf den Empfinger abzubilden, wur-
de eine vorhandene Wechselwirkungseinheit des Systems
LIF 200 modifiziert. Neben Linsen zur Fluoreszenzab-
bildung enthilt diese Einheit Neutralfilter zur Abschwi-
chung der Laseranregung, Kantenfilter, Aperturblenden,
einen Strahlteiler um einen Teil der Anregungsintensitit
auf eine Triggerdiode zu lenken sowie einen Probenhalter
mit Peltier-Thermostat. Eine variable Abbildungsgeometrie
erlaubt Messungen der Fluoreszenz in 90° oder 0° zur An-
regungsrichtung.

Zur wellenldngendispersiven Fluoreszenzmessung wurden
drei verschiedene lichtstarke Monochromatoren vom Typ
Lambda-Scanner vom ZWG benutzt. Die Monochromato-
ren sind mit verschiedenen Gittern mit Blazewellenldngen
von 270, 500 und 750 nm ausgestattet. Mit optischen
Schnellverschliissen ist so eine schnelle Anpassung der Mo-
nochromatoren an die MeBaufgabe moglich. Je nach Git-
ter betrigt die spektrale Spaltbreite 6 bis 12 nm/mm und
die maximale Auflésung etwa 1.5 nm. Zur Messung schwa-
cher Fluoreszenz wurden alternativ zu den Monochroma-
toren Interferenz- und Kantenfilter benutzt.

2.1.3 Empfianger

Da die vorhandene MeBtechnik dem zu DDR-Zeiten ver-
fiigbaren technischem Stand entsprach, waren auch auf dem
Gebiet der Empfingertechnik Weiterentwicklungen notig.
Bis zum Projektbeginn wurde ein Photomultiplier 18 ELU
FM aus russischer Produktion genutzt. Dieser Typ entspricht
in etwa dem international Mitte der achtziger Jahre ge-
brauchlichen Modell XP2020 von Philips. Mit ihm erreicht
man eine Halbwertsbreite der Systemfunktion (IRF) von
ca2.8 ns (Tab. 2.1).
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Tabelle 2.1
Empfénger | Anstiegs- | Halbwerts- | relative GroBe und Hochspan- Ubersicht iiber Zeitauflosung
zeit breite Empfind- | Gewicht des nungsver- und technischen Aufwand der
in ns in ns lichkeit Empfangers sorgung verschiedenen Photoempfin-
18 ELU 1.25 2.75 1 & 140 x 270 mm, 4kV, 1 mA, ger des Nanosekunden-Laser-
EM 4 kg Masse 20 kg impulsfluorometers
R4703 0.85 1.25 25 & 40 x 150 mm, 1.2kV, 0.1 mA,
0.4 kg Masse 2 kg
H5783-01 1.05 1.65 20 & 25 x 50 mm, integriert,
0.1 kg Masse 0 kg
WF SP 104 0.6 181 0.03 & 50 x 30 mm, 150 V, 1 mA,
0.1 kg Masse 5 kg
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Abb. 2.4

Skalierte Darstellung der Instrument Response Funktion IRF des
Nanosekunden-Impulsfluorometers, aufgenommen mit dem
Sampling-Oszilloskop MFA 105 und verschiedenen Photomul-
tipliern: (A) 18 ELU FM, (B) Hamamatsu H5783-01 und (C) Ha-
mamatsu R4703

Durch einen kompakten drei Achtel Zoll Photomultiplier
Hamamatsu R4703 konnte die Halbwertsbreite der System-
funktion auf 1.25 ns verbessert werden. Durch seine Multi-
alkali-Kathode mit Quarzfenster wurde der nutzbare
Spektralbereich auf 200 bis 800 nm erweitert, die Emp-
findlichkeit um etwa den Faktor 25 erhoht und das Rau-
schen deutlich vermindert, wie Abb. 2.4 zeigt. Zur Opti-
mierung der Betriebsbedingungen wurde der Einfluf3 der
Hochspannung am PMT R4703 auf die Impulsbreite und
das Rauschen systematisch untersucht. Die Messungen er-
gaben, daB sich die Halbwertsbreite der Systemfunktion,
gemessen mit dem Stickstofflaser, von 2.8 ns bei 850 V bis
auf 1.85 ns bei 1250 V verringert. Das Rauschen ist bei
1250 V relativ zur Signalhthe etwa doppelt so grof wie
bei 850 V.

Gleichzeitig mit der Verbesserung der technischen Para-
meter wurde die Handhabbarkeit der Empfingertechnik
deutlich verbessert. Geringe Ausmafe und einfache Hand-
habung von Empfinger und Hochspannungsversorgung
sind insbesondere vor dem Hintergrund einer analytischen
oder sensortechnischen Applikation von grofiem Interes-
se. Aus diesem Grund wurde 1994 ein neu entwickelter
Miniatur-Photomultiplier von Hamamatsu getestet. Das
Empfingermodul H5783-01 besteht aus einem Multialkali-
Photomultiplier in einem TO-8 , Transistorkopf* mit nur
10 mm Linge und 16 mm Durchmesser. Das Gehiuse von
22 x 22 x 50 mm GroBe enthilt auBerdem noch die kom-
plette Hochspannungsversorgung. Das Impulsverhalten
zeigt eine sehr hohe Anstiegszeit sowie ein leichtes Nach-
schwingen (Abb. 2.4), was auf noch fehlende Feinarbeit
bei der elektronischen Anpassung oder eine ungiinstige
Exemplarstreuung deutet. Dennoch belegen diese Daten
eine sehr gute Eignung fiir sensortechnische Applikation
mit hoher Empfindlichkeit und Zeitauflgsung.

Speziell fiir Messungen mit einer besseren Zeitaufldsung
und einem geringeren Rauschen wurde eine Empfinger-
Variante mit einer Silizium-Avalanche-Photodiode (Typ WF
SP104) aufgebaut. Abb. 2.5 zeigt am Beispiel des Stick-
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Abb. 2.5

Vergleich von Zeitauflosung und Rauschen eines Photomultipliers
R4703 (P) und einer Avalanche-Diode WF SP-104 (D), gemes-
sen mit dem Nanosekunden-Laserimpulsfluorometer. Messung der
Systemfunktion (A) und der Abklingkurve (B) eines festen Fluor-
eszenzstandards (LIF 200, ZWG).

stofflaserimpulses (A) und der Fluoreszenz eines festen
Fluoreszenzstandards (B) die Vorteile der Diode gegeniiber
dem PMT R4703. Die Impulsbreite des Stickstofflasers
betrdgt bei der Messung mit der Diode 1.2 ns und mit dem
Photomultiplier 1.85 ns. Das unter gleichen Bedingungen
um den Faktor 3 kleinere Rauschen der mit der Diode ge-
messenen Kurve ist durch die Impulshohenschwankungen
des Stickstofflasers hervorgerufen.

Der Nachteil der Diode ist, verglichen mit dem SEV, die
wesentlich geringere Empfindlichkeit, die durch die gerin-
ge Verstirkung (10? gegeniiber 10°bis 10° beim PMT) und
die kleine Fliche (0,04 mm? gegeniiber 60 mm? beim SEV)
bedingt ist. Deshalb wurde die Avalanche-Photodiode nur
filr Messungen mit geringer spektraler Auflosung, d. h. ohne
Monochromator verwendet. Auch fiir die Diode wurde der
EinfluB der angelegten Spannung auf Empfindlichkeit und
Zeitverhalten untersucht. Es zeigte sich, da oberhalb der
angegebenen Spannung U, . (Spannung bei der die Diode
eine 100fache Verstirkung besitzt, wird fiir jede Diode in-
dividuell angegeben) der nichtlineare Bereich beginnt, der
zu einer Verbreiterung der Impulsform fiihrt und die Ent-
faltung verfilscht, da diese einen linearen Zusammenhang
zwischen Anregungsintensitét und Fluoreszenz voraussetzt.
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2.1.4 Nachweiselektronik

Die Aufzeichnung des elektrischen Signals der Photo-
empfinger kann je nach geforderter Zeitauflosung mit un-
terschiedlichen elektronischen Methoden erfolgen. Es gibt
kein (bezahlbares) elektronisches Gerét das in der Lage
ist, den kompletten Signalverlauf eines schnellen Photo-
multipliers mit einer Schrittweite von unter 50 ps bei nur
einem Impuls in Echtzeit aufzuzeichnen. Deshalb verwen-
det man bei hoher Zeitauflosung ein Verfahren, das je La-
serimpuls immer nur einen Abschnitt bezichungsweise ei-
nen MeBpunkt aufzeichnet. Auf diese Weise ist bis zum
nichsten Impuls genug Zeit, den vorigen MeBwert zu
digitalisieren und zu speichern. Diese Methode bezeichnet
man als Sampling-Verfahren. Zur Verbesserung des Signal-
Rausch-Verhéltnisses ist es iiblich, die Werte fiir einen
MeBpunkt iiber mehrere (8 bis 32) Impulse (Sample per
Step) zu mitteln. Die Aufzeichnung eines typischen Zeit-
verlaufs der Fluoreszenzkinetik erfolgte iiber 512 Punkte
mit 16 Mittelungen und dauert bei einer Folgefrequenz von
20 Hz zirka 400 Sekunden.

Bei mittleren Zeitaufldsungen im Bereich von Mikro- oder
Submikrosekunden kann das Boxcarverfahren verwendet
werden, welches das MeBsignal auf eine dem Sampling-
verfahren dhnliche Weise sequentiell aufzeichnet. Dabei
wird eine hohere Empfindlichkeit dadurch erzielt, daB im
Gegensatz zum Samplingverfahren eine Torschaltung ver-
dnderlicher Integrationszeit benutzt wird. Die Grenzfre-
quenz und damit die maximale Zeitauflosung wird dabei
von der Dauer der Integrationszeit und der Schrittweite
bestimmt. Bei geringeren Zeitauflésungen im Bereich bis
10 Mikrosekunden kann mit schnellen Analog-Digital-
Wandlern der Verlauf des Signals in Echtzeit bei nur einem
Laserimpuls aufgezeichnet werden.

Im Zeitbereich zwischen zirka 0.5 bis 500 ps bereiten die
Anpassung von Photomultipliern und die Aufzeichnungs-
verfahren einige Probleme. Fiir Photomultiplier werden
iiblicherweise zwei verschiedene Varianten fiir die Be-
schaltung der Spannungsteiler angeboten: cw- und Impuls-
betrieb. Die cw-Variante besitzt die zum Boxcarverfahren
passende Impedanz von iiber 100 k€, aber eine zu geringe
Grenzfrequenz fiir Anstiegszeiten im ps-Bereich. Die
Impulsbeschaltung erlaubt Anstiegszeiten von unter einer
Nanosckunde fiihrt aber durch den geringen Dauerstrom
im Spannungsteiler zu einer geringen Empfindlichkeit und
zu einem schlechten Signal-Rausch-Verhiltnis im sub-
Millisekundenbereich. Dieses Verhalten wird durch Signal-
verstirker mit Impedanzwandlung von 50 Q auf 100 kQ
nicht entscheidend verbessert. Das beste Dynamikverhal-
ten ohne Einschrinkungen von Pico- bis Millisekunden bie-
ten dagegen Photon-Counting Verfahren (siche Abschnitt
2.2.5).

In der vorhandenen Apparatur wurde ein Gerit eingesetzt,
daB je nach benétigter Zeitauflosung alle drei MeBverfah-
ren ermdglicht, Das digitale Oszilloskop MFA 105 vom
ZWG gestattet erstens den Betrieb als Sampling Oszilloskop
mit einer oberen Grenzfrequenz von 1.2 GHz und einer
minimalen Schrittweite von 15.6 ps, zweitens als Boxcar-
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Integrator mit einer minimalen Torbreite von 300 ns und
drittens als Echtzeit-Oszilloskop mit einer Schrittweite von
2 ms pro MeBpunkt. Dieses Gerdt wurde auch fiir einen
grollen Teil der Messungen im Rahmen dieses Projektes
genutzt. Die MeBdaten werden in einem CP/M verwand-
ten hexadezimalen Format auf Diskette gespeichert und
konnen mit einem speziellen Konvertierungsprogramm
MCON zur Weiterverarbeitung an einen IBM-kompatiblen
PC iibertragen werden.

Zur Kalibrierung, fiir Referenzmessungen oder fiir eine
maximale Zeitauflosung wurde ein digitales Sampling-
Oszilloskop mit 6 GHz Grenzfrequenz eingesetzt. Dieses
Gerit TDS 820 von Tektronix wurde im Rahmen des Pro-
Jjektes beschafft und wird in erster Linie im Pikosekunden-
labor eingesetzt (Abschnitt 2.2.2). Es erfolgte die Entwick-
lung des Programms TEKMAX, um dieses Oszilloskop iiber
dessen IEEE 488 Schnittstelle von einem PC aus zu steu-
ern und die Daten aufzuzeichnen.
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Abb. 2.6

Fluoreszenzkinetik einer intakten Leuchtstoffréhre bei duferer
Anregung mit einem Stickstofflaser mit 337 nm, registriert bei
615 nm mit dem Echtzeitmefisystem TRANSMAX.

Insbesondere fiir Messungen an Luminophoren wurde das
MeBsystem TRANSMAX fiir Echtzeitaufzeichnung mit ps-
Auflésung entwickelt. Es handelt sich dabei um einen di-
gitalen Transientenrecorder mit 15 ps Schrittweite auf Ba-
sis eines schnellen 12 bit AD-Wandlers vom Typ Bitzer
07-0-16. Das System ermoglicht Hard- und Software-
triggerung sowie eine Pretriggerung (Aufzeichnung von
MeBpunkten vor dem Triggerzeitpunkt) und eine Registrie-
rung des Fluoreszenzsignals mit maximal 8192 Punk-
ten mit 15 ms Schrittweite bei 12 bit Auflosung (siehe
Abb. 2.6). Neben der EinzelschuBaufzeichnung ist eine Ak-
kumulation iiber eine beliebige Anzahl von Impulsen mog-
lich. Eine on-line Darstellung der charakteristischen Ab-
klingzeit ist méglich und wurde zur Charakterisierung von
Leuchtstoffen angewandt (Kap. 4.1.).

Abb. 2.7 zeigt ein Mefbeispiel mit einem neuartigen
Oszilloskop der Firma Hewlett Packard, Modell HP
54522A, daB} im Herbst 1994 getestet wurde. Diese Geriit
besitzt eine Grenzfrequenz von 500 MHz und kann eine
Echtzeitaufzeichnung mit 10° Punkten pro Sekunde durch-
fithren. Bei Schrittweiten unter 1 ns pro MeBpunkt arbeitet
das Gerit als Sampling-Oszilloskop. Damit 146t sich eine
EinzelschuBmessung mit Zeitaufldsungen im Bereich von



WA GA N DY

0 100 200 300 ago S00 600 700 eto

Abb. 2.7

Fluoreszenzkinetik eines europiumhaltigen Leuchtstoffes, gemes-
sen mit einem Echizeitoszilloskop Hewlett-Packard 54522A (An-
regung 254 nm, Emission 413 nm).

200 jus)

einigen Nanosekunden durchfiihren. Diese Meftechnik
konnte in nichster Zeit fiir analytische Anwendungen von
Fluoreszenzmarkern mit lingeren Fluoreszenzlebensdauern
interessant werden. Als zukiinftige geriitetechnische Wei-
terentwicklung sind auch neuartige Multi-Stopp Scaler mit
0.5 ns Schrittweite (Fast ComTech Model 7886) in Kom-
bination mit Photomultipliern im Photon-Counting Modus
(z. B. der vorhandene Hamamatsu H5783) denkbar.

Auf der Basis dieser unterschiedlichen elektronischen Auf-
zeichnungsverfahren ist im Nanosekundenlabor moglich,
den zeitlichen Verlauf von Fluoreszenzen oder Phospho-
reszenzen mit Zeitauflosungen von 1071 bis 10" Sekunden
aufzuzeichnen.

Abb. 2.8 demonstriert die Ergebnisse von Referenzmes-
sungen an einem gebriuchlichen Zeitstandard fiir Fluo-
reszenzkinetik. Als Ubersicht iiber die in der Fluorometrie
eingesetzten Referenzsubstanzen konnen die [UPAC-Emp-
fehlungen dienen [19]. Diese Ergebnisse belegen die Funk-
tionsfahigkeit des Nanosekunden-Laserimpulsfluorome-
ters. Die Tabelle 2.2 zeigt die im Nanosekundenlabor
einsetzbaren MeBverfahren mit ihren Zeitauflosungen,
typischerweise nutzbaren Zeitbereichen, dem Signal-
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Abb. 2.8
Gegeniiberstellung eigener Ergebnisse t(exp) und Literaturwerte
t(lit) der Abklingzeiten von Chinisulfat bei unterschiedlichen
NaCl-Konzentrationen: [1] Ware und Baldwin, [2] Chen,
[3] Lampert et al. und [4] Pant et al..

Rausch-Verhiltnis sowie einer Angabe fiir die Stan-
dardabweichung einer zu bestimmenden Abklingzeit.

2.2 Laserimpulsfluorometer mit
Pikosekunden-Zeitauflosung

2.2.1 Fluoreszenzanregung

Die gebriuchlichste Variante der durchstimmbaren Erzeu-
gung von Laserimpulsen zur Fluoreszenzanregung mit
Pikosekunden-Impulsen ist die Benutzung von moden-
gekoppelten Farbstofflasern, gepumpt entweder mit einem
Argon-lonen-Laser oder mit einem frequenzverdoppelten
Nd: YAG-Laser (Nd: YAG = Neodym: Y ttrium-Aluminium-
Granat). Zum Erreichen des UV-Spektralbereiches miissen
die Ausgangsimpulse des Farbstofflasers, z. B. mit Rho-
damin 6G betrieben, verdoppelt werden. Damit erreicht man
aber nur den Bereich bis etwa 280 nm. Fiir eine Frequenz-
verdreifachung in den Bereich unter 250 nm ist die Lei-
stung von Farbstofflasern mit zirka 150 mW zu gering, es
miilite ein zusitzlicher Verstirker benutzt werden. Dieser
Weg der Generierung von UV-Impulsen ist damit technisch
sehr aufwendig.

Tabelle 2.2
L';Ib e”fcm Sl A G IiaE. MeBverfahren Zeitauflésung, | bestimmbare | Signal/Rausch- | Standard-
el S FWHM IRF Abklingzeiten | Verhéltnis abweichung
nein Mefverfahren im Nano- Abklingzeit
sekundenlabor .
Sampling,
TDS 820 mit PIN-Diode 0.6 ns 0.2 ns-1us 100 - 250 2%
Sampling,
MFA 105 mit PMT 1.2 ns 05ns-1ups 50 - 100 7%
Boxcar,
MFA 105 mit PMT 0.5ps 1pus-10ms 80 - 150 7%
Echtzeit,
EinzelschuB,
TRANSMAX 50 ps 30pus-10s 50 - 80 6 %
Echtzeit,
akkumuliert,
TRANSMAX 50 ps 30ps-10s 100 - 250 3%
Echtzeit, akkumuliert,
HP 54522A 5ns 5ns-10s 200 - 300 3%
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Abb. 2.9

Experimenteller Aufbau des Laserimpulsfluorometer mit Piko-

sekunden-Zeitauflésung

Argon-lonen Pumplaser Spectra Physics Model 2040E-158

Stromvesorgung des Argon-lonen Pumplasers

Farbstofflaser Spectra Physics Modell 3500

Pumpsystem fiir Farbstofflaser Model 2760

Titan-Saphir Laser Spectra Physics Tsunami Model 3950

Kristallkithlung fiir Tsunami

Steuerelekironik fiir Tsunami

Frequenzvervielfacher fiir Tsunami Spectra Physics Mo-

del 3981-3

9 Strahlfiihrung mit Moden- und Graufiliern

10 Wechselwirkungseinheit, Probenraum

11 Probenhalter, Kryostat Oxford CF1204 optional

12 Subtrakiiver Doppelmonochromator Amko 01-0028

13 Mikrokanal Photomultiplier Hamamatsu R3809U mit Kiihl-
gehduse

14 Versorgungssysteme fiir Multiplier, Verstiirker, Monochro-
mator usw.

15  Digitales Speicher Sampling Oszilloskop Tektronix
TDS 820

16 Elektroniksysiem zur zeitkorrelierten Einzelphotonenzih-
lung

17 Coniputersystem

18  Scanning Autokorrelator Spectra Physics Model 409-06

19 Oszilloskop fiir Autokorrelator

20 Referenzempfiinger fiir Triggerzeitpunkt

21 Laser-Leistungsmesser Spectra Physics Model 405

22 Modelocker-Elektronik Spectra Physics Model 451

Co N Oy bn W b~

In der Zeit der Projektbeantragung wurden die ersten Ex-
emplare von modengekoppelten Pikosekundenlasern mit
einem aktiven Medium auf der Basis von Titan-Saphir-Ein-
kristallen verfiigbar. Gegeniiber den bis dahin benutzten
Lasern unter Verwendung organischer Farbstoffe in Losun-
gen erbrachten die neuen Titan-Saphir Laser einen enor-
men Qualitdtssprung. Das Verstirkungsprofil des Titan-
Saphir Laser reicht von zirka 690 nm bis 1050 nm und ist
damit etwa 10 mal breiter als der eines konventionelle
Farbstofflasers. Neben einem grofleren Abstimmbereich
ermdglicht die groflere Anzahl von synchronisierbaren
Moden auch eine Impulsverkiirzung um eine Gréfenord-
nung gegeniiber konventioneellen Farbstofflasern auf etwa
80 Femtosekunden. Dariiber hinaus besitzt der Titan-Sa-
phir Laser eine ausgezeichnete Impulsstabilitit und bietet
mit seiner Ausgangsleistung von 1.5 W beste Vorausset-
zungen fiir eine nachfolgende Frequenzvervielfachung in
den UV-Spektralbereich. Aus diesen Griinden wurde ein
Titan-Saphir Laser fiir das Pikosekunden-Lasersystem aus-
gewihlt, wobei der Hersteller Spectra Physics bevorzugt
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wurde, weil zu diesem Zeitpunkt kein anderer Hersteller
die Frequenzvervielfachung in den UV-Bereich anbieten
konnte.

Das von Spectra Physics gelieferte Lasersystem umfaft die

folgenden Komponenten:

— Argon-lonen Laser Model 2040E-158 als Pumplicht-
quelle, cw 15 W all line, 1.5 W bei 514 nm mode locked,
Modelecker Model 451

— Titan-Saphir Laser, TSUNAMI, Model 3950, 1.5 W,
720 - 840 nm, 1.5 ps, 82 MHz

— Frequenzvervielfacher Model 3981-3 fiir 2.,3. und 4.
Harmonische, 2w: 360-420 nm, 150 mW; 3w: 240-280
nm, 50 mW; 4w: 203-210 nm, 5 mW

— Kurzpulsfarbstofflaser Model 3500, 100 mW, 575 - 720
nm, 2 ps, 82 MHz

— Zubehor: Autokorrelator, Leistungsmesser, schwin-
gungsgedidmpfter Tisch.
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Abb. 2.10

Verfiigbare Intensitéten zur Fluoreszenzanregung mit Picosekun-

den-Impulsen

A - Grundwelle des Titan-Saphir-Lasers 720-840 nm und
optionaler NIR-Spiegelsatz bis 960 nm

B - Farbstofflaser mit Farbstoff DCM

C - Farbstofflaser mit Farbstoff Rhodamin 6G

D - Pumpwellenliinge des Argon-lTonen Lasers 514 nm, mode-
locked mit 140 ps FWHM

E - Pumpwellenliinge des Argon-lonen Lasers 488 nm, mode-
locked mit 200 ps FWHM

F - Frequenzverdoppelte des Titan-Saphir Lasers

G - Frequenzverdoppelte des Farbstofflasers mit Rhodamin 6G

H - Frequenzverdreifachte des Titan-Saphir Lasers

I-  Frequenzvervierfachte des Titan-Saphir Lasers

Wie die Abb. 2.10 zeigt, ist es mit diesem Lasersystem
moglich, im Spektralbereich von 203 bis 840 nm mit nur
kleinen Liicken eine Fluoreszenzanregung mit Pikose-
kunden-Impulsen vornchmen zu kdnnen.

Durch bauliche Probleme, die in den Zwischenberichten
bereits geschildert wurden, verzigerte sich der erste Ab-
schnitt der Inbetricbnahme des Lasersystem bis April 1993,
Die vollstdndige Nutzbarkeit aller Komponenten, ein-
schlieBlich des gesamten UV-Bereichs, war im August 1993
erreicht. Die Beschaffung einer verbesserten Elektronik zur
Einzelphotonenzahlung (siche 2.2.4) erfolgte durch eine
Umwidmung von nicht in Anspruch genommenen Lohn-
mitteln. Diese optimale Elektronik-Konfiguration war ab
Mirz 1994 voll nutzbar.



2.2.2 Optische Wechselwirkungseinheit

Die Aufgabe der optischen Wechselwirkungseinheit besteht
darin, die Laserimpulse zur Fluoreszenzanregung auf die
Probe zu leiten sowie deren Fluoreszenz auf die Empfinger-
systeme abzubilden. Bei der Verwendung von frequenz-
vervielfachter Laserstrahlung ist es nétig, die nicht zur Fluo-
reszenzanregung bendtigte und stérende Grundwelle zu
unterdriicken. Dies erfolgte mit einem speziellen Quarz-
Dispersionsprisma (Typ Pellin-Broca), das die verschiede-
nen Wellenldngen rdumlich trennt. Durch Drehen des
Prismas wird der bendtigte Spektralbereich ausgewihlt und
durch eine Spaltblende auf die Probe geleitet. Die Rege-
lung der Anrcgungsintensitit erfolgt iiber eine Strahl-
schwichungseinheit nach einem Patent von Jasny. Dieses
Gerit ermdéglicht eine reproduzierbare Intensitdtsver-
stellung tber etwa finf Grofenordnungen ohne Strahl-
versatz, wie er durch Neutralfilter auftreten kann. Die
Leistungsmessung wird mit einem thermoelektrischen
Prizisionsleistungsmesser Spectra Physics Model 405
durchgefiihrt. '

Die Abbildung des Lasers auf die Probe erfolgt mit einer
kinematisch justierbaren Quarzlinse. Fiir Proben unter-
schiedlicher Art werden verschiedene Probenhalter benutzt.
Der modulare Probenraum ermdglicht die Untersuchungen
an Mikrokiivetten ebenso wie an ganzen Leuchtstoffréhren
oder die Benutzung eines Heliumkryostaten zur Proben-
temperierung.

Die Fluoreszenz der Probe wird iiber zwei justierbare
Quarzlinsen (f/4) auf den Monochromator abgebildet. Im
Bereich des Parallelstrahles zwischen den beiden Linsen
konnen Kanten- oder Polarisationsfilter eingesetzt werden.
Zur Unterdriickung der stérenden Fluoreszenzdepolari-
sationseffekte auf die Fluoreszenzkinetik wird mit einem
Analysator im magischen Winkel zur Polarisationsrichtung
der Anregungsstrahlung gemessen. Zur Separation des
Spektralbereiches fiir die Registrierung der Fluoreszenz
werden zwei verschiedene Monochromatoren oder in Aus-
nahmefillen Interferenzfilter benutzt. Auf die Besonder-
heiten der Nutzung der Monochromatoren wird in Abschnitt
2.2.5. eingegangen.

Bei analytischen Anwendungen der zeitaufgelosten Fluo-
reszenzspektroskopie ist die Messung der Fluoreszenz ei-
nes Analyten gegeniiber einer Referenz, z. B. dem reinen
Losungsmittel eine typische Aufgabe. Fiir diese Aufgabe
wurde eine spezielle optische Wechselwirkungseinheit kon-
struiert (Abb. 2.11) und im Rahmen des Projektes herge-
stellt. Dieses System besteht aus zwei optisch identischen
Strahlwegen mit identischen Probenhaltern (9). Von der
Laserstrahlung wird mit einem Strahlteiler (1) ein geringer
Teil auf die Triggerdiode (2) gelenkt. Die Anregungs-
intensitit kann iiber einen Neutralfiltersatz (3) eingestellt
werden. Durch ein rotierendes verspiegeltes Fliigelrad (4)
wird der Anregungslaser alternierend auf eine der beiden
Proben geleitet. Mit den Graukeilen (5) erfolgt der Abgleich
beider Wege auf gleiche Intensitdt. Mit einem justierbaren
Quarz-Keilpaar (7) wird der Lichtweg und damit die Zeit-
achse beider Wege ausgeglichen. Das Fluoreszenzlicht wird
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T

Abb. 2.11
Schema der Zweistrahlanordnung der optischen Wechselwir-
kungseinheit
1 Strahlteiler,
3 Neutralfiltersatz,
5 Neutralfilter-Keil,
7 Quarz-Wegsteleller,
9 Probenhalter,
11 Kantenfilter,

2 Triggerdiode,

4 verspiegeltes Fliigelrad,
6 Quarz-Wegkompensator,
8 justierbare Quarzlinse,
10 Polarisationsfilter,

12 Fliigelrad-Trigger.

iiber justierbare Linsen (8) und Filter (10,11) auf den
Monochromator abgebildet. Eine Lichtschranke (12) lie-
fert Triggersignale zur Erkennung des aktiven Lichtweges
an die SPC-Elektronik. Auf diese Weise ist es moglich,
Probe und Referenz quasi simultan messen zu konnen. Auf
die Details des Ablaufs von Messung und Auswertung wird
in Kapitel 2.3.1. eingegangen. Diese Zweistrahlanordnung
hat sich fiir viele analytische Anwendungen bewdhrt und
soll auch fiir zeitaufeeltste Messungen mit hohem Proben-
durchsatz und fir zukiinftige Automatisierungen der MeB3-
technik weiterbenutzt und weiterentwickelt werden.

Fiir Messungen mit maximaler Zeitaufldsung oder Emp-
findlichkeit wurde ein einfacherer Aufbau mit nur einem
Probenhalter benutzt. Dabei wurden Analyt und Referenz
durch Wechseln der Kiivette nacheinander gemessen. Die
gegentber der Einkanalanordnung groBere Anzahl opti-
scher Elemente, wie Linsen, Filter und der rotierende Spie-
gel bei der Zweistrahlanordnung vermindert die Zeitauf-
losung von 30 ps FWHW der IRF auf zirka 60 ps und
verdoppelt den Streulichtanteil.

2.2.3 MeBprinzip der zeitkorrelierten
Einzelphotonenzahlung

Die resultierende Zeitaufldsung, z. B. charakterisiert durch
die Impulshalbwertsbreite FWHM, ergibt sich als Faltung
der Impulshalbwertsbreiten der einzelnen Komponenten,
wie Laser, Empfiinger und Elektronik. In Niherung it
sich die resultierende Halbwertsbreite T, durch folgende
Formel beschreiben: T, = ( T,* + T,? + T,? )", mit T, als
Halbwertsbreite des Lasers, T, als Halbwertsbreite des
Photomultipliers und T, als Halbwertsbreite der Elekiro-
nik. Beim heutigen Stand der Technik sind Halbwertsbreiten
der Laser unter 1 ps problemlos moglich. Sampling-
Oszilloskope mit 20 GHz, entsprechend T, = 10 ps, und
mehr sind ebenfalls Stand der Technik. Demzufolge stel-
len bei diesem Mefprinzip die Photoempfinger den be-
grenzenden Faktor dar. Es gibt zwar sehr schnelle Photo-
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dioden mit Halbwertsbreiten unter 40 ps (z. B. Antel AR-
S5 oder Newport PX), aber durch ihre geringe Empfind-
lichkeit und insbesondere ihre kleine aktive Flidche von
unter 25 x 25 mm sind sie fiir die Fluoreszenzspektroskopie
nur sehr eingeschrankt verwendbar. Die Fluoreszenz rium-
lich ausgedehnter Proben, insbesondere nach Passieren ei-
nes Monochromators, 148t sich nur unter erheblichen
Intensitéitsverlusten auf so eine kleine Fliche abbilden.

In den letzten fiinf bis zehn Jahren erfolgte eine beachtli-
che Weiterentwicklung von Photomultipliern in Richtung
kiirzerer Impulsbreiten und geringerer Wellenlingen-
abhingigkeit in Form von Mikrokanal Photomultipliern
(MCP PMT- Microchannel Plate Photomultiplier Tube,
Prinzip siehe [5]). Aber auch diese Photomultiplier errei-
chen nur Halbwertsbreiten von etwa 300 bis 500 ps.

Einen entscheidenden Fortschritt in der erzielbaren Zeit-
auflosung erbrachte die Methodik der zeitkorrelierten
Einzelphotonenzihlung (TC SPC), die inzwischen eine
weite Verbreitung gefunden hat (zum Mefprinzip siehe [6,
7]). Man reduziert die Fluoreszenzintensitit so weit, daB je
Anregungsimpuls maximal ein einziges Photon vom Pho-
tomultiplier registriert wird. Der Zeitpunkt des Eintreffens
des Photons in Relation zum Anregungsimpuls (Trigger)
14Bt sich sehr genau bestimmen. Diese Genauigkeit wird
von den Flankensteilheiten sowie dem Jitter des Einzel-
photonenimpulses des Photomultipliers und des Triggers
bestimmt. Eine Statistik iiber eine grofie Anzahl von Peri-
oden und Fluoreszenzphotonen ergibt den zeitlichen Ver-
lauf des Fluoreszenzsignals. Da das Jitter der Vorderflanken
der Impulse deutlich kleiner als deren Halbwertsbreite ist,
146t sich eine Verschmalerung der Halbwertsbreite der re-
sultierenden Apparatefunktion (iiblicherweise als IRF In-
strument Response Function bezeichnet) um etwa eine
GroBenordnung erzielen (siehe Abb. 2.12.).
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Abb. 2,12

Vergleich der Halbwertsbreite des Analogimpulses eines Mikro-
kanal Photomultipliers Hamamatsu R3809U mit der durch Einzel-
photonenzéhlung mefibaren Systemfunktion. Beide Messungen
erfolgten mit identischer Laseranregung (1.3 ps Halbwertsbreite
bei 410 nm).

Lineare Darstellung, Impulshohen normiert

A - Ausgangsimpuls des MCP R3809U, FWHM 428 ps, gemes-
sen mit einem 6 GHz Sampling Oszilloskop TEK TDS 820
B - Instrument Response Funktion der Einzelphotonenziihlung

mit dem selben MCP, FWHM 304 ps
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MCA

Abb. 2.13
Schema der zeitkorrelierten Einzelphotonenzdhlung

PD Al stopy” | 1

T MCP A2 : ﬂ
isxan ] 1

—— TAC ADC

Komponente: empfohlener Typ:

L Lasersystem Spectra Physics
Tsunami

PD Photodiode als Trigger Hamamatsu §4753
Al schnelle Verstirker 1 Hamamatsu C4890
A2 schneller Verstarker 2 Hamamatsu C4267
MCP  Mikrokanal Photomultiplier Hamamatsu R3809U
M Subtraktiver Doppelmonochromator AMKO MO01-0028§
Y Probenhalter, Kryostat Oxford CF1204
CFD1  Constant-Fraction Discriminator | Tennelec TC454 modif.
CFD2  Constant-Fraction Discriminator 2 Tennelec TC454 modif.

D Verzégerungsleitung Ortec 425A

TAC  Zeit-Amplituden-Konverter Tennelec TC864

ADC  Analog-Digital Wandler Ortec Spectrum
ACE 4K

MCA  Multikanalanalysator Ortec Spectrum
ACE 4K

Das Schema der zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlung ist
in Abb. 2.13 dargestellt. Ein Teil des Anregungsimpulses
des Lasers (L) gelangt auf eine Photodiode (PD), die als
Trigger fungiert. Deren elektrisches Signal gelangt iiber
einen Verstirker (A1) zu einem Constant-Fraction Discri-
minator (CFD1), der aus dem annihernd gaul3férmigen
Impuls der Diode einen definierten Schaltimpuls (Standard:
negative fast NIM ) erzeugt. Der Hauptteil des Laser-
impulses gelangt auf die Probe (S). Deren Fluoreszenz wird
iiber einen Monochromator (M) auf einen Mikrokanal
Photomultiplier (MCP) abgebildet. Dessen Ausgangssignal
wird verstirkt (A2) und ebenfalls in der Impulsform auf-
bereitet (CFD2). Das Fluoreszenzsignal von CFD?2 startet
im Zeit-Amplituden-Konverter (TAC) eine zeitlinear wach-
sende Spannung (z. B. 1 V pro 5 ns). Der Spannungsan-
stieg wird mit dem Triggersignal von CFD1 gestoppt. Die
erhaltene Spannung wird mit einem Analog-Digital-
Wandler (ADC) digitalisiert. In einem Vielkanalzihler
(MCA) wird ein Ereignis (registriertes Fluoreszenzphoton)
in dem, der Spannung entsprechenden, Kanal registriert.
Nach einer entsprechenden Anzahl von Durchliufen ent-
steht im MCA ein Abbild des Zeitverlaufs des Fluoreszenz-
signals.

Die negative Richtung der Zeitachse entsteht durch die for-
mal vertauschte Reihenfolge von Start und Stop durch
Trigger und Fluoreszenz. Das erfogt, damit die Elektronik
nur durch das Fluoreszenzphoton gestartet wird. Ein Start
durch jeden Triggerimpuls wiirde viele Male umsonst er-
folgen und die Totzeit der Elektronik erhohen, da Fluores-
zenzphotonen im Mittel nur von jedem hundertsten An-
regungsimpuls registriert werden diirfen. Damit wird



garantiert, daB nicht zwei Photonen zusammen in eine
MeBperiode fallen konnen (Wahrscheinlichkeit dafiir klei-
ner als 10*), was das MeBverfahren erheblich beeintrich-
tigen wiirde. Die CFD schalten nur dann definiert, wenn
der Eingangsimpuls nur von einem einzigen Photon stammt.
Auferdem wiirde das zweite Photon einer Mel3periode fiir
die Zdhlung verlorengehen und damit die Statistik der Ver-
teilung der Photonen iiber die Zeit, das heif3t die Abkling-
kurve, verfilschen.

2.2.4 Vergleich der getesteten
Elektronikkomponenten

Nachdem im vorigen Abschnitt das MeBprinzip der zeit-
korrelierten Einzelphotonenzihlung beschrieben wurde,
sollen nun die technischen Details der Gerdtekomponenten
sowie die Kriterien zu deren Auswahl und Zusammenstel-
lung dargelegt werden. Dies erfolgt insbesondere vor dem
Hintergrund, daf} es nur wenige ,,schliisselfertige™ techni-
sche Losungen gibt und damit der Anwender oftmals ge-
zwungen ist, sein Mefsystem aus Komponenten unter-
schiedlicher Hersteller selbst zusammenzustellen. Abb. 2.13
gibt einen Uberblick iiber das Gesamtsystem und enthiilt
Empfehlungen fiir die Einzelkomponenten, die im weite-
ren spezifiziert werden.

Zu Beginn des Projektes befand sich bereits eine Elektro-
nik zur TC-SPC in unseren Laboratorien in Betrieb, die in
den Jahren 1990 bis 1991 innerhalb einer Nutzer-
gemeinschaft auf der Basis von Entwicklungsarbeiten von
Dr. W. Becker vom Zentralinstitut fiir Optik und Spektro-
skopie (ZOS) im Eigenbau entstand. Diese Elektronik war
an den damals verfiigbaren Stand der Technik von Lasern
und insbesondere der Photomultiplier angepalit und sollte
im Rahmen der Arbeit im Projekt weiter genutzt werden.
Es zeigte sich aber, daf} es mit dieser Elektronik nicht még-
lich war, die Leistungsfiahigkeit der inzwischen verfiigba-
ren Mikrokanal Photomultiplier voll ausnutzen zu kénnen.
Aus diesem Grund wurde die Nachweiselektronik durch
Leihgerite anderer Arbeitsgruppen und verschiedener Geréd-
tehersteller weiterentwickelt. Auf der Basis dieser umfang-
reichen Tests wurden aus umgewidmeten Finanzmitteln des
Projektes die optimalen elektronischen Komponenten be-
schafft, um eine kontinuierliche Arbeit unter Ausnutzung
der Leistungsgrenzen der Gesamtapparatur gewihrleisten
zu koénnen.

1. Photodioden
Funktion: Optischer Empfanger als Quelle fiir elektrisches
Triggersignal, liefert Referenz fiir die Bestimmung des
Zeitpunktes des Eintreffens des Fluoreszenz-Photons,
Anforderungen: hohe Bandbreite (>1GHz), ausreichende
Empfindlichkeit, geringer Dunkelstrom, gute Temperatur-
stabilitét,
getestete Typen: Hamamatsu S4753 (Si-PIN, 1.5 GHz)
WEF SP 102
(Si-Pin Diode, alte DDR-Produktion)
WF SP 104(Si-Avelanche-Diode,
alte DDR-Produktion)
Antel AR-S1 (Si-Avelanche-Diode)

Die PIN-Diode $4753 von Hamamatsu wurde mit einem
Eigenbau Streifenleiter fiir die Stromversorgung und als
BNC-Adapter versehen. Sie erreicht folgende Werte: 320-
350 ps FWHM, negative Amplitude 300 bis 500 mV ohne
Impulsverbreiterung, bei homogener Ausleuchtung mit
Laser-Parallelstrahl (2 mm Durchmesser) ohne Streu-
scheibe. Diese Variante ist der beste Kompromil} im Preis-
Leistungs-Verhéltnis in Relation zu den fertig gekapselten
Dioden (z. B. Antel) mit Preisen ab 3 500 DM aufwirts.
Si-PIN Dioden sind gegeniiber Avelanche-Dioden wegen
der geringeren Betriebsspannungen einfacher zu handha-
ben und besitzen eine wesentlich geringere Temperatur-
und Spannungsdrift der Impulsform. Zum Erreichen der
besten Zeitaufldsung ist nicht unbedingt die Diode mit der
kiirzesten Anstiegszeit am geeignetsten. Optimale Ergeb-
nisse werden erzielt, wenn die Impulstorm der Kompensa-
tionskennlinie des Diskriminators entspricht, so dal} die
Impulshhenfluktuation optimal kompensiert werden kann
(siehe auch 5.)

Empfehlung: Si-Pin-Diode mit 1-1.5 GHz

2. Signalverstirker fiir Photodioden

Funktion: Verstirkung der Ausgangsimpulses der Trigger-
Photodiode

Anforderungen: Bandbreite (>1GHz),

Verstirkung etwa 20 dB

getesteter Typ: Hamamatsu C4890 (1.5 GHz, 20 dB)

In den meisten Anwendungsfillen war es moglich, eine
geniigende Lichtintensitit fir die Triggerdiode aufzubrin-
gen, um auf einen Verstirker verzichten zu kénnen. Der
Verstirker C4890 erwies sich ansonsten als sehr gut geeig-
net, sodal} auf Tests weiterer Verstirker verzichtet wurde.
Empfehlung: wenn moglich, ohne Verstirker

3. Photomultiplier (MCP)
Funktion: Empfindlicher Empfinger zum Nachweis ein-
zelner Photonen
getestete Typen: 18 ELU FM
Hamamatsu R3809U

Bei dem 18 ELU FM handelt es sich um einen konventio-
nellen Photomultiplier aus russischer Produktion. Dieser
Typ war der zu DDR-Zeiten beste verflighare Multiplier
fiir die Zeitaufgeloste Spektroskopie und entspricht in sei-
nem Leistungsvermogen etwa dem Mitte der achtziger Jahre
international gebriuchlichen XP2020 von Philips [8]. Mit
dem 18 ELU FM erreichten wir zu Testzwecken ohne Op-
timierung von Fokus und Dynodenspannung eine Halb-
wertsbreite der Systemfunktion (IRF) von 270 ps (Abb. 2.16).
Ansonsten wurde nur mit dem im Rahmen dieses Projek-
tes beschafften Mikrokanal Photomultiplier Hamamatsu
R3809U gemessen, der seine Stellung als bester verfiigba-
rer Typ bestitigte. Auf weitere mefBtechnische Details wird
im Abschnitt 2.2.5. eingegangen.

Empfehlung: Hamamatsu R3809U

4. Signalversirker fiir Photomultiplier

Funktion: Bereitstellung der Eingangsimpulse in der not-

wendigen Impulshéhe,

getestete Typen: Ortec VT 120A (0.4 GHz, 24 dB)
Ortec Model 9306 (1.0 GHz, 38 dB)
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Hamamatsu C4267 (1.3 GHz, 28 dB,
7 dB Noise)

Hamamatsu C5594 (1.5 GHz, 36 dB,
5 dB Noise)

Die Hohe der Ausgangsimpulse der Photomultiplier betrigt
typischerweise 10 - 50 mV, was an der unteren Grenze fiir
die meisten Diskriminatoren liegt. Die optimale Eingangs-
spannung liegt bei etwa 0.3 bis 1 V. Zum Schutz des Ver-
stirkers vor statischen Kabelaufladungen durch die Hoch-
spannung ist zwischen MCP und Verstirker ein Attenuator
dringend zu empfehlen (Impedanz 50 Ohm, Teiler 1:2 bis
1:5, Grenzfrequenz > 1GHz, z. B. HP8494B, TEK 015-
1001-00). Fiir eine optimale Signalqualitiit sollten MCP,
Attenuator und Verstirker moglichst direkt, ohne lange
Kabel, iiber SMA-Steckverbinder gekoppelt werden. In
Ubereinstimmung mit theoretischen Berechnungen von
Cova und Ripamonti [9] zeigte sich, daBl eine optimale
Zeitauflosung erreicht wird, wenn die Bandbreite des Ver-
stirkers etwas geringer ist, als die des MCP. Eine noch
héhere Bandbreite des Verstirkers hiitte zwar eine etwas
hohere Flankensteilheit des Eingangsimpulses fiir den CFD
zur Folge. Aber bei steigender Bandbreite erhtht sich auch
das Rauschen, was zu einem deutlich verstirkten Jitter der
Impulsflanke und somit zu einer Verschlechterung der Zeit-
auflosung fihrt [10, 11]. Aus diesem Grunde erwies sich
der Verstirker Hamamatsu C4267 mit 1.3 GHz als besser
geeignet als der vergleichbare Typ mit 1.5 GHz. Dariiber
hinaus ist die Verstiarkung des C5594 mit 36dB zu hoch,
um mit dem verwendeten 1:2 Attenuator optimale Ein-
gangsimpulse fiir den Diskriminator zu erzeugen.
Empfehlung: Hamamatsu C4267

5. Diskriminatoren (CFD)
Funktion: Erzeugen eines definierten Schaltimpulses ho-
her Flankensteilheit aus niherungsweise gauBformigen
Impulsen fluktuierender Hohe.
Getestete Typen: Canberra 233

Canberra 2128

Tennelec TC453

Tennelec TC454

Tennelec TC454 modif.

Ortec Model 9307

Ein Problem dieser Baugruppen bestcht darin, daf3 sie fiir
den Standardeinsatz in der Kernstrahlungsmel3technik tech-
nisch konzipiert sind [12]. Die Impulsbreite der modernen
MCP ist aber mit etwa 500 ps deutlich kiirzer als die der
Kernstrahlungsdetektoren mit Zeiten zwischen 5 und 30 ns.
Deshalb mufiten gebrduchliche Typen, wie der TC454 fiir
MCP’s modifiziert werden. In Ubereinstimmung mit theo-
retischen Arbeiten von Cova [11] zeigten Testmessungen
mit Leihgeriten, dafl dltere Modelle wie der TC453 bei
Verwendung geeigneter langsamerer Vorverstirker durch-
aus gute Ergebnisse liefern konnen. Das erst seit Mitte 1994
verfiigbare und noch sehr teure Modell 9307 von Ortec
erwies sich im Betrieb mit MCP als zuverliissig, ohne daf}
bei einem eintigigen Test eine bessere Zeitauflosung als
mit dem modifizierten TC454 erreicht wurde. Auf Fragen
der storenden Interferenzen in Diskriminatoren wird im Ab-
schnitt 2.2.5. noch detailliert eingegangen.

Empfehlung: Tennelec TC454 modif.
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6. Verzogerungsleitung

Funktion: Anpassung der Lange der Signalwege von Trigger
und Fluoreszenzimpuls, sodal sie in ihrer Zeitdifferenz
optimal im Arbeitsbereich des Zeit-Amplituden-Konver-
ters liegen. Damit nicht stindig Kabel unterschiedlicher
Linge umgesteckt werden miissen, sollte eine entsprechen-
de NIM-Baugruppe verwendet werden. Ansonsten ist die
Verzogerungsleitung unkritisch beziiglich der Leistungs-
parameter des Gesamtsystems.

Empfehlung: Tennelec TC412A oder Ortec 425A

7. Zeit-Amplituden-Konverter (TAC)

Funktion: Erzeugen einer Ausgangsspannung proportional
zur Zeitdifferenz der Eingangssignale von Trigger und Fluo-
reszenz
Getestete Typen: Ortec Model 567

Ortec Model 457 (Bias)

Tennelec TC864 (Bias)

Die gegenwiirtig verfiigbaren TAC haben einen ,,schnell-
sten* MeBbereich von 50 ns und erzeugen dabei eine Aus-
gangsspannung von 10V, die an die giingigen ADC ange-
palit ist. Fiir Messungen mit maximaler Zeitauflosung und
damit MeBbereichen deutlich unter 50 ns wird die Auflo-
sung des ADC (kleinster Mefibereich 10 V) nicht ausge-
nutzt. Deshalb empfehlen wir einen TAC mit integriertem
Verstérker (BIAS), um die Ausgangspannung des TAC
optimal an die Auflésung von ADC und MCA anpassen zu
kénnen. Wenn nur mit geringerer Zeitauflésung (sub-
Nanosekundenbereich) gemessen werden soll, ist ein TAC
ohne BIAS (z. B. Ortec 457) ausreichend. Generell it
sich feststellen, dal die beiden Marktfiihrer Ortec und
Tennelec technisch fast identische Produkte anbieten, wo-
beiTennelec cinen teilweise deutlichen Preisvorteil besitzt.
Empfehlung: Tennelec TC864

8. Analog-Digital-Konverter und Multikanal-Analysator
(ADC & MCA)
Funktion: Digitalisierung der Ausgangsspannung des TAC
und Registricrung in einem Multikanal-Analysator. Meist
werden beide Komponenten in einer Baugruppe zusam-
mengefallt, um sie optimal anzupassen. Es gibt auch kom-
binierbare Einzelbaugruppen.
Getestete Typen: Ortec Model 916A,
Spectrum ACE 4K. (ADC & MCA)
Intertechnique Model 7600 4K(ADC)
mit Interfast-C (MCA)

Neben der Auflésung (Kanalzahl), die typischerweise bei
10 bis 12 bit (1024 bis 4096 Kanile) liegt, spielt die maxi-
male Zihlrate (Umsetzzeit des ADC) eine wesentliche Rol-
le. Fiir Standardanwendungen geniigen preiswerte und
kompakte Standardlésungen wie das Modell 916A von
Ortec mit einer maximal nutzbaren Zihlrate von etwa
25.000 cps. (sieche auch Abschnitt 2.2.5). Extrem schnelle
Systeme, wie das von Intertechnique, mit einer Umsetzzeit
von 0.7 ps erlauben Zihlraten von iiber 500.000 cps. Diese
Zidhlraten sind dann erforderlich, wenn photostabile Pro-
ben mit hoher Fluoreszenz-Quantenausbeute (z. B. bei Tief-
temperaturmessungen) mit Lasern hoher Folgefrequenz (bei
uns 82 MHz) in kurzer Zeit vermessen werden sollen. Als



Erginzungen zu beiden von uns benutzten Varianten sind
mehrere Modelle von Ortec oder Tennelec mit Zhlraten
bis 100.000 cps verfiigbar und koénnen, je nach An-
wendungsfall, einen geeigneten Kompromif zu den von
uns getesteten Varianten darstellen. Da der MCA die
Schnittstelle zwischen der Gesamtapparatur und dem Nut-
zer darstellt, trigt der Bedienungskomfort von dessen Soft-
ware erheblich zum Gesamteindruck bei. Dabei kann Ortec
mit einer technisch ausgereiften und sehr funktionellen
Losung tiberzeugen. Dieses hohe Niveau ereichte das neue
Produkt von Intertechnique/InterPC noch nicht, es verlangt
noch entsprechende Weiterentwicklungen.

Empfehlung - Standardanwendungen: Ortec Model 916A
Empfehlung - Flexibilitit bei Grundlagenuntersuchungen
Intertechnique/InterPC

Da, wie bereits erwihnt, die Elektronik der SPC (CFD, TAC,
ADC/MCA) bislang oft nur eine Nebennutzung von Stan-
dardentwicklungen der KernstrahlungsmeBtechnik darstel-
len, ergibt sich ein Bedarf an speziellen technischen Wei-
terentwicklungen fiir die Anwendung in der zeitaufgelosten
Fluoreszenzspektroskopie. Erste Entwicklungen in dieser
Richtung liegen seit kurzem vor. Von der Firma Becker &
Hickl GmbH gibt es seit Ende 1994 eine komplette TC-
SPC auf einer PC-Slotkarte mit ausgezeichneten techni-
schen Parametern, wie einer maximalen Zihlrate von 10° cps
bei Auflosungen von 10 oder 12 bit. Eine interessante
Besonderheit besteht in der Fihigkeit der mehrkanaligen
Verarbeitung der Signale iiber einen Routing-Eingang. Ein
erster Test im September 1994 bestitigte auch die sehr gute
Zeitauflosung von 30 ps (FWHM der IRF). Umfangreichere
Erfahrungen konnten mit diesem Gerdét im Projektzeitraum
nicht mehr gewonnen werden. Unser Eindruck ist: wenn
noch einige Verbesserungen, insbesondere der Alltags-
tauglichkeit der Software erfolgen, konnte dieses Produkt
die technisch beste gegenwirtig verfiigbare Elektronik zur
TC-SPC werden. Durch seine kompakte Bauform, ohne
separate NIM-Baugruppen und ,,Kabelsalat™, stellt es eine
hoffnungsvolle Entwicklung fiir breite analytische Anwen-
dungen dar.

2.2.5 Leistungsnachweis des MeBsystems

Im Abschnitt 2.2.3 wurde gezeigt, daf die zeitkorrelierte
Einzelphotonenzihlung einen erheblichen Gewinn an Zeit-
auflosung im Vergleich mit der Aufzeichnung des Ana-
logsignals Fluoreszenz ermdglicht. Aus der Tatsache des
diskreten Zihlens der Fluoreszenzphotonen ergibt sich wei-
terhin ein sehr groBer Dynamikumfang und eine sehr hohe
Linearitit, Gleichzeitig ermoglicht die Technik des Zih-
lens einzelner Photonen eine iiberragende Empfindlichkeit.

Wie bei jeder experimentellen Technik, gibt es jedoch Un-
terschiede zwischen dem idealen MeBverfahren und der
realen technischen Umsetzung. Im Folgenden soll auf die
Leistungsfihigkeit aber auch auf die potenticllen Stor-
quellen des Pikosekunden- Laserimpulsfluorometers ein-
gegangen werden. Die Fragen der Auswertung und Inter-
pretation der Ergebnisse werden im Abschnitt 2.3. behandelt.

1. Fluoreszenzanregung durch Laser

Die Impulsbreite des Titan-Saphir-Lasers kann je nach Ju-
stierung zwischen 1.3 und 1.6 ps liegen. Entsprechend lie-
gen die Werte fiir die zweite Harmonische zwischen 1.0
und 1.3 ps und fiir die Dritte und Vierte zwischen 0.7 und
0.9 ps. Die Impulsbreite des Farbstofflasers liegt zwischen
1.5 und 2 ps. Da jedoch diese Zeiten klein gegeniiber der
Zeitauflosung der Elektronik der Einzelphotonenzéhlung
sind, ist diese Schwankungsbreite ohne Folgen fiir die er-
zielbare Gesamt-Zeitauflosung.

2. Optische Komponenten

Beim optischen Strahlengang der Laseranregung ist sorg-
faltig darauf zu achten, daB storende Mehrfachreflektionen
an optischen Elementen, wie Filtern, Spiegeln oder Linsen
vermieden werden. Diese Reflektionen fithren zu ,,Geister-
impulsen” in den Abklingkurven. Durch den sehr groBen
Dynamikbereich der SCP konnen schwichste Reflektio-
nen von unter 0.01 Prozent der Einfallsintensitét sichtbar
werden. Bei der Verwendung von Neutralfiltern ist zu be-
achten, daB viele angebotene Filter, insbesondere bei UV-
Anregung stark fluoreszieren und beim Ein- und Aus-
schwenken seitlichen Strahlversatz hervorrufen kénnen.
Zur Regelung der Strahlintensitit hat sich ein Doppel-
prismen-Abschwécher nach einem Patent von J. Jasny be-
wihrt. Dieses Gerit regelt die Intensitéit ohne Strahlversatz
iiber fiinf GroBenordnungen, fithrt aber durch verinderte
Weglidngen im Inneren zu leichten zeitlichen Verschiebun-
gen des Impulses von etwa 25 ps pro GroBenordnung der
Transmissionsdnderung. Dieser Effekt it sich aber bei
der Auswertung softwaremiBig kompensieren (,,Channel
Shift“-Verfahren, siche 2.3.3).

3. Probenraum und Kiivette

Zu storenden Reflektionen kann es auch an den Winden
der Kiivetten kommen. Es empfiehlt sich deshalb, die Ober-
flidchen leicht aus der Senkrechten gegeniiber dem An-
regungsstrahl herauszudrehen um Mehrfachreflektionen zu
verhindern. Dies gilt in besonderem Mafle bei Tieftempe-
raturmessungen fiir die Fenster der Kryostaten. Auch ist
darauf zu achten, daB keine regulire Reflektion an der
Probenoberfliche in die Linse der Fluoreszenzabbildung
fallt. Auf Grund der hohen Zeitauflosung spielen Fragen
der Laufzeit des Lichtes bei rdumlich ausgedehnten Pro-
ben bereits eine spiirbare Rolle. Bei Messungen in 10 x 10
mm Standardkiivetten wird deshalb nur eine FWHM der
IRF von 40 bis 45 ps erreicht, wogegen bei punktformigen
Fluoreszenzquellen die FWHM bei etwa 30 ps liegt — 1 ps
entspricht einem Lichtweg von 0.3 mm. Aus diesem Grund
wurden Systeme mit sehr kurzen Abklingzeiten in Mikro-
kiivetten mit geringer Schichtdicke vermessen.

4. Spektralapparate

Die Aufgabe des Spektralapparates besteht darin, den ge-
wiinschten Spektralbereich der Fluoreszenz auszuwdihlen
und storende Anteile wie die Anregungsstrahlung oder die
Raman-Streuung moglichst gut zu unterdriicken. Als dis-
persive Elemente werden Prismen oder Beugungsgitter
benutzt. Die Prismen oder Gitter fithren dazu, daP unter-
schiedliche Wellenldngen auf unterschiedliche Orte abge-
bildet werden. Diese unterschiedlichen Orte bedeuten zu-
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gleich unterschiedliche Wegstrecken und damit verschie-
dene Laufzeiten des Lichtes. Dieser Effekt, auch als ,,Co-
lor-Shift* oder ,,Color-Delay* bezeichnet, fiihrt, in dhnli-
cher Weise wie der Color-Shift von Photomultipliern, zu
einer wellenldngenabhéngigen scheinbaren Verschiebung
der Fluoreszenzabklingkurve. Dadurch ist es mitunter un-
moglich, reale Anderungen der Lebensdauer von apparati-
ven MeBfehlern unterscheiden zu konnen (als Uberblick
siche [13]). Bei Gittermonochromatoren, die nicht speziell
fiir die zeitaufgeloste Spektroskopie entwickelt wurden,
kann die Laufzeitdispersion, je nach Brennweite und
Offnungsverhiltnis in der GroBenordnung von 3 -10 ps pro
nm liegen. Durch spezielle holografische Gitter kann die-
ser storende Effekt auf etwa 0.1 ps pro nm reduziert wer-
den. Ein solcher Einfachmonochromator von der Firma IBH
aus Glasgow wird bei uns fiir empfindliche Messungen mit
geringeren Anforderungen an die Zeitauflésung eingesetzt.
Abb. 2.14 zeigt die zeitliche Verschiebung des Impulses
als Funktion der Wellenldnge.

Position in ps

Wellenlange in nm
Abb. 2.14

Verschiebung des Fluoreszenzmaximums von Pinacyanol als
Funktion der Emissionswellenlinge, gemessen mit einem Ein-
Sfachmonochromator IBH-3M, Anregung 375 nm.

Die Laufzeitdispersion dieses Monochromators wurde an
Hand der Fluoreszenz von Pinacyanol gemessen, das cine
breitbandige homogen Bande mit konstanter Abklingzeit
von 11 ps besitzt. Die Giiltigkeit dieser Vorraussetzung ergibt
sich aus Literaturdaten [5,14] und den nachfolgend be-
schriebenen eigenen Ergebnissen. Die einzelnen Wellen-
langen wurden in zufélliger Reihenfolge vermessen, um
eine Drift des Lasers ausschliefen zu kénnen. Die Anpas-
sung der MeBwerte ergab eine Dispersion von (0.123 +
0.009) ps/nm (Korrelation = 0.94). Dieser Wert ist in guter
Ubereinstimmung mit den Herstellerangaben fiir den Mo-
nochromator IBH-5M von 0.13 ps/nm. Damit ist dieses Ge-
rét fiir die Zeitauflosungen bis sub-Nanosckunden gut ge-
eignet. Auf Grund seiner hohen Lichtstirke (Seya Namioka
Anordnung, f/3) ist er insbesondere fiir den fluorome-
trischen Spurennachweis pradestiniert.

Zum Erreichen einer maximalen Zeitauflosung verwendet
man subtraktive Doppelmonochromatoren, in denen der
zweite Mononochromator die Abbildungsfehler des ersten
dadurch kompensiert, daB er in der Beugungsordnung -1,
also riickwirts, durchlaufen wird. Bei dem von uns benutz-
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ten Modell 01-0028 von AMKO LTI (Czerny-Turner An-
ordnung, 2 mal 0.20 m Brennweite, f/4, 1200 L/mm, 4 nm/
mm) konnte bei einer zur Abb. 2.14 analogen Mefreihe im
Rahmen der MeBgenauigigkeit von +0.03 ps/nm keine
Laufzeitdispersion festgestellt werden. Die Abb. 2.15 zeigt
im Gegensatz zu Abb. 2.14 keine wellenldngenabhiingige
Verschiebung der Fluoreszenz von Pinacyanol. Die
Lichtstirke des AMKO Doppelmonochromators betrigt bei
500 nm und gleicher spektraler Spaltbreite etwa ein Drittel
des Einfachmonochromators von IBH.

E3

12 PINATOL  mk

B 20 40 60 ) Toe)
Abb. 2.15

Uberlagerung der normierten Fluoreszenzabklingkurven von
Pinacyanol bei 6 Emissionswellenldingen zwischen 600 und 700 nm,
gemessen mit dem subtraktiven Doppelmonochromator AMKO

01-002S, Anregung 375 nm.

Es sollte auch beachtet werden, daf3 Abbildungstehler von
Monochromatoren bei grofien Spaltbreiten und bei Dop-
pelmonochromatoren auch bei zu kleinen Spaltbreiten (un-
zureichende Synchronitit) zunehmen. Optimal im Sinne
ungestorter Impulsformen und bester Zeitauflosung erwie-
sen sich Spaltbreiten zwischen 1 mm und 3 mm.

5. Photomultiplier

Photomultiplier zeigen auf Grund ihrer Bauart Abhingig-
keiten in ihrer Impulscharakteristik von der Wellenlinge
und der Anzahl der eintreffenden Photonen. Unterschied-
liche Wellenldngen fiihren auf dem Wege des dulieren
Photoelektrischen Effekts dazu, dafl die primédren Photo-
elektronen die Kathode mit unterschiedlicher kinetischer
Energie und damit unterschiedlicher Geschwindigkeit ver-
lassen. Daraus felgen unterschiedliche Laufzeiten und auch
Impulsbreiten der Elektronenkaskade im PMT, im engli-
schen als Transit-Time Spread (TTS) bezeichnet. So ver-
dndert sich zum Beispiel die Halbwertsbreite der IRF eines
PMT XP2020 von 235 ps bei 585 nm auf 375 ps bei 292 nm
[8]. Daneben fithren hohe Zihlraten zum Entstehen von
Raumladungswolken an den Dynoden, die das Beschleu-
nigungsfeld im PMT teilweise abschirmen und damit eben-
falls zu einer Impulsverbreiterung beitragen konnen.

Durch Erhdhen der Betriebsspannung und damit der elektri-
schen Feldstirke im PMT konnen diese Effekte in ihrer Quan-
titdt vermindert werden. Damit erhoht sich allerdings der
Dunkelstrom des PMT extrem stark und fithrt so zu einer
Verminderung des Signal-Rausch-Verhéltnisses. Abb. 2.16
zeigt diese Spannungsabhingigkeit fiir einen PMT 18 ELU
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Abb. 2.16

Abhdngigkeit von Impulshalbwertsbreite und Signal/Rausch-Ver-
héiltnis des Photomultipliers 18 ELU FM von der Betriebsspan-
nung

1 Verhdéiltnis Signal- zu Dunkelcounts

o Halbwertsbreite der Systemfunktion in ps

FM. Die Lichtstirke wurde so gewihlt, dal} die Zihlrate
bei 4000 V mit 16.000 cps im typischen Bereich einer Fluo-
reszenz-Zihlrate lag. Unter diesen Bedingungen wird die
beste Zeitauflosung erzielt. Aber der Dunkelstrom von iiber
2.000 cps verschlechtert das Signal/Rausch-Verhaltnis.

Mit der Entwicklung von Mikrokanal Photomultipliern
(Microchannel Plate Photomultiplier Tube - MCP PMT),
die wesentlich hohere elektrische Feldstiarken aufweisen,
wurden diese Probleme deutlich vermindert. Damit erreich-
te die Empfingertechnik eine Qualitit, die es ermdglicht,
die Methoden der zeitaufgeltsten Fluoreszenzspektroskopie
weiter zu verbreiten und auch fiir analytische Aufgaben
einsetzen zu konnen (Uberblick in [15]). Bei dem von uns
eingesetzten MCP R3809U, dem neuesten Typ von
Hamamatsu, konnte im Wellenldngenbereich von 250 nm
bis 840 nm keine signifikante Verinderung der System-
funktion (typische FWHM 3343 ps) festgestellt werden.
Unsere Ergebnisse der besten erzielbaren Zeitauflosung von
27 ps FWHM der IRF liegen in guter Ubereinstimmung
mit den 25.4 ps in den Datenblédttern von Hamamatsu und
anderen Literaturwerten, z. B Kume et al.[5]. Durch ge-
zielte Selektion innerhalb der Exemplarstreuung und um-
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Abb. 2.17

Systemfunktion des Mikrokanal Photomultipliers R3809U bei
unterschiedlichen Zihlraten. (A) 5.000 cps, (B) 250.000 cps, Wel-
lenlinge 414 nm, Einzelphotonenzdhlung PC-Slotkarte SPC 300
von Fa. Becker und Hickl GmbH
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fangreiche Optimierungen sowie chne Monochromator
liegt der beste bisher gemessene Wert bei 18 ps [16]. Im
Gegensatz zur ersten Generation der MCP (z. B. R1594U
siche Boens et al. [14]) zeigt Abb. 2.17, daB die Impuls-
form des R3809U bis zu Zihlraten von 250.000 cps unab-
hingig von der Zihlrate ist.

Ein weiterer wesentlicher Vorteil der MCP ist ihre geringe
Dunkelzihlrate und der damit verbundene grofe Signal-
Rausch Abstand. Abb. 2.18 zeigt den geringen Dunkel-
strom des R3809U von unter 20 cps bei Raumtemperatur
und das in weiten Bereichen der Betriebsspannung nahe-
zu konstante Signal/Rausch-Verhiltnis. Fiir die Messung
schwichster Signale kann die Dunkel-Zihlrate des R3809U
durch Kiihlung auf -30 °C auf unter 0.1 cps reduziert wer-
den.
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Abb. 2.18

Abhdngigkeit von Signal- und Dunkel-Zihlrate des MCP R3809U
von der Betriebsspannung bei Raumtemperatur

6. Elektronisches System der SPC

Die zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlung (SPC) ist ein
MeBverfahren mit hervorragender Leistungsfihigkeit, man
sollte aber, wie bei allen anderen Verfahren auch, die theo-
retischen Grenzen sowie die Unterschiede zwischen dem
idealisierten Verfahren und der realen technischen Umset-
zung beachten [15]. Aus diesem Grund sollten kritische
Testmessungen, z. B. mit standardisierten Referenzsub-
stanzen (siche [UPAC-Empfehlungen [19]), zur Inbetrieb-
nahme jedes MeBsystems gehoren. Fithrt man eine Test-
messung durch, bei der zeitlich unkorrelierte Photonen, zum
Beispiel abgeschwichtes Tageslicht, auf den Empfinger
gelangen, ist eine iiber die Zeit konstante Signalhohe zu
erwarten. Reale Messungen zeigen Abweichungen der
Counts pro Kanal, die je nach Art der verwendeten
Elektronikbaugruppen zwischen 0.1 und 5 Prozent des Mit-
telwerts liegen konnen.

Quellen fiir diese Nichtlinearitit kénnen sein:

— Interferenzen der Trigger- und Signalkanile des Dis-
kriminators

— die differentielle Nichtlinearitit der Kennlinie des Zeit-
Amplituden-Converters (TAC) und des eventuell be-
nutzten Differenzverstirkers (BIAS)

— Nichtlinearititen des Analog-Digital-Wandlers (ADC).

Die jeweiligen Fehleranteile kdnnen durch Austausch ein-
zelner Komponenten eingegrenzt und eventuell minimiert
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werden. Haufig ist der Anteil der Diskriminatoren bestim-
mend. Liegen Trigger und Signal zeitlich eng benachbart,
das heift in der GroBenordnung der Dauer des Schaltvor-
gangs des Diskriminators von zirka 5 ns, kommt es zum
Beispiel tber die gemeinsame Stromversorgung beider
Kanile zu storenden Interferenzen. Deshalb sollten unter
Umstdnden zwei raumlich getrennte Diskriminatoren be-
nutzt werden, insbesondere bei hohen Folgefrequenzen und
damit geringen Zeitdifferenzen von Signal und Trigger.
Diese Losung ist allerdings mit zum Teil erheblichen Mehi-
kosten verbunden. Eine andere Moglichkeit besteht in der
Korrektur der Abklingkurven mittels Division durch eine
Referenzkurve eines unkorrelierten Signals. Abb. 2.19 zeigt
die Welligkeit einer Abklingkurve vor und nach der Kor-
rektur.
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Abb. 2.19

Fluoreszenzabklingkurve von Cresylviolett (A) sowie die Residuen
der numerischen Anpassung (B) vor und (C) nach der Korrektur
der differentiellen Nichtlinearitdit des Elektronik-Systems der
Einzelphotonenzihlung, Anregung: 595 nm, Emission 635 nm

Ein begrenzender Faktor fiir Messungen ist die Umsetz-
zeit des Analog-Digital Wandlers (ADC). Der ADC bend-
tigt eine feste Zeit, um die Ausgangsspannung des TAC zu
messen. Diese Zeit, wihrend der er fiir weitere Eingangs-
impulse gesperrt ist, nennt man Totzeit. Um diese Zeit ver-
langert sich die Gesamtdauer einer Messung gegeniiber der
MeDBzeit, in der das System aktiv ist, dal3 heif3t, in der das
System eintreffende Fluoreszenzsignale verarbeiten konn-
te. Hohe Signalintensititen fithren aber nicht nur zu einer
relativen Verlingerung der Gesamtmef3zeit sondern auch
zu einer Beeinflussung der Halbwertsbreite der System-
funktion. Tabelle 2.3 zeigt eine MeBreihe, bei der mit sie-
ben verschiedenen Laserintensititen jeweils so lange ge-
messen wurde, bis im Maximum der Systemfunktion eine
Signalhthe von 100.000 counts erreicht wurde. Benutzt
wurde ein ADC/MCA vom Typ ORTEC 916A ACE 4K
mit einer festen Umsetzzeit von 15 ps, was eines maxima-
len Zihlrate von 67.000 cps entspricht.

Dabei zeigte sich, daB die IRF bei Zihlraten von iiber

10.000 cps zunehmend verbreitert wird. Dieser Effekt be-
ruht darauf, dafl mit zunehmender Zihlrate die Wahrschein-
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Tabelle 2.3
Abhingigkeit der Halbwertsbreite der Systemfunktion der zeit-
korrelierten Einzelphotonenzihlung von der Zihlrate

Zahlrate | MeBzeit | Toizeit | FWHM der IRF
in cps ins in % in ps
51767 7 75 36.29
21350 17 52 35.02
10093 35 27 34.13
5809 57 16 33.48
3617 a0 11 32.10
17 293 3 33.89
444 680 1 32.85

lichkeit dafiir zunimmt, da3 der nichste Impuls in die Tot-
zeit fallt. Damit gehen vorrangig Ereignisse aus dem Ma-
ximum der Fluoreszenzverteilung verloren, was zu einer
Abflachung fiihrt, womit die FWHM der IRF von 32 ps
auf 36 ps zunimmt. Es ist moglich, Totzeitfehler der Mes-
sung bis zu einem gewissen Grad im Anschlufl numerisch
zu korrigieren (pile up rejection). Sollten allerdings hiufi-
ger Messungen mit hoher Zihlrate erfolgen, ist der Einsatz
eines schnelleren ADC vorzuziehen. Wir benutzten in die-
sem Fall einen ADC mit einer Umsetzzeit von 0.6 ps
(Intertechnique Modell 7600) oder die ,,single board™ SPC
300 von Becker und Hickl, mit dem Zihlraten von
250.000 cps ohne Impulsdeformation gemessen werden
konnten (Abb.2.17).

7. Dynamik und Rauschen

Ein wichtiger Parameter fiir die Qualitit eines Mef3verfah-
rens ist das Signal/Rausch-Verhiltnis (S/N). Aus der
Quantenstatistik des Lichtes folgt, dal} dic Standardab-
weichung der Zihlrate gleich der Wurzel der Zihlrate ist
(siehe Abb. 2.20). Die maximale Zihlrate, diec vom Ge-
samtsystem verarbeitet werden kann, ist etwa 10° cps. Bei
einer typischen MeBzeit von 500 s fiir eine Abklingkurve
aus 500 Punkten betrdgt damit die mittlere Intensitiit eines
Kanals 10° counts, was einer Standardabweichung von 10°
counts und ein S/N von ebenfalls 10° bedeutet. Die nume-
rische Analyse einer Abklingkurve ist in ihrem Verhalten
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beziiglich des Standardabweichung der einzelnen Kanile
mit einer Mittelung zu vergleichen. Eine numerische
Kurvenanpassung iiber 500 MeBkanile fiihrt zu einer Ver-
besserung des S/N fiir einen zu bestimmenden Kurven-
parameter um den Faktor 500'2 durch die Mittelung. Bei N
zu bestimmenden Parametern vermindert sich das S/N fiir
die Parameter um jeweils N'2. Werden zwei Parameter, eine
Abklingzeit und eine Amplitude, aus einer einzigen Mes-
sung bestimmt, erhidlt man somit ein apparatives Signal/
Rausch-Verhdltnis von maximal 1.6 x 10 Einen guten
Uberblick iiber die Problematik des Signal/Rausch-Verhilt-
nisses bei unterschiedlichen spektroskopischen Techniken
findet man bei Neumann [17].

Die Standardabweichung der MefigroBen wird in erster
Linie aber nicht durch diese prinzipiellen Grenzwerte des
MeBveriahrens bestimmt, sondern durch die Reproduzier-
barkeit aller relevanten Parameter. So wird die Standard-
abweichung der Amplitudenwerte in dominanter Weise vom
Fehler der Anregungsintensitit des Lasers bestimmt. Die
Drift der Intensitit kann innerhalb der zuvor angenomme-
nen MeBzeit von 500 Sekunden 0.3 bis 1 Prozent, bei fre-
quenzvervielfachter Strahlung 1 bis 5 Prozent, betragen.
Durch einen Referenzkanal, z. B. mit der in 2.2.2. beschrie-
benen Zweistrahlanordnung, kann dieser Fehler bis auf
seinen Linearititsfehler reduziert werden, der bei einer
Referenzdiode mit Verstirker und AD-Wandler bei etwa
0.1 Prozent liegt. Der Linearititsfehler der Intensitats-
messung bei einer Verdnderung der Anregungsintensitéit
liegt im Bereich von 0.5 Prozent. Die Standardabweichung
des Absolutwertes der Intensitit betrigt 2 Prozent (Lei-
stungsmesser Spectra Physics Modell 405).

Abb. 2.20 belegt die Abhingigkeit der Standardabweichung
von der Anzahl der counts pro Kanal. Die Messung erfolg-
te mit einer Wolframbandlampe mit zeitlich konstanter In-
tensitdt. Bei hohen Photonenzahlen gibt es eine leichte
Abweichung von Wurzelgesetz, die auf den zuséitzlichen
systematischen Fehler der differentiellen Nichtlinearitét

der SPC basiert. Diese relativen Fehler, die in Punkt 6 und
inAbb. 2.20 beschrieben wurden, sind unabhingig von der
Photonenzahl und iibersteigen bei hohen Zahlen die stati-
stischen Fluktuationen.

Die Standardabweichungen vonAbklingzeiten werden auch
von der Reproduzierbarkeit (Reinheit, Stabilitit) der Pro-
be bestimmt. Sie betragen bei einfachexponentiellen
Systemen zwischen etwa 1 und 5 Prozent und kdnnen, wie
Tabelle 2.4 zeigt, an der Grenze der Zeitaufldsung auch 10
bis 20 Prozent erreichen. Auf Fragen der Analyse mehrfach-
exponentieller Systeme wird in Abschnitt 2.4.3. eingegan-
gen.

Weil die Standardabweichung der counts eines MefBkanals
intensititsabhiingig und damit nicht fiir alle Kanile gleich
ist, kann in einer Abklingkurve oder ciner Serie von
Abklingkurven ein Dynamikbereich von mehr als fiinf Gro-
Benordnungen iiberdeckt werden. So betrigt im Maximum
der obersten Kurve von Abb. 2.21 mit 7x10° counts pro
Kanal die Standardabweichung 837 counts, wobei die un-
terste Kurve mit 7+2.6 counts pro Kanal noch iiber der
Nachweisgrenze liegt. Die numerische Anpassung der
Abklingkurve ergab eine Amplitude von (7.05+0.15) counts
(sieche Abb. 2.22). Diese Verbesserung korrespondiert gut
mit der oben gemachten Abschitzung, daB sich bei einer
Anpassung der Amplitude iiber 3.5 ns mit zirka 270 Kani-
len die Standardabweichung um etwa den Faktor 270" »
16 vermindern sollte . Die Amplitude der oberen Kurve in
Abb. 2.21 mit einer 10°-fachen MeBzeit von 3160 s betrigt
(699245+15) counts. Die ermittelte Abklingzeit aller Kur-
ven betrdgt einheitlich (765%5) ps.

Zu beachten ist, dal bei hohen Konzentrationen die Kine-
tik des Fluoreszenzabklingens durch den Effekte der
Reabsorption und Reemission verfilscht werden kann. Eine
Erhohung der Konzentration fiihrt phinomenologisch zu
einer VergroBerung der gemessenen Abklingzeit und zu
einer Zunahme nicht einfach-exponentieller Anteile. So

Substanz eigene Messung Literaturdaten
Losungsmittel | Abklingzeit in Abklingzeit in | Referenz
ps ps

Pinacyanol 12+2 11+2 Lois et al., 1988 [20]
Ethanol 131 Boens et al., 1990 [14]

10.1 Kume et al., 1992 [5]
Cryptocyanine 50.5+25 51£3 Boens et al., 1990 [14]
Azeton 50.1 Kume et al., 1992 [5]
Cryptocyanine 7 £3 81 +1 Boens et al., 1990 [14]
Ethanol 74.4 Kume et al., 1992 [5]
Rose Bengal 162 £ 6 160 £ 10 Spears et al., 1978 [21]
Wasser
Rose Bengal 775 +15 760 £ 20 Spears et al., 1978 [21]
Ethanol
Rose Bengal 965 + 20 980 + 30 Spears et al., 1978 [21]
i-Propanol
Rhodamine B 2900 + 35 2880 + 60 Lampert et al., 1983 [3]
Ethanol
Cresylviolett 3170 £ 25 3200 = 40 Ware et al., 1983 [22]
Methanol

Tabelle 2.4

Ubersicht der verwendeten Referenzsubstan-
zen im Vergleich mit ausgewdhlten Literatur-
daten.
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U0912R10 _mk
U0912RB. mk.
U0912R6 . mk.
09124, mk
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Abb. 2.2]

Mefserie der Fluoreszenz von Rose Bengal in Ethanol mit
Mefizeiten von 32.6 ms bis 3160 s; Anregung 420 nm, 82 MHz,
1.5 ps, 0.5 mW, Fluoreszenz 575 nm, 600 Mefipunkte mit 13.3 ps
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Abb. 2.22

Numerische Anpassung der untersten Fluoreszenzabklingkurve
aus Abb. 2.21 von Rose Bengal in Ethanol mit 31.6 ms Mef3zeit
und insgesamt 596 gezdhlten Photonen in linearer Darstellung.

muf fiir Farbstoffe wie Rhodamine B oder Cresylviolett,
bei Konzentrationen tiber 10 M mit einem mefRbaren Ef-
fekt gerechnet werden. Fiir Messungen in diesem Kon-
zentrationsbereich wurde von Sakai et al. [18] eine nume-
rische Modellierung der Abklingkinetik durch eine
Reihenentwicklung angegeben.

8. Zeitauflosung

Die Zeitachse der Vielkanalanalysatoren (MCA) wurde
routinemaBig mit Hilfe von elektrischen Verzogerungs-
leitungen (1 bis 64 ns) kalibriert, die vorher mit einem
6 GHz Sampling-Oszilloskop Tektronix TDS 820 ausge-
messen wurden. Eine unabhéingige optische Kalibrierung
erfolgte mittels Mehrfachreflektionen des Laserstrahls in
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einem Etalon bekannten Lichtweges. Die Richtigkeit des
Gesamtvorgangs von Messung und Auswertung wurde mit
verschiedenen Referenzsubstanzen bekannter Abklingzeit
durchgefithrt. Abb. 2.23 und Tubelle 2.4 (S. 35) zeigen die
gute Ubereinstimmung unserer Ergebnisse mit Literatur-
daten. Als Ubersicht iiber die in der Fluorometrie eingesetz-
ten Standards konnen die TUPAC-Empfehlungen dienen [19].

100
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Abb. 2.23

Grafische Gegeniibersiellung eigener experimenteller Ergebnis-
se t (exp) der Abklingzeiten von verschiedenen Referenzsubstanzen
mit ausgewdhlten Literaturwerten t (lit) von Tabelle 2.4 (8. 35).

2.2.6 Multiplex-Verfahren in der
zeitaufgelosten Fluoreszenzspektroskopie

Unter dem Begriff Multiplex-Verfahren versteht man die
Messung der Fluoreszenz mit gleichzeitiger spektraler und
zeitlicher Auflosung. Diese Mefitechnik gewann in den letz-
ten Jahren zunehmend an Bedeutung. Auf dem Gebiet der
photophysikalischen und photochemischen Grundlagen-
untersuchungen liefert dieses Verfahren auf hervorragen-
de Weise Informationen iiber Phanomene des Energie- und
Ladungstransfers sowie iiber Relaxationsvorginge und
Konformationsdnderungen in fluoreszierenden Systemen.
Daneben liefern diese quasi-dreidimensionalen Daten in-
teressante Ansatzpunkte fiir ihre analytische Applikation
in Form eines ,,Fingerprints* zur Identifizierung von Sub-
stanzen in komplexen Gemischen, wie zum Beispiel poly-
zyklische Aromaten in Oberflichengewiissern [23].

Quasi-Multiplex Methode

Bei diesem Verfahren benutzt man eine konventionelle
einkanalige Elektronik, vorzugsweise eine zeitkorrelierte
Einzelphotonenzihlung, in Kombination mit einem auto-
matisierten Fluoreszenzmonochromator. Die Abkling-
kurven werden sequentiell bei verschiedenen Emissions-
wellenldngen aufgezeichnet (siehe Abb. 2.24). Das von uns
benutzte System mit Lasern hoher Folgefrequenz und ei-
ner extrem schnellen Elektronik mit einer maximalen Zihl-
rate von 109 cps erlaubt MeBzeiten pro Wellenldnge im
Bereich von 0.5 bis 30 Sekunden. Damit liegt die typische
Gesamtzeit fiir eine Messung, in Abhéngigkeit von spek-
traler und zeitlicher Auflosung sowie Quantenausbeute und
Photostabilitit der Probe, bei 10 bis 100 Minuten. Aus der
Serie der Abklingkurven bei verschiedenen Wellenlingen
lassen sich softwaremiBig quasi-dreidimensionale ,,Fin-



Abb. 2.24

Zelit- und spekiralaufgeliste Messung eines Fluoreszenzstandards
Jiir die zeitaufgeliste Spektroskopie. Linke Bande: Fluoreszenz-
anregungsimpuls bei 420 nm mit einer durch die Nachweis-
elektronik begrenzten Halbwertsbreite von 45 ps, rechte Bande:
Fluoreszenzprofil von Rose Bengal 5 x 10°° mol/l in Wasser mit
der Abklingzeit von (162+6) ps

gerprints” oder auch zeitaufgeloste Spektren (DAS Decay
Associated Spectra) erstellen.

Echte Multiplex-Methoden

Eine interessante Moglichkeit wird seit etwa einem Jahr
von der Firma EuroPhoton angeboten. Dieses Verfahren
basiert auf einem Patent der Firma ELDI aus St. Peters-
burg fiir einen zweidimensionalen Mikrokanal-Photo-
multiplier. Ein auf die Photokathode auftreffendes Photon
erzeugt einen Impuls, der tiber eine vertikale und eine ho-
rizontale Elektrode durch spezielle Verzogerungsleitungen
abgegriffen wird. Durch die Berechnung der Zeitdiffe-
renzen und Summen beider Signale ist es moglich, Zeit-
punkt und Auftreffort des Photons auf der Kathode zu
bestimmen. Bildet man die Fluorezenz mit einem Poly-
chromator rdumlich auf den Photomultiplier ab, erhilt man
eine simultane zeitliche und spektrale Aufldsung [24]. Die-
ses System benétigt nur zwei handelsiibliche Diskriminato-
ren und einen speziellen Zweikanal-Analog-Digital-
Wandler, vorzugsweise mit integriertem Transputer zur
Summen und Differenzberechnung im schnellen on line
Betrieb. Die maximale Zeitauflosung betrigt zirka 90 ps
[24]. Die Ortsauflésung von 100 mm gestattet bei einer
Breite der aktiven Fliche von etwa 20 mm eine Untertei-
lung in 200 Wellenlingen-Kanile. Die spektrale Auflosung
ergibt sich aus der Wahl des Polychromators. Mit einer ty-
pischen Dispersion in der GroBenordnung von 10 nm/mm
fiir einfache Polychromatoren ergeben sich Werte um 1 nm
pro Kanal und 200 nm MefBbereich.

Eine andere Konfiguration wird von den Firmen Edinburgh
Instruments oder IBH Glasgow angeboten. Dort verwen-
det man ebenfalls einen Polychromator zur Abbildung der
Fluoreszenz auf einen Photomultiplier mit mehreren dis-
kreten elektrisch unabhingigen Kanilen (z. B. Mikrokanal-
Photomultiplier mit einer linearen 16-Kanal-Zeile). Jeder
Kanal benotigt einen separaten Diskriminator zur Impuls-
aufbereitung. Daran schlieft sich ein ,,Routing Modul* an,
das die Signale an den nachfolgenden gemeinsamen Zeit-
Amplituden-Wandler weiterleitet und dem zweidimensio-
nalen Vielkanal-Analysator (Dimensionen: Zeit und
Kanal=Wellenlinge) mitteilt, welchem Kanal das Signal
zugeordnet wird.

Mit Photomultiplier Arrays (z. B. 10 x 10 MCP-Array
Hamamatsu R4110U) sind auch Bildauswerteverfahren
(Fluorescence Imaging) mit Zeitaufldsung um 100 ps mog-
lich, fiir die es in der Biochemie oder Zellphysiologie
interessante Anwendungen gibt. Neben etablierten Herstel-
lern wie Hamamatsu findet man solche Geriteentwick-
lungen auch bei kleinen spezialisierten Firmen, wie Becker
& Hickl GmbH. Deren Einzelphotonenzihlung bietet die
Moglichkeit, mit einem speziellen Router und nur einem
einzelnen Diskriminator arbeiten zu kénnen, was im Ver-
gleich zu Edinburgh Instruments oder IBH mit mehreren
separaten Diskriminatoren erhebliche Hardwareeinspa-
rungen bedeutet.

Vergleich der verschiedenen Methoden

Der Vorteil der beiden echten Multiplex-Verfahren ist, das
im Prinzip alle Fluoreszenzphotonen des interessierenden
Wellenlidngenbereiches simultan ausgewertet werden kon-
nen. Damit kann die Mefizeit bei n-Kanilen gegeniiber
der sequentiellen Messung um den Faktor n verkiirzt wer-
den. Dieser Vorteil kann aber nur bei Proben mit geringer
Fluoreszenz oder bei Anregungsquellen mit geringer Folge-
frequenz, z. B. Blitzlampen mit kHz-Folgefrequenz, ge-
nutzt werden. Bei der Benutzung von modengekoppelten
Lasern mit hohen Folgefreuenzen (>70 MHz) wird die
maximale Zihlrate der Fluoreszenzphotonen in der Regel
durch die von allen Kanilen gemeinsam genutzten ADC
und MCA auf je nach Typ 10¢ bis 5x10° cps begrenzt. In
diesem Fall ergibt sich keine wesentliche Verkiirzung der
MeBzeit gegeniiber dem sequentiellen Verfahren.

Ein Vorteil des sequentiellen Verfahrens besteht in der we-
sentlich grofieren Wahlfreiheit der spektralen Messung. Mit
einem programmgesteuerten Monochomator kénnen so-
wohl Wellenléngenbereich und Schrittweite als auch Auf-
l16sung (Spaltbreite) frei gewihlt werden. Durch die Ver-
wendung eines Polychromators (Spektrograph) bei den
echten Multiplex-Verfahren ist die Wahl des Wellenldngen-
bereiches und der Auflosung nur durch einen Gitterwechsel
moglich. Daneben ist dic Anzahl der Kanile hardwaremiBig
fixiert. Die 200 Kaniile bei EuroPhoton sollten in der Re-
gel ausreichend sein, wihrend die 16 Kanile bei IBH fiir
eine echte Spektroskopie unzureichend sind. Ein weiterer
Nachteil von echten Multiplex-Verfahren besteht darin, daBl
die notwendigerweise zu benutzenden Polychromatoren
eine erheblich schlechtere Streulichtunterdriickung als Mo-
nochromatoren besitzen. Daneben wachsen die Hardware-
kosten der Elektronik bei IBH mit ihren 16 oder auch mog-
lichen 64 Diskriminatoren auf unverhiltnismiBige Weise.

Auf der anderen Seite stellt das IBH-Baukastensystem eine
sehr gute Losung fiir zeitaufgeldste Messungen der Fluo-
reszenzanisotropie dar, bei der nur zwei optisch symmetri-
sche Kanile mit senkrechter und paralleler Polarisation mit
zwei Monochromatoren und zwei Photomultipliern betrie-
ben werden miissen. Der Ansatz der Firma EuroPhoton ist
meBtechnisch sehr interessant und vielversprechend, da mit
vertretbarem Aufwand gute spektrale und zeitliche Aufls-
sungen erreicht werden konnen. Bei ersten gemeinsamen
Testmessungen mit den Firmen EuroPhoton und dem La-
ser Labor Adlershof (LLA) im Herbst 1994 erwies sich das
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System als technisch noch nicht ausgereift genug, um im
jetzigen Stadium fiir eine breite Anwendung empfohlen
werden zu konnen.

Generell 148t sich zusammenfassen, das die gegenwiirtig
kommerziell verfiigbaren echten Multiplex-Methoden mit
vertretbarem Aufwand entweder fiir stéindig gleichbleibende
Anwendungen mit geringerer Kanalzahl, zum Beispiel fiir
Aufgaben der ProzeBkontrolle oder in etwas abgewandel-
ter Form fiir die Polarisationsspektroskopie von wachsen-
dem Interesse sind. Fiir Applikationen, bei denen wech-
selnde spektrale Anforderungen gestellt und hauptséichlich
Laser mit hohen Folgefrequenzen benutzt werden, ist das
sequenticlle Messen des Fluoreszenzabklingens bei ver-
schiedenen, mit einem Monochromator frei wihlbaren
Wellenldngen und spektralen Auflésungen, die bessere, weil
flexiblere und preiswertere Lisung.

2.3 Methodischer Ablauf von
Messung und Auswertung

2.3.1 Messung

Die Durchfiihrung einer Messung der zeitaufgeldsten
Laserimpulsfluorometrie ist ein komplexer Vorgang, be-
stehend aus einer Reihe von Einzelschritten. Die zu erwar-
tenden Ergebnisse bestimmen im Rahmen von Vor-
iiberlegungen die technische Auslegung der Apparatur in
ihren Moglichkeiten verschiedener Varianten. Diese Uber-
legungen beginnen bei der Auswahl von Anrcgungs-
wellenldnge und Intensitét und der daraus folgenden Kon-
figuration der Anregungslaser (Kap. 2.2.1.). Es wird
vorausgesetzt, dall Absorptions- und Fluoreszensspektren
der Probe durch vorherige Messung mit iiblichen statischen
Spektrometern bekannt sind, sodaB ein optimaler Kon-
zentrationsbereich und die Wellenlidngen fiir Anregung und
Emission vorher festgelegt werden kénnen.

Fragen der notwendigen Zeitauflosung oder auch Proben-
menge bestimmen zum Beispiel die Art der Kiivette. GroB-
volumige Kiivetten bedeuten mehr Analyt und damit eine
hohere Signalintensitit bzw. Empfindlichkeit aber auch eine
etwas schlechtere Zeitauflsung (Kap. 2.2.5.3.). Ahnliches
gilt fiir die optimale Auswahl des Monochromators und die
einzustellende Kanalbreite (ps pro Kanal) sowie Kanalan-
zahl und damit Zeitauflosung der Elektronik (Kap 2.2.5.).
Als Richtwert kann gelten, daf3 etwa 50 bis 100 Kanile pro
»lau* geniigen, den Zeitverlauf gut abzubilden. Das be-
deutet, bei einer Probe mit einer zu erwartenden Abkling-
zeit von Tau = 1 ns geniigt eine Kanalbreite von etwa 10 ps
( 1 ns/ 100 ). Eine hohere Kanalzahl wiirde bei gleichblei-
bender Gesamtmefzeit die Anzahl der Counts pro Kanal
und damit das Signal/Rausch-Verhdltnis unnotig vermin-
dern.

Das registrierte Gesamtsignal einer Abklingkurve besteht
nicht nur aus der Fluoreszenz des Analyten. Es enthilt im-
mer auch den Dunkelimpuls des Photomultipliers sowie
moglicherweise Streulicht des Anregungslasers, Fluores-
zenz der Matrix, z. B. Losungsmittel und Reste des Um-
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gebungslichtes. Zur Bestimmung der Fluoreszenz muf3 die
Messung ohne Analyten, bei ansonsten gleichen Bedingun-
gen wiederholt werden. In einzelnen Fillen, z. B. bei Pro-
ben mit starker Fluoreszenz und geringer Streuung, gentigt
auch eine Messung des reinen Dunkelsignals des Pho-
tomultipliers. Das Ergebnis der zweiten, der Untergrund-
messung ist von der ersten Messung des GesamtmeDBsignals
abzuziehen.

Da die Fluoreszenz des Analyten im Zeitbereich der Dauer
des Anregungsimpulses von diesem beeinflufit, mit ihm
gefaltet ist (Details siehe 2.3.3), muf} der Anregungsim-
puls der Fluoreszenz ebenfalls gemessen werden. Dabei
ist mit groBter Sorgfalt darauf zu achten, daB alle, die Zeit-
auflosung beeinflussenden Parameter, wie Probenort und
-charakter, Abbildungsgeometrie und Spaltbreite des
Monochromators, im Vergleich zur Messung der Fluores-
zenz unverdndert bleiben. Als Probe zur Messung der
Systemfunktion IRF eignen sich nicht fluoreszierende,
streuende Medien gleicher optischer Dichte bei der An-
regungsintensitit wie die der Analyt, wie zum Beispiel eine
Dispersion von Glycogen (CAS-Nr. [9005-79-2]) in Was-
ser. Dabei ist die Tatsache zu beachten, daB die bei einer
anderen Wellenlinge als die Fluoreszenz gemessene IRF
apparative Fehler enthalten kann (z. B. ,,Color-Shift* von
Monochromatoren und Photomultipliern).

Eine andere Moglichkeit besteht in der indirekten Messung
der IRF iiber eine Vergleichsprobe, von der man die Ab-
klingzeit kennt oder zumindest weil3, daB ihr Abklingen
einfachexponentiell ist. Dazu bendtigt man eine Substanz,
die bei den selben Wellenldngen angeregt wird und fluo-
resziert wie der Analyt. In diesem Fall kann aus der ge-
messenen Abklingkurve die Systemfunktion rekonstruiert
werden oder implizit zur Analyse der unbekannten Kinetik
des Analyten herangezogen werden. Dieses Verfahren ist
unter den Namen ,,reference convolution® oder ,,delta func-
tion convolution® bekannt [25, 26, 27]. Insbesondere bei
photophysikalischen und photochemischen Grundlagen-
untersuchungen mit maximaler Zeitaufldsung konnte die-
se Methode mit Erfolg eingesetzt werden [14].

Das Verfahren wurde auch von uns getestet, wobei auch
eine Programmierung des entsprechenden numerischen
Verfahrens erfolgte. Auf Grund des hohen, oft kaum zu rea-
lisierenden Aufwandes, fiir jeden potentiellenAnalyten eine
geeignete Referenzsubstanz mit exakt monoexponentiel-
lem und moglichst kurzem Fluoreszenzabklingen vorzu-
halten, und der Tatsache, dab fiir analytische Anwendun-
gen nur selten die ultimative Zeitauflosung benétigt wird,
wandten wir im allgemeinen das konventionelle Verfahren
der Messung des IRF mittels Lichtstreuung an. Dabei ist
von Vorteil, daB die Wellenldngenfehler bei Nutzung von
subtraktiven Doppelmonochromatoren und neuesten Mi-
krokanal-Photomultipliern so gering sind, dalB sie software-
méBig (,,Channel-Shift“-Verfahren) weitestgehend kompen-
siert werden konnen.

Auf Grund der differentiellen Nichtlinearitit der Elektro-
nik der zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlung ist es, wie
in Kapitel 2.2.5.6. beschrieben, nétig die MeBkurven dies-



beziiglich zu korrigieren. Dazu wird bei identischer Ein-
stellung der Elektronik, bei gleicher Wellenldnge und
vergleichbarer Zahlrate das Signal einer Lichtquelle zeit-
lich nicht korrelierter Photonen, z. B. Tageslicht oder cw-
Halogenlampe, aufgezeichnet. Die Kurven der Fluoreszenz
und der Systemfunktion werden im Anschluf} durch diese,
iblicherweise auf 1 normierte Korrekturkurve geteilt.

Zusammenfassend beinhaltet eine Messung die folgenden

Einzelschritte:

A - Messung des Gesamtsignals von Fluoreszenz und
Untergrund SIG

B - Messung des Untergrunds UGR

C - Messung der Systemfunktion SYS

D - Messung der Korrekturkurve KOR

E - Berechnung der korrigierten Fluoreszenz FLU =
(SIG - UGR)/KOR

F - Berechnung der korrigierten Systemfunktion IRF =
(SYS - UGR)/KOR

G - Numerische Entfaltung von FLU und IRF zur Bestim-
mung der Parameter der Kinetik, Abklingzeiten TAU,
und Amplituden AMP, des Fluoreszenz Analyten (Ab-
schnitt 2.3.3.) TAU, & AMP, = Entfaltung (FLU &
IRF).

Innerhalb von MeBserien brauchen der Untergrund UGR,
die Korrekturkurve KOR und eventuell auch die System-
funktion SYS nur jeweils einmal gemessen zu werden, was
den Gesamtaufwand der Messungen verringert. Wie be-
reits zuvor erwiihnt, kann man mit einer typischen MeBzeit
einer Einzelmessung, z. B. SIG, von 1 bis 10 Minuten rech-
nen. Der angegebene Algorithmus gilt sowohl fir Messun-
gen mit der SPC im Pikosekundenlabor, als auch sinnge-
miif} fir Messungen im Nanosckundenlabor mit Sampling-,
Boxcar- oder Echtzeitverfahren.

2.3.2 Daten und Software

Nachdem im vorigen Abschnitt der prinzipielle Ablauf von
zeitaufgeldsten Messungen und deren Auswertung gezeigt
wurde, soll nun ein Uberblick iiber die insgesamt cinge-
setzte und speziell entwickelte Software gegeben werden.
Es war notig, Software unter spezieller Beriicksichtigung
der Aufgaben des Projektes zu entwickeln. Die Vielzahl
eingesetzter MeBverfahren und Gerite erforderte spezielle
Programme zur Konvertierung der spektroskopischen Da-
ten.

Fir die nichtlineare numerische Modellierung der Fluor-
eszenzkinetik gibt es einige kommerzielle Programmpa-
kete, die von Firmen zu ihren Komplett-Gerdtesystemen
angeboten werden (z. B. IBH Glasgow). Bei einem Einzel-
kauf der, in numerischen Details nicht nachvollziehbaren,
Black-Box-Software, belaufen sich die Kosten auf deut-
lich tiber 10.000 DM. Da in der Arbeitsgruppe von Dr. Stahl
bereits jahrelange Erfahrungen bei der Entwicklung und
Anwendung derartiger Software vorlagen, wurden die be-
reits vorhandenen Programme insbesondere unter dem
Aspekt der analytischen Anwendbarkeit weiterentwickelt.
Neben der Transparenz der eingesetzten Numerik erwuchs
daraus auch die Moglichkeit der stindigen Aktualisierung

und Modifikation der Software nach Nutzerwiinschen. Ver-
gleiche mit Programmen anderer Arbeitsgruppen im Raum
Berlin ergaben gute Ubereinstimmungen der Ergebnisse der
Modellierung.

Programme zur numerischen Modellierung spektrosko-
pischer Daten
DECAMAX: Programm zur Numerische Modellierung
(Entfaltung) der Daten der zeitaufgelOsten
Fluoreszenzspektroskopie, Bestimmung von
Fluoreszenzabklingzeiten und Amplituden
mit Methoden der nichtlinearen Optimie-
rung, (genaueres siehe Abschnitt 2.3.3)
Beispiel: Abb. 2.22
APROMAX: Programm zur numerischen Modellierung
von Fluoreszenz- oder Absorptionsspektren,
Approximation von Spektren durch Banden
unterschiedlicher spektraler Form (GauB,
Lorenz oder Mischformen) und Bestimmung
von Position, Halbwertsbreite und Ampli-
tude der Banden mit unterschiedlichen Op-
timierungsverfahren (,,Singular Value De-
composition”, Marquard-Levenberg, Polytop
oder Simplex [36])
Beispiel: Abb. 3.4

Einfache Analyse und Priisentation

SHOWMAX: Prisentation und Kurvenarithmetik von
Abklingkurven und Spektren, gemeinsame
Auswertung und Darstellung auch bei unter-
schiedlichen Schrittweiten und MeBberei-
chen, Import der Datenformate der Mef3sy-
steme der zeitaufgelosten Spektroskopie
(MCA von Ortec, InterPC und Becker &
Hickl, Oszilloskope von Tektronix, Hewlett
Packard und ZWG); Beispiel: Abb. 2.3

DRAWMAX: Programm zur 3D-Darstellung von zeit- und
spektralaufgelosten Messungen. Grafische
Darstellung von Serien von Abklingkurven
in Abhingigkeit vom Scharparameter Wel-
lenldnge und deren Umwandlung in zeitauf-
geldste Spektren (Decay Associated Spect-
ra - DAS) sowie deren Prisentation. Anzahl
der MeBpunkte pro Kurve 4000, Anzahl der
Kurven pro Serie unbegrenzt, grafische Auf-
16sung 25.600 x 19.200 Pixel
Beispiel: Abb. 2.24

Programme zur Geritesteuerung

WAVEMAX: System zum Messen statischer Fluoreszenz-
oder Transmissionsspektren mit dem Piko-
sekunden-Laserspektrometer. Schrittmotor-
steuerung der Emissionsmonochromatoren
sowie statische Einzelphotonenzihlung. Zwi-
schen statischen oder zeitaufgeldsten Mes-
sungen kann rein softwaremifig gewechselt
werden. Messen von Serien von Abkling-
kurven mit verdnderlicher Emissionswel-
lenlinge, siche DRAWMAX.
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TRANSMAX: System zur Fluoreszenzspektroskopie mit
ms-Zeitauflosung in Form eines Transienten-
recorders zur Ergéinzung der Nanosekunden-
Laserapparatur. Das System basiert auf ei-
nem 12bit-Analog-Digital-Wandler mit 10 ps
Umsetzzeit. Die Steuerung erlaubt Hard-
oder Softwaretriggerung sowie eine Pre-
Trigger-Aufzeichnung. Die Messung kann
im EinzelschuB oder akkumulierend erfol-
gen. Beispiel: Abb. 2.6

TEKMAX: Programm zur Kopplung des digitalen

Sampling-Oszilloskopes Tektronix TDS 820

iiber den GPIB-Bus (IEEE-488.2) mit einem

IBM-kompatiblen PC. Es erlaubt die Steue-

rung des Oszilloskopes sowie den Transfer

der MeBdaten und deren Speicherung im

Format DECA oder als ASCII-Tabelle. Das

Programm basiert auf der Entwicklungs-

umgebung LabWindows fiir DOS von Na-

tional Instuments. Beispiel: Abb. 3.12

Datenkonvertierung
CONMAX: Programm zum Lesen und Scheiben von
Dateien der Formate: APRO, JCAMP, CP/
M-Specord, ASCII-Tabelle, Excel, Origin
und TechPlot. Konvertieren von Spektren mit
Wellenlidngen- und Wellenzahl-Skalen.
MCON: Programm zur Konvertierung der internen
Datenfelder des digitalen Sampling-Oszil-
loskopes und Boxcar-Integrators MFA 105
im Nanosekundenlabor in eine DECA-Datei
(Turbo Pascal unter CP/M).

Die Analyse der Spektren bezieht sich auf die Bestimmung
von Form, Lage und Halbwertsbreite von Banden, Inte-
gration von Wellenldngenbereichen z. B. zur Bestimmung
von Fluoreszenzquantenausbeuten. Der vereinfachte Ide-
alfall sind isolierte Banden. Im Normalfall besteht ein Spek-
trum aus der Uberlagerung verschiedener Komponenten,
die jeweils auch aus mehreren Banden zum Teil unterschied-
licher Form bestehen konnen. Die quantitative Beschrei-
bung dieser Spektren erfordert einen hohen numerischen
Aufwand, der mit dem von Entfaltungsroutinen der
Fluoreszenzkinetik vergleichbar ist.

Unterschiedliche Geréitehersteller benutzen unterschiedli-
che Datenformate zur Speicherung der gemessenen Spek-
tren. Deshalb wurden Konvertierungsroutinen fiir das Pro-
gramm CONMAX geschrieben, die die verschiedenen
Datenformate importieren und exportieren kénnen, sowie
in ein gemeinsames Format APRO umwandeln. Auf dieses
gemeinsame Spektrenformat APRO konnen die Analyse
und Prisentationsprogramme APROMAX, DRAWMAX und
SHOWMAX zugreifen (siehe Abb. 2.25). Eine vergleich-
bare Situation herrscht bei den Apparaturen zur Messung
von Abklingkurven. Jeder Gerétehersteller benutzt spezi-
elle Datenformate. Deshalb wurden Moglichkeiten geschaf-
fen, diese Daten in ein gemeinsames Format DECA umzu-
wandeln. Dieses Format kann von den speziellen Analyse-

28

Prasentations- Datenformate  Konvertierungs- Melsysteme
und Analyse- programme Spezialformate
programme

Abb. 2.25

Schema der benutzten Software und Datenformate (Eigenentwick-
lungen fett umrandet)

und Prisentationsprogrammen genutzt werden. Auf die Pro-
blematik der numerischen Modellierung von Abklingkur-
ven wird im folgenden Abschnitt eingegangen.

Alle Programme der xyzMAX-Serie sind in der Lage, Gra-
fiken auf EPSON-kompatiblen Nadeldruckern, HP-kom-
patiblen Laserdruckern sowie HPGL-Plottern darzustellen
oder als HPGL-File zur Weiterbearbeitung durch beliebige
kommerzielle Grafikprogramme zu exportieren.

2.3.3 Numerische Analyse von
Fluoreszenzabklingkurven

Die numerische Analyse von Fluoreszenzabklingkurven
zur Bestimmung von analytisch (z. B. Konzentration) oder
photophysikalisch (z. B. Fluoreszenzlebensdauer) relevan-
ten Parametern ist ein sehr komplexes Problem, daB in die-
sem Rahmen nur in seinen fundamentalen Schritten behan-
delt werden kann.

Die gemessene Fluoreszenzabklingkurve FLU(A,, , ) ist
eine Funktion der Emissionswellenldnge A_,, und der Zeit t.
Sie entsteht aus der Faltung der Instrument-Respons-Funk-
tion IRF (Anregung der Fluoreszenz und Charakterisie-
rung der Apparatur) und der Fluoreszenz-Delta-Funktion
FDF, die das Verhalten der Probe beschreibt.

FLUQO,, ) = [ IRFQ_ A, t') FDE(t-t') dt’

EM’?
Die Instrument-Respons IRF ist eine Funktion der
Anregungs- und Emissionswellenlingen A, und A, so-
wie der Zeit t. Die Fluoreszenz-Delta-Funktion FDF be-
schreibt die ,,Antwort™ der Probe auf eine ideale deltafor-
mige Anregung. Diese Funktion beschreibt das Verhalten
der Probe und kann im einfachsten Fall eines isolierten
Zwei-Niveau-Systems ein einfachexponentielles Abklingen
S€in.



FDF(1) = aexp(-t/T)

Dabei ist 1 die Strahlungslebensdauer des angeregten Zu-
standes und a eine Amplitude die mit der Anzahl bzw. der
Konzentration der strahlenden Spezies korreliert. Reale
Proben erfordern in der Regel kompliziertere Modell-
funktionen. Das konnen bei nicht wechselwirkenden Mi-
schungen Summen von Exponentialausdriicken sein.

FDF(t) = Z a exp(-t /t).

Komplexere Mehrniveausysteme erfordern jeweils spezi-
elle Funktionsansitze [28, 15]. Neben diskreten Abkling-
zeiten oder Ratenkonstanten konnen auch stetige
Verteilungsfunktionen von Parametern berechnet werden.
Fiir die Analyse von Mefserien mit Scharparametern wie
Emissionswellenlidnge oder Temperatur, gibt es globale
numerische Ansitze, die die Anzahl unabhingiger Para-
meter reduzieren [29, 30].

Die MeBgroBen IRF und FLU besitzen in Abhéingigkeit des
MeBprinzips zufillige Fehler mit unterschiedlichen
Verteilungsfunktionen. Aus dem Prinzip des Photonen-
zihlens folgt eine Poisson-Statistik, bei der die Standard-
abweichung s des MeBpunktes i gleich der Wurzel der ge-
zéhlten Photonen ist, o, = Ni“2 (siche Abb. 2.20). Bei
anderen MeBverfahren, zum Beispiel Boxcar oder
Sampling, liegt eine GauBBverteilung der Mefifehler vor. Die
Kenntnis der Meffehler ist von entscheidender Bedeutung
zur Bewertung der Qualitit der Ergebnisse der Gesamt-
auswertung.

Die Aufgabe der numerischen Verfahren besteht in der
Entfaltung, das heifit in der Berechnung der Parameter der
Modellfunktion FDF aus den MeBgroBen des Fluoreszenz-
abklingens FLU und der Instrument-Response IRF. Dafiir
wurde eine Reihe verschiedener Methoden entwickelt. Die
heute am weitesten verbreitete Methode ist die ,,Iterative
Riickfaltung®. Daneben wurden auch die ,Momenten-
methode™ oder Laplace-Transformationen benutzt. Einen
guten Uberblick dazu findet man bei Demas [31] und
O’Connor [32]. In den letzten Jahren wurde dazu noch das
»Maximum Entropie Verfahren® eingefiihrt [33, 34].

Das Prinzip der iterativen Riickfaltung besteht in der Opti-
mierung der Parameter p der Modellfunktion, so dal} die
Abweichung von MeBfunktion FLU und synthetisch ge-
falteter Kurve SYN minimal wird

SYN(t,p) =] IREQ_ A, t') FDE(t-t',p) dt’.

EM?
Die Bewertung der Ubereinstimmung von SYN und FLU
erfolgt nach dem Kriterium der kleinsten Fehlerquadrate
und dem % - Test

x* =%, { [1/6]? [FLU(t) - SYN(t, p)I* }.

Bei einer Globalanalyse wird die Summe der y>-Werte je-
der einzelnen MeBkurve innerhalb einer Kurvenschar mi-
nimiert.

Fiir die nichtlineare Optimierung der Parameter p fiir ein
minimales ¥ gibt es unterschiedliche mathematische Ver-
fahren, die generell auch fiir andere nichtlineare Opti-
mierungsaufgaben eingesetzt werden [35]. Wir benutzten
den Polytop- oder Simplex-Algorithmus in einer Imple-
mentation aus [36]. Dieses Verfahren besitzt eine hohe Sta-
bilitat gegeniiber lokalen Minima, erfordert keine analy-
tische Ableitungen FDF und kann daher fiir beliebig
komplexe Modellfunktionen angewandt werden. Daneben
findet man hiufig das Marquard-Levenberg- Verfahren [35,
37], das sich durch seine hohe Konvergenzgeschwindigkeit
auszeichnet.

Ein entscheidendes Problem bei der Entfaltung von Fluo-
reszenzabklingkurven besteht darin, daB die Instrument-
Respons IRF(A, A, ) bei der Emissionswellenldnge A,
bestimmt werden miiite. Diese GroBe ist im allgemeinen
nicht mefibar, da dazu die Anregungsquelle (Laser) von
der Anregungs- auf die Emissionswellenlidnge umgestellt
werden miiite, ohne dessen Impulsform zu verdndern. Als
Ersatz kann man die IRF bei der Anregungswellenlinge
A;, messen. Durch die in Abschnitt 2.2.5 beschriebenen
Effekte, wie den ,,Color-Shift des Empfangersystems ist
Jjedoch IRF(A, A, ) # IRF(A A ). Zur Kompensation die-
ses Fehlers sind verschiedene Verfahren gebriduchlich [38,
13]. Bei geringer Wellenlingenabhdngigkeit der Instru-
ment-Respons geniigt oft das ,,Channel-Shift“-Verfahren.
Fiir maximale Zeitauflosung bei Grundlagenuntersuchun-
gen empfiehlt sich das Referenzfaltungsverfahren [14] (sie-
he auch Absatz 2.3.1.).

Zur Bewertung der Ergebnisse gibt es neben dem Wert von
x* weitere numerische und grafische Kriterien [38], wie
den F-Test, den Durban-Watson-Test, den ,,Ordinary Run
Test™ oder Autokorrelationsanalysen, auf deren Mathema-
tik in diesem Rahmen nicht eingegangen werden kann.

Fiir die numerischen Modellierung der MeBwerte gibt es
eine Reihe von leistungsfihigen Programmen von verschie-
denen Geriteherstellern oder Arbeitsgruppen in For-
schungseinrichtungen. Diese Programme wurden in der
Regel fiir die Bearbeitung von photophysikalischen Grund-
lagenuntersuchungen entwickelt und besitzen eine hohe
Komplexizitdt und oftmals auch umsténdliche Bedienung,
die auch fiir Spezialisten einen hohen Aufwand der Einar-
beitung verlangt. Typische Vertreter dieser Kategorie sind
die Software ,,Globals Unlimited” vom Laboratory for
Fluorescence Dynamics, University of Illinois at Urbana-
Champaign, USA oder das Programmpaket der Firma IBH
Consultants Limited, Glasgow, GroBbritannien.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen des vorliegenden
Projektes das Programmpaket DECAMAX von U. Stahl
insbesondere unter dem Aspekt der Anwendung in der
Analytik weiterentwickelt. Das Programm zur iterativen
Riickfaltung basiert auf dem numerisch sehr zuverlissigen
Polytop-Verfahren mit einer ,,Channel-Shift-Technik so-
wie einer Untergrundkorrektur. Zur Analyse von Daten aus
MeBsystemen mit hoher Folgefrequenz kénnen zyklische
Startwerte benutzt werden. In Abhéngigkeit des MeBver-
fahrens kann eine Poisson- oder GauBstatistik gewahlt wer-
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den. Der interaktive Charakter des Programms ermoglicht
eine einfache Bedienung. Ein integriertes Archivsystem
ermoglicht die Verwaltung analytisch relevanter Daten.
Mehrere Vergleiche mit der oben genannten kommerziel-
len Software erbrachten eine gute Ubereinstimmung der
Ergebnisse.

2.4 Qualitativer und quantitativer
Nachweis von Substanzen durch
Messung der zeitaufgelosten
Fluoreszenz

2.4.1 MefigroBen der Impulsfluorometrie zur
Bestimmung von Stoffkonzentrationen

Bevor der Zusammenhang zwischen Mef3groBe und Stoff-
konzentration betrachtet wird, sollen zunéchst die verschie-
denen MeBgroBen der zeitaufgeldsten Fluoreszenz, die zur
Stoffkonzentration in Beziehung gesetzt werden konnen,
diskutiert werden.

Die einfachste Moglichkeit ist die Summierung aller Pho-
tonen withrend des Fluoreszenzabklingens (Fliche unter
dem Fluoreszenzimpuls). Diese MeBgrofle kann in zwei
Fillen zur Konzentration des Analyten in Beziehung ge-
setzt werden.

— Keine andere Substanz triigt zur Fluoreszenz oder Streu-
ung bei. In diesem Fall ist die MeBgrofie proportional
zur Konzentration des Analyten, wenn keine konzen-
trationsabhingige Fluoreszenzloschung auftritt.

— Die Fluoreszenz des Analyten ist durch ihre Abkling-
kinetik nicht von der Fluoreszenz anderer Substanzen
zu unterscheiden. In diesem Fall ergibt sich eine Eich-
kurve mit einem Blindwert, der die Nachweisgrenze des
Analyten wesentlich beeinflufit (siche unten).

Die Summe aller Photonen entspricht der kontinuierlich
(d. h. ohne Zeitauflosung) erfaten Fluoreszenz. Der Vor-
teil einer zeitaufgelosten gegeniber einer kontinuierlichen
Erfassung der Fluoreszenz besteht im hoheren Signal-
Rausch-Verhiltnis. Dies resultiert aus der Tatsache, daB das
Dunkelrauschen nur wihrend des erfaBten Zeitbereiches
registriert wird und damit (in Abhingigkeit von der Folge-
frequenz des anregenden Lasers) deutlich unter dem Rau-
schen einer kontinuierlichen Messung liegt.

— Die gweite Méglichkeit ist die Summierung der Photo-
nen in einem bestimmten Zeitintervall wihrend des
Fluoreszenzabklingens. Diese Variante ist dann sinn-
voll, wenn die Fluoreszenz des Analyten eine deutlich
unterschiedliche Abklingzeit besitzt als die Fluores-
zenz und/oder Streuung anderer Substanzen. Das Zeit-
intervall wird so gewihlt, daB einerseits der Anteil der
Photonen von anderen Substanzen moglichst gering ist
(kleiner Blindwert), andererseits aber noch méglichst
viel von der Fluoreszenz des Analyten erfalit wird (gro-
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Bes Signal-Rausch-Verhiltnis). Diese Methode wurde
beispielsweise von Basile et al. [39] bei der Kalibrie-
rung eines neuen zeitaufldsenden Fluorometers benutzt.

— Die drirte Moglichkeit ist die Bestimmung der Ampli-
tude einer Abklingkomponente durch Entfaltung der
MeBkurve. Diese Amplitude ist, wenn bei der Entfal-
tung aller MefBkurven die gleichen Abklingzeiten vor-
gegeben werden, ein Maf fiir die Konzentration einer
bestimmten Substanz. Diese Methode mufl immer dann
verwendet werden, wenn der Fluoreszenz des Analyten
andere Fluoreszenzen mit lingeren Abklingzeiten tiber-
lagert sind. Sie gestattet die quantitative Analyse von
Vielkomponentengemischen, insbesondere auch wenn
die einzelnen Komponenten sich nur wenig in ihren
Spektren unterscheiden und somit spektral nicht ge-
trennt werden konnen [40]. Ein weiterer Vorteil dieser
Methode ist, daBl eine eventuell auftretende konzen-
trationsabhiingige Fluoreszenzldschung keine Rolle
spielt, da diese sich nur in der Abklingzeit und nicht in
der Amplitude niederschligt. Im Abschnitt 3.1. ist die-
ses Vorgehen am Beispiel der Bestimmung von Mi-
schungen niedermolekularer Aromaten (BTX) in Was-
ser beschrieben. Der Bestimmung von Amplituden sind
dann Grenzen gesetzt, wenn mehrere Abklingkompo-
nenten mit dhnlichen Abklingzeiten auftreten, so dafl
die Entfaltung keine eindeutigen Ergebnisse liefert.

2.4.2 Qualitativer Nachweis — die untere
MeBgrenze

2.4.2.1 Definition und Einflufaktoren:

Die untere MeBgrenze (auch kritischer Wert der Mefgrenze)
bezeichnet die kleinste Konzentration eines Stoffes, die
qualitativ nachgewiesen werden kann, d. h., daf} der ent-
sprechende MeBwert signifikant groBer ((iblicherweise um
das halbe Prognoseintervall) als der Blindwert (MeBwert
einer Probe, die den Analyten nicht enthlt) ist. Dement-
sprechend wird die untere MeBgrenze durch die Grofie und
die Schwankungen des Blindwertes bestimmt. Bei Fluo-
reszenzmessungen resultiert der Blindwert aus der Fluo-
reszenz von Verunreinigungen, der Streuung (Rayleigh- und
Raman-Streuung) an Losungsmitteln und Verunreinigun-
gen sowie dem Rauschen. Welche der drei Groéfien den
Blindwert bestimmt, hingt sowohl von der zu bestimmen-
den Substanz als auch von den verwendeten MeB3- und Aus-
wertungsmethoden ab.

Verunreinigungen:

Bei entsprechend empfindlichen Nachweismethoden fiir die
Fluoreszenz (zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung) wur-
de von uns in jedem (selber nicht fluoreszierenden) L&-
sungsmittel Fluoreszenz beobachtet. Dies stimmt mit den
Beobachtungen von Haugen und Lytle [41] iiberein. Da
die Verunreinigung der Losungsmittel mit rot fluoreszie-
renden Substanzen deutlich geringer ist als mit solchen,
die im UV- oder blauen Spektralbereich fluoreszieren, ist
es zweckmiBig, die apparativ bedingten Nachweisgrenzen
im roten Spektralbereich zu untersuchen. Dazu haben wir



den Farbstoff Cresylviolett in Methanol verwendet, der auch
als Fluoreszenzstandard (¢,=0,54) fiir den roten Spektral-
bereich vorgeschlagen wurde [42]. Selbst in diesem
Spektralbereich zeigte sich, daB die untere Mefgrenze bei
Messungen mit der Picosekunden-Apparatur durch die
Fluoreszenz von Verunreinigungen des Losungsmittels
bestimmt wird (siehe Abb. 2.27).

Streuung:

Bei kleinen Analyt-Konzentrationen wurde sowohl Ray-
leigh- als auch Raman-Streuung beobachtet. Die beiden
Arten der Streuung konnen nur durch ihre spekirale Ver-
teilung und nicht durch den zeitlichen Verlauf unterschie-
den werden. Auch durch die Verwendung von Doppel-
chromatoren konnte die Streuung nicht vollig unterdriickt
werden, da fiir den Nachweis sehr schwacher Fluoreszen-
zen mit relativ groBen spektralen Bandbreiten gearbeitet
werden muf (wir haben 18 und 24 nm Spaltbreiten benutzt).
Abb. 2.26 zeigt das Verhiltnis von Fluoreszenz und Streu-
ung fiir zwei Konzentrationen von Cresylviolett, das mit
Picosekunden-Impulsen angeregt wurde. In diesem Fall
konnen Streuung (peak am Beginn der MeBkurve, Halb-
wertsbreite 35 ps) und Fluoreszenz (langsamer Abfall,
1=3,15 ns) deutlich unterschieden werden, so daB die Streu-
ung hier nicht die untere Nachweisgrenze bestimmt. Bei
der Anregung mit Nanosekunden-Impulsen ist diese Un-
terscheidung schwieriger, weil dann die Fluoreszenz-
abklingzeit oft nicht viel ldnger als die Halbwertsbreite des
Impulses ist. Da die Intensitit der Rayleigh-Streuung mit
der vierten Potenz der Frequenz zunimmt, stort sie im UV-
Bereich am meisten.

10% U2211CV8 . mk
U2211CVE mx

30t

2. ‘v\J
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 (ps)

Abb. 2.26

Fluoreszenzabklingkurven von Cresylviolett bei 107° M und 102
M in Methanol und die deutlich sichtbare Streuung des Anre-
gungslasers

Anregung: 595 nm, 50 mW, Emission: 635 nm, Akkumulation:
600 Sekundet

Rauschen:

Das Rauschen kann einen wesentlichen EinfluB auf die
untere MeBgrenze haben [17] und hat verschiedene Ursa-
chen.

1) Elektronisches Rauschen des Empfingers
Bei der Einzelphotonenzdhlung spielt das elektronische
Rauschen fast keine Rolle, da die Photonen gezihlt wer-
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Abb. 2.27

Gegeniiberstellung der zeitaufgelésten Fluoreszenz von 10 M
Cresyl Violett in Methanol (obere Kurve) und der Fluoreszenz
von Methanol.

Anregung: 594 nm, 50 mW, Emission: 635 nm, Akkumulation
1000 Sekunden

den und dieser Vorgang nicht durch Schwankungen der
Signalhdhe beeinflufit wird. Das durch den Dunkelstrom
des Empfingers verursachte Rauschen spielt bei moder-
nen Mikrokanal-Photomultipliern nur eine geringe Rolle
(ca 20 cps) und kann gegebenenfalls durch Kiihlen (< Icps)
weitgehend unterdriickt werden (siehe 2.2.5). Bei der elek-
tronischen Abtastung von Impulsen (Boxcar- oder
Samplingtechnik) beeinfluBt das Empfingerrauschen we-
sentlich das Signal-Rausch-Verhiltnis der MeBkurven.
Dabei ist das Rauschen von Halbleiterempféingern kleiner
als das Rauschen von Photomultipliern (siche 2.1.3.).

2) Statistisches Rauschen

Mit diesem Begriff ist hier das Rauschen durch die Regi-
strierung von Einzelereignissen in einem Vielkanalanaly-
sator gemeint. Dieses Rauschen hingt nur von der Zahl
der pro Kanal registrierten Photonen ab und bestimmt die
bendtigte Mefizeit (siehe Kap. 2.2.5.). Bei kleinsten Analyt-
konzentrationen (10-'* M Cresylviolett) wurden in Bezug
auf das statistische Rauschen hinreichende Photonenzahlen
(100 counts pro Kanal) in 1000 s erreicht.

3) Impulshéhenschwankungen
Impulshohenschwankungen sind besonders stark bei
echten* Impulslasern (im Gegensatz zu modegelockten
cw-Lasern), z. B. Stickstofflasern (typisch 5-10 Prozent).
Diese Schwankungen beeinflussen das Signal-Rausch-Ver-
hiltnis bei elektronischer Abtastung. Bei der zeitaufgeldsten
Einzelphotonenzihlung spielen die geringfiigigen Impuls-
schwankungen der dort verwendeten modegelockten La-
ser nur eine geringe Rolle. Die Schwankungen der Impuls-
héhe beeinflussen nur den Triggerzeitpunkt und damit die
Zuordnung des Photons zum richtigen Kanal, aber dieser
Effekt wird durch den Einsatz von ,.Constant-Fraction®
Diskriminatoren klein gehalten (2.2.3.).
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2.4.2.2 Die untere Meligrenze der
Picosekunden-Apparatur

Wie bereits erldutert, ist es wegen der unvermeidbaren Ver-
unreinigungen der Losungsmittel giinstig, die untere Nach-
weisgrenze eines FluoreszenzmeBplatzes im roten Spektral-
bereich zu bestimmen. Dazu wurde Cresylviolett in
Methanol (Reinheitsgrad ,,fiir die Spektroskopie®) mit ei-
nem Farbstofflaser (Rhodamin 6G) bei 595 nm mit einer
zeitlich gemittelten Leistung von 50 mW angeregt. Die
Fluoreszenz bei 630 nm wurde mit einer spektralen Spalt-
breite von 18 bzw. 24 nm (Monochromator IBH 5M-01)
mit einem Mikrokanalmultiplier (Hamamatsu R3809U)
erfal3t.

Die Abklingzeit von Cresylviolett in Methanol (ermittelt
bei 107 M bis 10-'° M) betriigt (3,15 + 0,1) ns. Dieser Wert
stimmt sehr gut mit den von Ware et al.[22] bestimmten
Werten von 3,142 ns bzw. 3,161 ns fiir die senkrechte bzw.
parallele Polarisation iiberein. Durch den grof3en Dynamik-
bereich der zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlung war es
moglich, noch Fluoreszenzen nachzuweisen, die mehr als
drei GroBenordnungen unter dem Intensititsmaximum der
Streuung lagen (Abb.2.26 und 2.27). Um diese schwachen
Fluoreszenzen unbeeinfluft von der Streuung quantitativ
zu erfassen, wurde die Zahl der Photonen im Zeitbereich
2,0 bis 7,0 ns (auf der Zeitskala in Abb.2.26 bis 2.28) als
MeBgroBe herangezogen.

Messungen am Loésungsmittel (Reinheitsgrad ,,Fiir die
Spektroskopie®”, frisches Gebinde) ergaben, dall dessen
Fluoreszenz deutlich {iber dem Dunkelrauschen von ca. 0,1
counts pro Kanal und Sekunde liegt, so daf unter diesen
Bedingungen die Lésungsmittelfluoreszenz den Blindwert
bestimmt. Bei allen Messungen mit der Konzentration
10'* M lag die Fluoreszenz der Probe geringfiigig, aber
signifikant tber der Fluoreszenz des Losungsmittels. Bei
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Abb. 2.28

Entfaltung der Fluoreszenz von 10°° M Cresylviolett, Differenz-
kurve beider Abklingkurven aus Abb. 2.27. Die glatte Kurve ist
die numerische Anpassung der Fluoreszenz im Bereich von 2 bis
7 ns mit der Abklingzeit von 3.2 ns. Die untere Kurve ist das
Residuum aus Meffkurve und Anpassung.
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einer Konzentration von 10-"* M war die Fluoreszenz der
Probe deutlich gréBer als die des Methanols (Abb. 2.27),
sodall die Differenzkurve noch mittels Kurvenentfaltung
ausgewertet werden konnte. Die Entfaltung ergab eine Ab-
klingzeit von 3,2 + 0,1 ns (Abb. 2.28). Die Differenzkurve
enthilt im Bereich von 2 bis 7 ns noch eine Gesamtanzahl
von 54779 registrierten Photonen der Fluoreszenz von
Cresylviolett.

Da die Losungsmittelfluoreszenz durch Differenzbildung
eliminiert werden kann, wird die untere MeBgrenze
(definitionsgemif) durch die Schwankung dieser Gréfe
bestimmt. Um diese zu reduzieren, wurde folgendes Ver-
fahren angewendet. Zuerst wurde die Fluoreszenz des Lo-
sungsmittels gemessen. Dann wurde in die gleiche Kiivette
eine definierte Menge des Analyten zugegeben, die Fluo-
reszenz gemessen und durch Differenzbildung aus beiden
MeBkurven die Fluoreszenz des Analyten ermittelt. Setzt
man voraus, dal bei der Zugabe des Analyten keine weite-
re Verschmutzung erfolgt, so kann mit diesem Verfahren
die untere MeBgrenze unter den durch die Schwankungen
des Blindwertes (Fluoreszenz des Losungsmittels) vorge-
gebenen Wert gesenkt werden.

Zusammenfassend bewerten wir die oben dargestellten
MeBergebnisse so, daB fiir diesen Fall die untere MeBgrenze
zwischen 107'* M und 10 M Cresylviolett liegt. Dicse
Nachweisgrenze war durch Verunreinigungen des Lésungs-
mittels und fehlende Reinraumbedingungen bestimmt. Die
apparativ bedingte untere Mefigrenze liegt bei 1000 s
Mefzeit mindestens eine GroBenordnung niedriger (um
10-"* M). Unsere experimentell bestimmte untere MefRgrenze
stimmt gut mit einer Vorhersage von 1981 durch Haugen
und Lytle [41] iiberein, die aus eigenen, methodisch ver-
gleichbaren, zeitaufgelosten Messungen bis 102 M eine
prinzipielle Nachweisgrenze fir Rubren (¢,.=0,64) von
1,2 x 10" M extrapoliert haben. Eine Einordnung in Be-
zug auf aktuelle Ergebnisse des zeitaufgeldsten fluoreszenz-
spektroskopischen Einzelmolekiilnachweises erfolgt im
Punkt 2.4.2.5.

2.4.2.3 Die untere Mellgrenze der
Nanosekunden-Apparatur

Die untere Mefigrenze der Nanosekunden-Apparatur wur-
de ebenfalls fiir das Beispiel Cresylviolett in Methanol er-
mittelt. Die Anregung erfolgte mit einem stickstofflaser-
gepumpten Farbstofflaser (Rhodamin 6G) bei 595 nm und
einer Impulsenergie von 24 pl. Die Fluoreszenz bei 630
nm wurde mit einer spektralen Bandbreite von 12 nm
(Monochromator Lambda-Scanner) mit einem PMT R4703
(Hamamatsu) erfal3t.

Die Bestimmung der Abklingzeit durch Entfaltung ergab
3,0 ns bei 107 M, was gut mit dem an der Picosekunden-
apparatur gemessenen Wert von 3,15 ns iibereinstimmt. Die
untere Mef3grenze wird hier durch das Dunkelrauschen des
Empfingers bestimmt. Abb. 2.29 zeigt, dal} die Fluores-
zenz des Losungsmittels unter diesen Bedingungen keine
Rolle spielte. Bei 10 M ist auch mit dem Pikosekunden-
system noch keine Fluoreszenz von Methanolverunrei-
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Abb. 2.29
Gegeniiberstellung der zeitaufgeldsten Fluoreszenz von 10° M
Cresylviolett in Methanol (obere Kurve) und der Fluoreszenz von
Methanol, gemessen am Nanosekunden-Laserimpulsfluorometer

Anregung: 595 nm, 20 Hz, 24 mJ, Emission: 625 nm, Akkumula-
tion 32 Sample per Step, 800 s Dauer
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Abb. 2.30

Numerische Anpassung der Fluoreszenz von 10°° M Cresyl Vio-
lett, gegldtete Differenz der beiden Kurven aus Abb. 2.29. Die
glatte Kurve ist die numerische Anpassung der Fluoreszenz mit
der Abklingzeit von 3.2 ns. Die untere Kurve ist das Residuum
aus Mefskurve und Anpassung.

nigungen erkennbar. Die Fluoreszenz von 10? M Cresyl-
violett konnte bei einer Messung mit 32 Abtastungen der
512 MeBpunkte (dies sind 800 s Mefzeit bei 20 Impulsen
pro Sekunde) deutlich nachgewiesen werden. Das Signal-
Rausch-Verhiltnis kann durch eine numerische Glittung
von 3:1 auf 10:1 verbessert werden. Daraus 146t sich eine
untere Mefigrenze von 10" M Cresylviolett abschitzen.

2.4.2.4 Die untere MeBgrenze eines
statischen Fluorometers

Um die hier ermittelte untere Me3grenze fiir die zeitauf-
geloste Fluorometrie mit der statischen Fluorometrie ver-
gleichen zu konnen, wurde die untere MeBgrenze fiir
Cresylviolett auch an einem konventionellem Fluorometer
ermittelt. Die Messungen mit einem Fluorometer LS50B
(Perkin Elmer) ergaben, das die untere MeRgrenze hier bei
10" M Cresylviolett liegt (Abb. 2.31). Begrenzend war hier
nicht die Fluoreszenz des L&sungsmittels, die nicht nach-
gewiesen werden konnte, sondern die Uberlagerung mit
der Streuung und das elektronische Rauschen. Um Streu-
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Abb. 2.31
Statische Fluoreszenzspekiren von (A) 100 M und (B) 107" M
Cresyl Violett in Methanol sowie (C) das Vergleichsspektrum von
Methanol, aufgenommen mit einer Mefizeit von jeweils 3000 Se-
kunden.

ung und Fluoreszenz zu trennen, konnte nicht mit den ma-
ximalen Spaltbreiten gemessen werden. Mit der optimalen
Variante (Anregung 5 nm und Emission 15 nm Spaltbreite)
mubBte 3000 s lang gemessen werden, um ein Signal-
Rausch-Verhiltnis von ungefihr 1:1 bei 10" M Cresyl-
violett zu erreichen.

Die niedrigste bisher mit einem statischen Fluorometer
nachgewiesene Konzentration liegt bei 5x10'* M Fluores-
cein. Die Messung erfolgte mit einem Fluorolog-2 Modell
F212 (SPEX), das auf der Methode der statischen Einzel-
photonenzihlung basiert (Firmeninformation). Das Mef3-
prinzip der statischen Einzelphotonenzihlung ermoglicht
eine prinzipiell gleiche Empfindlichkeit wie die von uns in
der Pikosekundenapparatur verwendete zeitkorrelierte Ein-
zelphotonenzihlung. Die praktisch erzielte hohere Emp-
findlichkeit des SPEX-Fluorometers basiert auf zwei tech-
nischen Bedingungen. Erstens, die Monochromatoren eines
statischen Spektrometers konnen einen hoheren Lichtdurch-
satz erzielen, als der von uns benutzte Typ, der unter dem
Aspekt der Zeitauflosung optimiert wurde. Zum zweiten
besitzt der in diesem statischen Fluorometer benutzte se-
lektierte PMT (Hamamatsu R943-02 mit GaAs(Cs)-Kat-
hode) eine héhere Empfindlichkeit (Luminositit der Kat-
hode etwa 600 mA/Im), eine hohere Verstarkung (10°) und
eine gréBere aktive Fliche (100 mm?) als der fiir maxi-
male Zeitauflosung konzipierte MCP R3809U (100 pA/lm,
2x 10° und 55 mm?). Als Kriterium fiir die Lichtstirke ei-
nes Fluoreszenzspektrometers verwendet man oftmals die
Intensitdt der Raman-Streuung von Wasser. Das Fluorolog-
2 F212 von SPEX erreicht bei einer Anregungswellenldnge
von 350 nm und einer Spaltbreite von 5 nm etwa 550.000
Counts pro Sekunde (Firmenprospekt). Mit dem Piko-
sekunden-Laserimpulsfluorometer wird bei vergleichbaren
Bedingungen (Anregung 375 nm, Doppelmonochromator,
Spaltbreite 5 nm) eine Zihlrate von 75.000 cps erzielt. Diese
Relation bestitigt in etwa die bereits beschriebene Unter-
schiede in den Nachweisgrenzen.

2.4.2.5 Vergleich der Apparaturen

Vergleicht man die Apparaturen, so ergibt sich, dal} bei
Anregung mit Picosekundenimpulsen und Nachweis mit
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zeitkorrelierter Einzelphotonenzdhlung die apparativ be-
dingte untere MeBgrenze bei 10" M Cresylviolett oder
etwas niedriger liegt und damit mindestens drei Grofien-
ordnungen kleiner als die von statischer Fluorometrie (aus-
genommen Spezialfluorometer mit statischer Einzel-
photonenzihlung) und Nanosekunden-Fluorometrie ist. Der
deutliche Vorsprung dieser Methode ist vor allem auf zwei
Tatsachen zuriickzufiihren. Erstens kann durch das Zihlen
von Photonen und die Verwendung geeigneter Diskrimi-
natoren das elektronische Rauschen sehr stark unterdriickt
werden. Zweitens kann durch die hohe Folgefrequenz des
modegelockten Lasers (10* Impulse pro Sekunde gegen-
iiber 20 Impulsen pro Sekunde bei der Nanosckunden-
apparatur) in vertretbaren MeBzeiten (maximal 15 Minu-
ten) eine grofie Zahl von Photonen registriert werden, so
dal} das statistische Rauschen ( ~ n'?) klein ist. Begren-
zend fiir die praktisch erreichbare untere Meligrenze war
im Fall der Picosekunden-Apparatur die Verschmutzung
der Losungsmittel, in den beiden anderen Fillen das elek-
tronische Rauschen.

Der Vergleich der Leistungsfihigkeit von statischer und
zeitaufgeloster Spektroskopie kann in einigen Fillen noch
deutlicher in Richtung der zeitaufgelsten Spektrosko-
pie ausfallen. Zum Beispiel bei schwachen Fluoreszenzen
stark streuender Proben oder bei der Detektion von einzel-
nen Komponenten, deren Fluoreszenzabklingzeiten sich
deutlich von einer eventuell auch sehr stark fluoreszieren-
den Matrix unterscheiden. Eine optimale analytische Be-
stimmung von komplexen Mischungen wird allerdings erst
bei der Kombination von zeitlicher und spektraler Aufli-
sung, einer sogenannten Multiplexmessung, erreicht (sie-
he 2.2.6).

Eine weitere Verbesserung der Nachweisgrenzen ist nur
noch mit den Methoden des Einzelmolekiilnachweises
maoglich. Im Gegensatz zu den bisherigen Betrachtungen,
die sich auf Proben- oder Wechselwirkungsvolumen im
Bereich von [0 pl bis 10 ml bezogen, verwendet man beim
Einzelmolekilnachweis erheblich kleinere Stoffmengen.
Durch Fokussierung des anregenden Laserstrahls sowie
durch Kapillaren mit hydrodynamischer Fokussierung er-
reicht man Probenvolumen von unter 0.5 pl [43]. Bei Kon-
zentrationen um 10 M ist die Wahrscheinlichkeit dafiir,
dafB sich wenigstens ein Molekiil des Fluorophors im
MefBvolumen aufhidlt nur etwa 0.5 Prozent. Gelangt ein
Fluorophormolekiil in den aktiven Bereich, emittiert es
durch Mehrfachanregung einen Burst von mehreren Pho-
tonen, Die Dauer des Aufenthalts im aktiven Bereich der
Kapillare betriigt, je nach Stromungsgeschwindigkeit, zwi-
schen 10 und 50 ms. In dieser Zeit emittiert dieses Mole-
kil, in Abhidngigkeit von Fluoreszenzlebensdauer und
Photostabilitit, mehrere hundert oder in Extremfillen bis
zu 40 000 Photonen [44]. Die Photonen, die von einem ein-
zelnen Molekiil stammen, kénnen durch die Auto-
korrelation ihrer Zeitabstéinde identifiziert werden. Dabei
ist in diesem Moment die momentane, scheinbare Kon-
zentration des fluoreszierenden Molekiils im Bereich von
102 M (1 Molekiil in 0.5 pl Volumen). Das ist eine Kon-
zentration, bei der das Signal des Fluorophors deutlich iiber
dem Hintergrund des Lésungsmittels liegt, wie auch von
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unseren Messungen bestitigt wird (Abb. 2.28 und 2.32).
Die Fluoreszenz von mehreren unabhingigen Losungs-
mittelmolekiilen ist dagegen zeitlich unkorreliert.

Aus einem Burst von 238 registrierten Photonen eines ein-
zelnen Rhodamine 6G-Molekiils konnte von Soper et al.
[45] sogar die Abklingzeit mit 4.4+0.3 ns bestimmt wer-
den. Vergleichbaren Bestimmungen der Fluoreszenz-
lebensdauer von Rhodamine 110-Einzelmolekiilen wurden
von Tellinghuisen et al. [46] mit Bursts von 5 bis 300 Pho-
tonen durchgefiihrt. Durch diese Methode der kleinsten
Volumen und des Nachweises durch Autokorrelation des
Timings der Fluoreszenzphotonen konnte eine Nachweis-
grenze von 6 x 10" M Rhodamine 6G in Wasser erzielt
werden [47].

2.4.3 Quantitativer Nachweis — die Eichkurve

Soll mittels einer Fluoreszenzmessung eine Stoffkonzen-
tration bestimmt werden, so mul der Zusammenhang zwi-
schen einer der in Abschnitt 1 erlduterten MeBgréflen und
der Konzentration des zu bestimmenden Stoffes bekannt
sein (Eichung). Dieser Zusammenhang wird durch die
Messung einer Konzentrationsreihe des interessierenden
Stoffes hergestellt. Da Stoffkonzentrationen tiber viele
Grofenordnungen variieren kénnen, ist es glinstig, wenn
die MeBBmethode einen groflen Bereich von Konzentratio-
nen erfassen kann und der Zusammenhang linear ist. Bei
der Fluoreszenz ist beides in den meisten Fillen erfillt.
Die Linearitat der Eichkurve wird in der Analytik oft ge-
fordert, ist aber nicht zwingend notwendig, wenn hinrei-
chend viele Eichpunkte im interessierenden Konzentra-
tionsbereich bekannt sind. Bei Fluoreszenzmessungen gibt
es Abweichungen von der Linearitit sowohl bei hohen
Konzentrationen als auch bei sehr kleinen Konzentratio-
nen. Die bei hohen Konzentrationen auftretenden Abwei-
chungen von der Linearitét sind vor allem durch Reab-
sorption, den ,inner-filter-effect™, Aggregationseffekte
und Konzentrationsloschung der Fluoreszenz verursacht.
Bei sehr kleinen Konzentrationen treten Abweichungen von
der Linearitdt vor allem durch Verunreinigungen des Lo-
sungsmittels auf, die sowehl zu Fluoreszenzzunahmen als
auch zu Fluoreszenzabnahmen fiihren kénnen.

Der Vorteil der Fluorometrie als Nachweismethode besteht
in ihrer hohen Empfindlichkeit. Deshalb wird im Weiteren
die Eichung am Beispiel Cresylviolett nur fiir den Bereich
kleiner Konzentrationen behandelt. Dazu wurden im Rah-
men einer Serie Losungen mit den Konzentrationen 10"
M bis 10" M gemessen. Als Mab fiir die Fluoreszenz wur-
de wie schon in Abschnitt 1.2. die Summe aller Photonen
im Zeitbereich 2,0 bis 7,0 ns genommen (Abb. 2.32). Die
doppelt logarithmische Darstellung der Fluoreszenz als
Funktion der Konzentration (Abb. 2.33 ) zeigt unterhalb von
10"* M eine deutliche Abweichung vom linearen Verlauf
(die Fluoreszenz des Losungsmittels wurde bereits abge-
zogen). Dieser nichtlineare Bereich wurde qualitativ in ei-
ner zweiten Melserie bestitigt. Abweichungen von der
Linearitit der Eichkurve bei Konzentrationen von 10! M
wurden auch von Basile et al. [39] fiir Chininsulfat und
4-Methoxy-2-amino-naphthalen beobachtet.
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Abb. 2.32

Mefireihe der zeitaufgelosten Fluoreszenz von Cresylviolett zwi-
schen 2 und 7 ns im Konzenirationsbereich von 107'° M bis 10
M, Fluoreszenz des Losungsmittels Methanol abgezogen.
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Abb. 2.33

Doppelt-logarithmische Eichkurve der Fluoreszenz von Cresyl-
violett, bestimmt aus der Intensitdit der zeitaufgeldsten Messung
im Zeitfenster von 2 bis 7 ns

Fiir die quantitative Bestimmung einer Substanz ist die
Abweichung der Eichkurve vom linecaren Verlauf kein
grundsitzliches Problem. Begrenzend fiir die Genauigkeit
der Eichkurve waren in unserem Falle die Ausreilier bei
Konzentrationen unter 102 M. Diese Ausreiller (bis zu
200 Prozent Unterschied, nur nach oben) sind auf zusétzli-
che Verschmutzungen (neben der Verunreinigung des Lo-
sungsmittels) beim Fiillen der dampfdichten Kiivetten zu-
riickzufithren und lassen sich nur durch extreme Sauberkeit
(Reinraumbedingungen) beim Herstellen und Einfiillen der
Lasungen vermeiden. Fiir Cresylviolett lag oberhalb von
10" M die Genauigkeit der Eichkurve bei 5-10 Prozent.
Diese Genauigkeit ist durch die Apparatur und das Meb-
verfahren vorgegeben und kann bei Mefzeiten bis 1000 s
auf den Bereich kleinster Konzentrationen (103 M bei
Cresylviolett) ausgedehnt werden, wenn es gelingt, zusétz-
liche Verschmutzungen zu vermeiden. Soll diese Genau-
igkeitsgrenze bei der Konzentrationsbestimmung unter-
boten werden, muf3 wihrend der Messung die Intensitiit
des anregenden Lasers Uber einen Referenzkanal erfalt und
als Korrekturfaktor bei der Bestimmung der Konzentrati-
on beriicksichtigt werden. Damit kénnte eine Genauigkeit
von ca. 1 Prozent erreicht werden.

Die Bestimmungsgrenze, die bei der tblichen Definition
an die Existenz einer linearen Eichkurve gebunden ist,
kann unter den derzeitigen Bedingungen (kein Reinraum)
fiir das Beispiel Cresylviolett zu 10? M (30 Prozent Ge-
nauigkeit) bzw, 107" M (10 Prozent Genauigkeit) abge-
schitzt werden.

Substanz eigene Messung Literaturdaten
Lésungsmittel | Abklingzeit in ps | Abklingzeit in ps Referenz
Pinacyanol 1242 11£2 Lois et al., 1988 [20]
Ethanol 1341 Boens et al., 1990 [14]

10.1 Kume et al., 1992 [5]
Cryptocyanine 50.5+2.5 5143 Boens et al., 1990 [14]
Azeton 50.1 Kume et al., 1992 [5]
Cryptocyanine 773 811 Boens et al., 1990 [14]
Ethanol 74.4 Kume et al., 1992 [5]
Rose Bengal 16216 160+10 Spears et al., 1978 [21]
Wasser
Rose Benga 775%15 760420 Spears et al., 1978 [21]
Ethanol
Rose Bengal 965+20 980+30 Spears et al., 1978 [21]
i-Propanol
Rhodamine B 2900+35 2880160 Lampert et al., 1983 [3] Tabelle 2.4 (siche S. 24)
Ethanol Ubersicht der verwende-
Cresylviolett 3170£25 3200+40 Ware et al., 1983 [22] A i

Vergleich mit ausgewdhl-
Methanol ;
ten Literaturdaten.
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3. Anwendungen der Laserimpulsfluorometrie in der

Wasseranalytik

Ziel der Wasseranalytik ist der Nachweis und die quantita-
tive Bestimmung von chemischen Stoffen im Wasser so-
wie die Identifizierung von biologischen Spezies. Neben
den natiirlich im Wasser vorkommenden Substanzen ist vor
allem der qualitative und quantitative Nachweis von Schad-
stoffen anthropogenen Ursprungs von groBem Interesse.
Hier ergibt sich ein weiteres und zukunftstrichtiges An-
wendungsfeld der Laserimpulsfluorometrie aufgrund ih-
rer im Kap. 1. beschriebenen Vorteile gegeniiber bisher an-
gewendeten Analysenmethoden. Im Rahmen dieses
Projektes ist der Schwerpunkt der Untersuchungen auf die
Analytik anthropogen emittierter Kontaminanten gelegt
worden.

Fiir den Einsatz der Fluoreszenzspektroskopie in der

Wasseranalytik konnen die betrachteten Stoffe in zwei

Gruppen eingeteilt werden:

e Substanzen mit Eigenfluoreszenz und

e nicht fluoreszierende Substanzen, die mit spezifischen
Reagenzien ein fluoreszierendes Produkt bilden, d. h.,
Fluoreszenz tritt erst nach Derivatisierung bzw. Um-
wandlung auf.

Die Analytik von Substanzen mit Eigenfluoreszenz be-
schrinkt sich im allgemeinen auf solche Stoffe, die minde-
stens ein aromatisches oder heteroaromatisches Ringsystem
enthalten. Viele dieser Substanzen kommen natiirlicherwei-
se nicht im Wasser vor, d. h., Haupteintragsquelle stellen
anthropogene Emissionen, in der Regel Abwisser jegli-
cher Art dar. Da es sich meist um hydrophobe Verbindun-
gen handelt, sind sie auch in Abwissern oft nur in gerin-
gen Mengen enthalten. Bei der Analytik von aromatischen
Kontaminanten im Wasser spielt besonders der Nachweis
und die Bestimmung der niedermolekularen Aromaten
(Benzol-, Toluol- und Xylol-Derivate; BTX) und der kon-
densierten Polyaromaten (polyzyklische aromatische Koh-
lenwasserstoffe; PAK) eine wichtige Rolle.

Bei der Substanzgruppe der PAK handelt es sich um etwa
200 Verbindungen, die u. a. bei unvollstindiger Verbren-
nung entstchen und z. B. in Industrie- und Autoabgasen
enthalten sind. Sie werden z. T. im lebenden Organismus
metabolisiert, kdnnen sich aber in bestimmten Organismen,
beispielsweise Muscheln, stark anreichern. Wegen ihres
z. T. kanzerogenen und mutagenen Potentials verdienen sie
besondere Beachtung. Thr Vorhandensein im Wasser ist
daher in Rechtsverordnungen durch Grenzwerte geregelt
[1]. Die Bestimmung der PAK erfolgt heute in der Regel
mittels Diinnschichtchromatographie (DC) mit UV-
Absorptions- oder Fluoreszenzdetektion oder HPLC' mit
Fluoreszenzdetektion [2]. Da es sich bei den PAK um in
der Regel gut fluoreszierende Verbindungen mit Fluores-
zenzlebensdauern im mittleren und hohen ns-Bereich han-
delt, sind die Untersuchungen zum fluorometrischen Nach-

! High Performance Liquid Chromatography = Hochleistungsfliissigkeitschroma-
tographie

weis dieser Verbindungen zahlreich in der Literatur be-
schrieben [3]. Auch Verfahren der zeitaufgeldsten Fluoro-
metrie werden z. T. schon routineméBig in der Analytik
der PAK eingesetzt (Impulsfluorometrie: [4, 5]; Phasen-
fluorometrie: [6, 7]; Kopplung mit der HPLC: [8, 9]). Wei-
terhin wurde die PAK-Analytik mittels Laserimpulsfluo-
rometrie in der jingsten Vergangenheit bereits in einem
BMFT-Projekt, Kennzeichen 02 WT 9150, untersucht, so
daB im Rahmen dieses Projektes die polyzyklischen aro-
matischen Kohlenwasserstoffe (PAK) nicht eingehend un-
tersucht worden sind [10, 11].

Die Arbeiten zum Nachweis von Substanzen mit Eigen-
fluoreszenz beschrinkten sich daher auf die Substanzgruppe
der BTX (vgl. Kap. 3.1.).

Zeigen Substanzen nach Lichtabsorption keine Eigenfluo-
reszenz, miissen sie fiir einen fluoreszenzspektroskopischen
Nachweis mit geeigneten Reagenzien zu einem fluores-
zierenden Produkt umgesetzt werden. Je nach Analysen-
verfahren kann diese Derivatisierung vor oder nach einer
Trennung der Analyten oder direkt vor dem fluorometri-
schen Nachweis erfolgen, entscheidend ist die jeweilige
Reaktionsdauer bzw. die Stabilitdt der gebildeten Deriva-
te. RoutinemaBig wird die Kopplung der (statischen) fluoro-
metrischen Detektion mit den Trennverfahren DC, HPLC
und Elektrophorese sowie immunchemischen Verfahren
(Fluoroimmunoassays) bereits umfassend in der Analytik
nicht fluoreszierender organischer Substanzen eingesetzt
[12].

Potentielle Fluoreszenzmarker sind eigenfluoreszierende
oder nicht fluoreszierende Reagenzien, die mit einem
Analyten (und z. T. einem entsprechenden Co-Reagenz)
fluoreszierende Derivate mit anderen spektroskopischen
Eigenschaften bilden. Die Selektivitit und Spezifitit der
Nachweisreaktionen lassen sich dabei gezielt iiber die Wahl
des geeigneten Fluoreszenzmarkers steuern, die Reaktions-
partner konnen z. B. kovalent gebundene Derivate, lonen-
paare oder Komplexe bilden.

Neben der Ausnutzung der hohen Empfindlichkeit der
fluorometrischen Messung sind weitere Vorteile des Ein-
satzes von Fluoreszenzmarkern im Rahmen der Analytik
von nicht fluoreszierenden Verbindungen die gezielte An-
derung der optischen (Lage der Absorptions- bzw. Fluo-
reszenzbanden, Fluoreszenzintensitit und -lebensdauer)
und der chemischen Eigenschaften (hydrophiler Analyt ge-
geniiber hydrophobem Derivat) dieser Substanzen durch
die Derivatisierung.

Von den nicht fluoreszierenden Stoffen haben vor allem
die Schwermetallionen eine besondere Bedeutung in der
Wasseranalytik. Sie sind hervorragend wasserloslich, z. T.
hochtoxisch und stellen ubiquitire Kontaminanten dar (Ein-
leitungen der chemischen Industrie, aus Abwissern der
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metallverhiittenden und metallveredelnden Industrie oder
Eintrag aus schwermetallhaltigen Abfillen bzw. Altlasten).
Fiir viele dieser Ionen sind auBerdem in entsprechenden
Rechtsverordnungen Grenzwerte festgelegt [1, 13]. Auf-
grund vielfaltiger Moglichkeiten zur Komplexierung die-
ser lonen mit fluoreszierenden Reagenzien standen Unter-
suchungen zum fluorometrischen Nachweis dieser Spezies
im Vordergrung der im Rahmen des Projektes durchgefiihr-
ten Arbeiten (vgl. Kap. 3.2. ff.).

3.1 Analyse von BTX

Die Verschmutzung von Oberflichenwasser und Grundwas-
ser mit BTX tritt vor allem durch Kontaminationen bei der
Gewinnung, dem Transport, der Lagerung und der Verar-
beitung von Kraftstoffen und anderen raffinierten Olpro-
dukten (Heizol, Motorendl u. a.) und bei der Beseitigung
von Altdl sowie als Folge von Emissionen des Kraftfahr-
zeugverkehrs auf. In Rechtsverordnungen werden fiir BTX
inder Regel keine eigenen Grenzwerte angegeben, die Sub-
stanzen werden meist mit anderen niedermolekularen orga-
nischen Schadstoffen unter ,,Mineraltle und geldste emul-
gierte Kohlenwasserstoffe* zusammengefaBt (s. z. B. [1]).

Aufgrund der stark toxischen und relativ persistenten Ei-
genschaften der BTX ist der Nachweis und die genauere
Charakterisierung dieser Kontaminanten in wilrigen Pro-
ben von grofler Wichtigkeit [14].

Insbesondere statische und zeitaufgeloste Fluoreszenz-
messungen nach Anregung im UV-Bereich stellen geeig-
nete Analysenmethode fiir die Untersuchung von Wasser-
verschmutzungen durch die im UV-Bereich absorbierenden
BTX dar. Im Rahmen der folgenden Arbeiten sollen die
Nachweisempfindlichkeiten und Bestimmungsgenauigkei-
ten der statischen und zeitaufgelosten Fluoreszenzspektros-
kopie verglichen werden.

3.1.1. Ablauf der Messungen

Die Fluoreszenzspektroskopie ist ein relatives MeBverfah-
ren und bendtigt eine Kalibrierung durch Referenzsubstan-
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Abb. 3.1

Statische Fluoreszenzspektren von Benzol, Toluol und p-Xylol in
Wasser (¢ = 107 mol*l', Anregungswellenlinge 255 nm, Mef-
bedingungen s. Kap. 3.1.2.)
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Fluoreszenzabklingkurven von Benzol, Toluol und p-Xylol in
Wasser (¢ = 107 mol*I', Anregungswellenléinge 255 nm, Mef3be-
dingungen s. Kap. 3.1.2.)
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zen. Deshalb wurden Referenzldungen von 10 mol/l von
Benzol (B), Toluol (T) und p-Xylol (X) in luftgeséttigtem
bidestilliertem Wasser in dampfdichten 10 x 10 mm Quarz-
kiivetten statisch und zeitaufgelst vermessen.

Abb. 3.1 zeigt die statischen Spektren der Fluoreszenz von
Benzol, Toluol und p-Xylol, die sich sowohl spektral als
auch stark in ihrer Intensitit unterscheiden. Abb. 3.2 zeigt
die entsprechenden Abklingkurven der Fluoreszenz in log-
arithmischer Darstellung.

Nach der Messung der Einzelkomponenten wurden acht
synthetische Proben mit unterschiedlichen Mischungsver-
hédltnissen hergestellt und vermessen. Dem Durchfiihren-
den der Analyse wurde die Zusammensetzung der Proben
erst nach erfolgter Messung und numerischer Auswertung
bekanntgegeben.

3.1.2. Spektroskopische MeBtechnik

Statische Fluoreszenzspektren:
Fluoreszenzspektrometer Perkin-Elmer LS50B
Anregung: 255 nm, spektrale Spaltbreite 2.5 nm,
Emission: 260 bis 320 nm, spektrale Spaltbreite 2.5 nm,
Scan-Geschwindigkeit 50 nm/min,

Datensatz besteht aus 121 Punkten

Fluoreszenzabklingkurven:

unikales Pikosekunden-Laserimpulsfluorometer

(s. Kap. 2.2.)

Anregung: 255 nm (3. Harmonische des Titan-Saphir-La-
sers), 5 mW, 0.9 ps, 82 MHz

Emission: 285 nm, spektrale Spaltbreite 5 nm, Subtraktiver
Doppelmonochromator,

Akkumulation 300 Sekunden

Elektronik: Zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung, Mef-
fenster 8 ns,

Datensatz besteht aus 600 Punkten



3.1.3. Numerische Analyse

Statische Fluoreszenzspekiren:

Die Auswertung der Mischungsverhiltnisse der Einzelkom-
ponenten erfolgte mit dem Programm APROMAX mit ei-
ner linearen ”Singular-Value Decomposition™ [15]. Die
Fluoreszenzspektren der drei Komponenten B, T und X
wurden als Basisfunktionen zur Berechnung der Vorfakto-
ren und Standardabweichungen benutzt. Abb. 3.3 zeigt die
spektrale Anpassung fiir die Mischung H aus Tab. 3.2.
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Abb. 3.3
Darstellung der Anpassung der statischen Fluoreszenzspekiren
der Komponenten B, T und X fiir die Mischung H

Fluoreszenzabklingkurven

Aus den Abklingkurven der Einzelkomponenten wurden
die jeweiligen Abklingzeiten und Amplituden durch Ent-
faltung bestimmt (siehe Tabelle 3.1).

Die Analyse einer Mischung bestand in der Bestimmung
der drei Amplituden der Komponenten mit den in Tab. 3./
angegeben Abklingzeiten mit dem Programm DECAMAX
{s. Kap. 2.3.3.) und deren Umrechnung in Konzentratio-
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Abb. 3.4
Lineare Darstellung der Anpassung der Fluoreszenzabklingkurve
der Mischung H und der Komponenten B, T und X

Tabelle 3.1
Ubersicht iiber Abklingzeiten und Amplituden der Referenzproben
in Wasser (¢ = 107 mol*I')

Referenzsubstanz | Abklingzeit [ns] |[Amplitude [r. E.]
Benzol 2.34 222
Toluol 4.95 7.02
p -Xylol 111 12.54

nen. Abb. 3.4 zeigt diese Anpassung am Beispiel von
Mischung H. Die Fehlerabschétzung ergibt sich aus der
Reproduzierbarkeit der numerischen Anpassungen, durch
Wiederholungen mit verschiedenen Startwerten, und dem
Fehler der Messung der Anregungsintensitit der Fluores-
ZEeNnz,

3.1.4. Ergebnisse der BTX-Analyse

Tabelle 3.2 zeigt eine Gegeniiberstellung der Analysen-
ergebnisse von statischer und zeitaufgeloster Fluores-
zenzspektroskopie. Die mittlere Abweichung aller Einzel-
konzentrationen vom wahren Wert von 19 Prozent fiir die
zeitaufgelosten Messungen ist deutlich geringer als die der
statischen Fluoreszenzspektroskopie mit 57 Prozent.

Obwohl sich die statischen Fluoreszenzspektren von B, T
und X deutlich unterscheiden (Abb. 3.1), ist die Genauig-
keit bei der Bestimmung von Mischungen anhand der Spek-
tren signifikant schlechter als die der zeitaufgelosten Fluor-
eszenzspektroskopie.

3.1.5.Einordnung der Ergebnisse

Die Genauigkeit der zeitaufgelosten Messungen kann noch
erheblich erhtht werden, wenn die Impulsfolgefrequenz
des Lasers zur Fluoreszenzanregung durch einen Puls-
picker, der uns gegenwirtig noch nicht zur Verfiigung steht,
herabgesetzt wird. Die jetzige Folgefrequenz von 82 MHz
bedeutet einen Impulsabstand von 12.5 ns und ein MeB-
fenster von 8 ns. Um die Fluoreszenz von p-Xylol mit ei-
ner Fluoreszenzlebensdauer von 11 ns mit maximaler Pri-
zision messen zu kénnen, benotigt man ein MeBfenster von
etwa 50 ns. Entsprechendes gilt fir Toluol, dessen Fluo-
reszenz mit einer Abklingzeit von 5 ns einen Mefbereich
von 25 ns benotigt. Damit wire insbesondere die Bestim-
mung von Mischungsverhiltnissen in einem groferen Kon-
zentrationsbereich realisierbar (Steigerung der Dynamik um
wenigstens eine Grofenordnung).

Die zeitaufgelosten Messungen dieser Serie erfolgten ohne
Optimierung der experimentellen Bedingungen im Hinblick
auf maximale Nachweisempfindlichkeit. Zur Bestimmung
der Nachweisgrenzen wurde anstelle des ansonsten benutz-
ten subtraktiven Doppelmonochromators ein lichtstarker
UV-Einfachmonochromator (Lambda-Scanner) sowie eine
Referenzprobe des Labortorium 10.21 der BAM fiir die

" BTX-Analytik mittels HPLC benutzt. Die Probe enthielt

Benzol, Toluol, Ethylbenzol, o-Xylol und m-Xylol mit ei-
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Tabelle 3.2
Mix Benzol [10° mol/l] Toluol [10° mol/l] p-Xylol [10* mol/l] Vergleich der Ergebnisse von
Einwaagen Einwaagen Einwaagen statischer und zeitaufgeléster
Analyse statisch Analyse statisch Analyse statisch Fluoreszenzspekiroskopie
Analyse zeitaufgelist | Analyse zeitaufgeltst| Analyse zeitaufgeldst
A 20 3 0
12.6 47 0.04
22.4 3.3 0.00
B 0 1 2
2.2 47 1.8
0.03 1.4 1.9
C 25 1 0
14.4 1.28 0.02
24.4 0.84 0.016
D 40 0 0.5
18.2 0.32 0.08
32.2 0.00 0.29
E 25 1 2
13.4 1.25 0.67
27.2 0.66 1.69
F 0 1 2
4.1 14 2.5
0.08 1.46 1.69
G 22 5 0.5
27.0 2.3 0.09
20.4 3.9 0.31
H 10 35 35
58 3.45 2.05
11.2 4.34 3.0
SIGMA + & +
+2.1 +0.6 +0.03
+ 5% + 8% +12%

ner Gesamtkonzentration von 5#107 mol*I'. Bei 5 mW
Anregungsleistung und einer moderaten spektralen Spalt-
breite von 4 nm konnte noch eine Fluoreszenzintensitit von
etwa 1800 counts pro Sekunde erzielt werden. Daraus
ergibt sich eine Nachweisgrenze von 10® mol*1! fiir die
Bestimmung einer einzigen Komponente oder von Sum-
menparametern. Fir die Bestimmung von Mischungsver-
hiltnissen der Einzelkomponenten liegt die Grenze auf-
grund des benétigten besseren Signal/Rausch-Verhiltnisses
bei einer Gesamtkonzentration von etwa 10 mol*1"' und
MeRzeiten von 10 bis 20 Minuten. Die generelle apparati-
ve Nachweisgrenze betrigt fur Einzelsubstanzen mit gu-
ten Quantenausbeuten (¢, > 0.25) und in Abhéngigkeit vom
Wellenlidngenbereich zwischen 10°° und 10" mol*1"! (s.
Kap. 2.4.2.).

Letztere liegt beispiclsweise fiir BTX absolut bei 2pg in
der DC bzw. HPLC mit Fluoreszenzdetektion und bei 100ng
in der Gaschromatographie mit Flammenionisationsde-
tektion [16]. Diese Substanzmengen werden bereits in den
10--molaren Losungen der Tab. 3.2 erfaBt, da die im La-
serstrahl angeregte absolute BTX-Masse nur etwa I mg be-
trigt [16]. Die Nachweisgrenze der Laserimpulsfluorome-
trie von 10* mol*1” in Mikrovolumen-Kiivetten entspricht
einer Probenmasse von etwa 10 Picogramm.
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3.2. Analyse von Metallionen

Bei der Wasseranalytik spielt der Nachweis von Metall-
ionen eine bedeutende Rolle. Viele der in der Regel nur in
Spuren im Wasser vorkommenden Schwermetallionen (z. B.
Cu, Zn*, Co® und Ni*) sind einerseits essentiell und miis-
sen flir aquatische Organismen in hinreichender Menge
biologisch verfiigbar sein, haben aber andererseits in iiber
diesen optimalen Dosen liegenden Konzentrationen sub-
toxische oder toxische Wirkungen. Der Nachweis kleiner
Schwermetallmengen ist daher bei Untersuchungen zum
Kontaminationsgrad eines Wassers von grofer Wichtigkeit.
Die Bestimmung der Gehalte an Alkali- und Erdalkalime-
tallionen, die in deutlich hdheren Konzentrationen im Was-
ser vorkommen, ist im Hinblick auf Aussagen iiber den
Salzgehalt und die Wasserhirte, die wiederum maligeblich
die Artenvielfalt und -zusammensetzung aquatischer Le-
bensrdume beeinflufien, von Interesse [17].

Metallionen koénnen im Wasser in unterschiedlichen Oxi-
dationsstufen vorkommen und unterscheiden sich je nach
Oxidationsstufe deutlich in ihrer biologischen Verfiigbar-
keit und toxischen Wirkung. Von analytischem Interesse
ist daher die getrennte Erfassung verschiedener ionischer
Spezies eines Metalls, um detaillierte Aussagen iiber den



Bindungszustand und die Verteilung dieses Metalls in dem
betreffenden Umweltmedium machen zu kénnen (Spezia-
tion) [18].

Besonders bei der Bestimmung von Metallionen verschie-
dener Oxidationsstufen nebeneinander in einer Wasserprobe
sollte moglichst schonend, d. h., méglichst ohne Aufarbei-
tung und Trennung analysiert werden, um (verfilschende)
Redoxreaktionen zu vermeiden. Da es sich bei Metallionen
in der Regel um nicht flucreszierende Spezies handelt (Aus-
nahme: Uran und Selten-Erd-Metalle), kann die Fluoro-
metrie als sogenanntes “kaltes” Analysenverfahren mit ho-
her Empfindlichkeit nur bei Einsatz geeigneter selektiver
und spezifischer Komplexbildner, die selbst fluoreszieren
oder mit dem Metallion einen fluoreszierenden Komplex
bilden, vorteilhaft im Sinne einer “schonenden” Metall-
ionenanalytik eingesetzt werden [12].

3.3. Komplexbildner fiir die
Fluorometrie

Der fluorometrische Nachweis von nicht fluoreszierenden
Metallionen erfordert den Einsatz eines Fluoreszenzmar-
kers, d. h. einer organischen Verbindung, deren Fluores-
zenzverhalten sich bei Kationenkomplexierung moglichst
spezifisch indert. Dabei kdnnen sowohl kationen-induzierte
Modifizierungen der spektralen Lage der Absorptions- und
Emissionsbanden als auch der Fluoreszenzintensitit,
Fluoreszenzverstirkung oder Fluoreszenzldschung, und der
Fluoreszenzlebensdauer auftreten. Grundsitzlich lassen
sich folgende Effekte beobachten [19, 20].

e Das Metallion wird durch einen nicht fluoreszierenden
oder einen fluoreszierenden Komplexbildner, im fol-
genden Fluoreszenzmarker genannt, gebunden und bil-
det mit diesem einen, im ersten Fall, fluoreszierenden
oder, im zweiten Fall, stirker fluoreszierenden Kom-
plex. Hierbei sind mehrere Mechanismen zu unterschei-
den:

— Der Fluoreszenzmarker ist nicht fluoreszierend, und
erst die Komplexierung bewirkt ein "Anschalten™
der Fluoreszenz ("switched-on fluorescence™).

— Der gebildete Komplex ist stirker fluoreszierend und
emittiert bei der gleichen Wellenldnge wie der un-
gebundene Fluoreszenzmarker, d. h. in Abhin-
gigkeit der Metallionenkonzentration ist eine Zu-
nahme der Intensitit der Fluoreszenzbande, eine
“chelation-enhanced fluorescence” (CHEF?), zu
beobachten.

— Der Komplex emittiert bei einer anderen Wellen-
linge als der ungebundene Fluoreszenzmarker, d. h.
bei Komlexierung nimmt die Intensitit der Emis-
sionsbande des ungebundenen Fluoreszenzmarkers
in gleicher Weise ab wie die Bande des Komplexes
zunimmt, Es tritt eine Anderung des Intensititsver-
hiltnisses der beiden Banden auf, wodurch das mel3-

?Chelation = Chelatbildung; besondere Art der Komplexbildung, wobei das Metall-
ion von mindestens zwei Bindungsstellen des Liganden koordinativ
gebunden wird,

bare Signal unabhingig von der Konzentration des
Fluoreszenzmarkers wird.

e Das Metallion wird nach Reaktion mit einem fluores-
zierenden Komplexbildner indirekt durch Léschung der
Fluoreszenz dieser Verbindung nachgewiesen. Dieser
Effekt wird in der Literatur als “chelation-enhanced
quenching” (CHEQ) bezeichnet.

Alle Effekte lassen sich sowohl mit statischen als auch mit
zeitaufgelosten fluoreszenzspektroskopischen Methoden
messen. Nachweistechnische Vorteile ergeben sich aus zeit-
aufgeldsten Messungen vor allem dann, wenn Komplexe
eines Fluoreszenzmarkers mit mehreren Metallionen spek-
tral nicht unterscheidbar, anhand ihrer unterschiedlichen
Abklingzeiten aber separierbar sind [21]. Dieses Fluo-
reszenzverhalten 146t sich auch gezielt bei der Analytik
mit sogenannten “Multiplex-Dyes™ ausnutzen ([22], vgl.
Kap. 3.3.3.). Von der meBtechnischen Seite her betrachtet,
stellt dabei die Messung des ersten Effekts, die Bildung
eines (stark) fluoreszierenden Komplexes, das sensitivere
Verfahren dar, da das Signal/Rausch-Verhiltnis bei der Mes-
sung grofier ist und storende (zumeist kurzlebige) Unter-
grundfluoreszenzen (im Wasser z. B. Huminstoffe) eine
geringere Rolle spielen. Bei den im Rahmen dieser Arbei-
ten eingesetzten Komplexbildnern handelt es sich vor al-
lem um Verbindungen, die Fluoreszenzinderungen des er-
sten Typs zeigen.

Weiterhin sollten Fluoreszenzmarker fiir die Metallionen-

analytik in wiBrigen Medien noch folgende Voraus-

setzungen erfiillen, um fiir einen Einsatz in der Routfine-
analytik geeignet zu sein.

— Die Komplexierung sollte reversibel sein und die
Gleichgewichtseinstellung moglichst schnell erfolgen.

— Sie sollten wasserlgslich oder in einem mit Wasser aus-
reichend mischbaren Losungsmittel 10slich sein.

—  Sie sollten moglichst pH-Wert unabhingige Anderun-
gen der Fluoreszenzeigenschaften zeigen.

—  Sie sollten redoxunempfindlich und ihre Fluoreszenz-
eigenschaften sollten unabhéngig von der Konzentrati-
on des im Wasser gelosten Sauerstoffs sein.

— Sie sollten photochemisch stabil sowie im Fall der ge-
koppelten Fluoreszenzmarker (vgl. Kap. 3.3.3.) nicht
hydrolisierbar sein.

Aufgrund ihres elektronischen Aufbaus und der daraus
resultierenden Féhigkeit, koordinative Bindungen einzu-
gehen, lassen sich Schwermetallionen bzw. Ionen der Uber-
gangsmetalle durch organische Liganden mit freien Elek-
tronenpaaren leicht komplexieren. Seitens des Metallions
hingt die Stabilitéit dieser Komplexe von der elektronischen
Besetzung der Valenzschalen und dem Ionenradius ab. Auf
der Seite des Komplexbildners spielen vor allem die soge-
nannte "Zihnigkeit” des Liganden, d. h. die Anzahl der
potentiellen Koordinationsstellen, die ein Ligand dem
Metallion anbieten kann, die rdumliche Anordnung dieser

 "Mulitplex-Dyes” sind strukturell sehr dhnliche Fluoreszenzfarbstoffe, die sich
im Idealfall spektral nur minimal, in ihren Abklingzeiten aber deutlich unter-
scheiden. Analytisch anwendbare Systeme sind bislang nur fiir die Biodiagnostik
(z. B. DNA-Sequenzierung) und fiir die Polymeranalytik bekannt [22].
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Koordinationsstellen und deren chemische Natur ("Hérie”
nach dem Lewis’schen Sdure/Base-Konzept, Protonierbar-
keit/Deprotonierbarkeit) eine Rolle [23]. Offenkettige
Liganden bilden vor allem dann stabile Komplexe, wenn
eine Stabilisierung iiber den sogenannten “Chelateffekt”
erfolgen kann, d. h. wenn die Bindung des Metallions durch
einen Komplexbildner zur Ausbildung eines 5- oder 6-Rin-
ges fiihrt, was die Stabilitit eines Komplexes in der Regel
zusitzlich erhoht [24]. Geeignete offenkettige Liganden
sind daher vor allem zweizdhnige Chelatbildner, deren Ko-
ordinationsstellen so angeordnet sind, daB es bei Kom-
plexierung zur Ausbildung von 5- bzw. 6-Ringen kommt.
Bei makrozyklischen Liganden spielt neben der Art der
Donoratome und deren Anordnung im Makrozyklus der
sogenannte “makrozyklische Effekt™ eine wesentliche
Rolle bei der Stabilisierung bestimmter Komplexe [25].

3.3.1. Chemischer Aufbau von
Fluoreszenzmarkern

Fluoreszenzmarker lassen sich nach ihrem chemischen
Aufbau in zwei grofle Gruppen einteilen [20], wobei die
erste und am ldngsten bekannte Gruppe von Verbindungen
relativ einfache organische Molekiile sind, die potentiell
fluoreszierend sind und die verschiedensten Metallionen
binden konnen. Beispiele sind Morin, 8-Hydroxychinolin
und einige Salicylsidurederivate [26]. Bei diesen Molekiilen
handelt es sich um Fluoreszenzmarker, bei denen der Analyt
mit mindestens einer Bindungsstelle im Molekiil, die Teil
des n-Systems des Fluorophors ist, wechselwirkt. Sie wer-
den als intrinsische” Fluoreszenzmarker ("intrinsic fluo-
rescence probes™) bezeichnet [20].

Diese “einfachen™ intrinsischen Fluoreszenzmarker sind
aromatische Verbindungen, die zwei oder mehrere poten-
ticlle Komplexierungsstellen im Molekiil besitzen und mit
verschiedenen Schwermetallionen fluoreszierende Komple-
xe bilden kénnen (Abb. 3.5). Solche Molekiile besitzen in
der Regel ein rein aromatisches oder heteroaromatisches
Grundgertist, das oft ein oder mehrere Substituenten mit
freien Elektronenpaaren trigt (Tub. 3.3).

Abb. 3.5
Intrinsischer Fluoreszenzmarker
(m-System (grau), freie Elektronenpaare (schwarze Balken))

*  Komplexe mit makrozyklischen Liganden sind aus entropischen und enthal-
pischen Giinden in der Regel stabiler als Komplexe mit offenkettigen Liganden,
vorausgesetzt, Metallionenradius und HohlraumgrdBe des Liganden passen
zueinander.
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Tabelle 3.3
Bindungsstellen von Fluoreszenzmarkern
Bindungsstellen
im heterozyk- als Substituenten
lischen System
~— ~iOH
S —SH
—N— _NHQ
A
=
>3
£

Von diesen Substanzen eignen sich allerdings nur wenige,
wie z. B. Calcein, zum spezifischen Nachweis eines be-
stimmten Kations (hier: Ca**). Die meisten dieser “einfa-
chen” fluoreszierenden Liganden gehen mit vielen Metall-
ionen unspezifische Reaktionen ein und bilden spektral und
zeitaufgeldst meist nur schwer unterscheidbare lumines-
zierende Komplexe (z. B. Morin mit Be?, Ca*, Al**, Ga*,
In*, Cd**, Zr* und vielen anderen mehr) [26]. Fiir den Ein-
sticg in dieses Arbeitsgebiet wurde von uns der Nachweis
von Al* neben Ga** und In* durch Komplexierung mit 8-
Hydroxychinolinsulfonsiure mittels zeitaufgeltster Fluo-
rometrie optimiert [27], wobei eine analytisch hinreichen-
de Unterscheidung zwischen den Ga**- und In*-Komplexen
anhand ihrer Abklingzeiten allerdings nicht moglich war.
Daher ist der Einsatz von spezifischeren Fluoreszenzmar-
kern fiir den selektiven Nachweis von nicht fluoreszieren-
den Metallionen von besonderem Interesse.

Das Design und die Synthese von maBgeschneiderten Fluo-
reszenzmarkern fiir den Metallionennachweis, sogenann-
ten Fluorophor-Rezeptor-Systemen, gewinnt deshalb seit
den ersten Arbeiten von Sousa zur Anwendung makro-
zyklischer Fluoreszenzmarker beim Kationennachweis in-
nerhalb der chemischen Analytik stindig an Bedeutung
[28].

Bei dieser zweiten Gruppe der fluoreszierenden Kom-
plexbilder, den Fluorophor-Rezeptor-Systemen (FRS), ist
gezielt ein bestimmter Fluorophor kovalent an einen aus-
gewihlten Rezeptor gekoppelt ("gekoppelte” Fluores-
zenzmarker = "conjugated fluorescence probes™). Die FRS
lassen sich nach ihrem chemischen Aufbau wiederum in
zwei Gruppen unterteilen:

— Fluoreszenzmarker, bei denen der Fluorophor direkt an
den Rezeptor gebunden ist. Das n-System des Fluoro-
phors und die komplexierende Rezeptoreinheit sind da-
bei nicht vollstindig elektronisch entkoppelt und kén-
nen miteinander wechselwirken.

— Fluoreszenzmarker, bei denen der Fluorophor mit sei-
nem 7-System iiber einen Spacer, z. B. eine kurze ge-
sittigte Alkylkette (o-Spacer), an den Rezeptorteil des
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Gekoppelter Fluoreszenzmarker ohne und mit Spacer (7-System (grau), freie Elektronenpaare (schwarze Balken))

Molekiils gebunden ist. Hier sind beide Molekiilteile
elektronisch vollstindig entkoppelt, d. h., der Rezeptor
kann die Fluoreszenzeigenschaften des Fluorophors nur
durch weitreichende Krifte wie beispielsweise Elek-
tronentransfer beeinflufien.

Die Komplexierung des Rezeptors mit einem Kation be-
dingt eine moglichst analytspezifische Anderung des Flu-
oreszenzverhaltens des Fluorophors, wobei je nach Auf-
bauprinzip der Verbindung spektrale Verschiebungen der
Absorptions- und Emissionsbanden und/oder Anderungen
der Fluoreszenzintensitit und der Fluoreszenzlebensdauer
auftreten kénnen [29-31].

Die Selektivitdt von FRS wird insbesondere durch den Re-
zeptor bestimmt. Geeignete Rezeptoren sind daher chemi-
sche Strukturen, die nur bestimmte Metallionen moglichst
stark und selektiv binden,

Hiufig verwendete Rezeptoren sind stickstofthaltige Mo-
lekiile, bei denen das Stickstoffatom einerseits an der Kom-
plexierung des Metallions beteiligt ist und andererseits der
Fluorophor kovalent direkt oder iiber einen Spacer (z. B.
eine Methylengruppe) an dieses Stickstoffatom gebunden
ist (Abb. 3.6). Bekannte Beispiele fiir solche Bindungs-
stellen sind (substituierte) Ethylendiamin-Einheiten, sub-
stituierte Diethanolamin-Einheiten und die oben bereits
erwithnten stickstoffhaltigen Kronenetheranaloga [32].

Fiir das Design von FRS ist weiterhin wichtig, dafl eine
Kopplung der Fluorophore an die Rezeptormolekiile syn-
thetisch mit moderatem Aufwand und in guter Ausbeute
durchfiihrbar ist.

Fluorophor-Rezeptor-Systeme wurden bislang vorwiegend
fiir Protonen, Alkali- und Erdalkalimetallionen entwickelt
[29-31, 33]. Analoge Verbindungen fiir Schwer- und Uber-
gangsmetallionen sind dagegen kaum bekannt, aufgrund
der zunehmenden 6kotoxischen Relevanz dieser Kationen
aber von groflem analytischem Interesse [12, 31, 34].

In diesem Teilbereich des Projektes wurden zum Nachweis
von Metallionen sowohl “einfache” Fluoreszenzmarker als
auch FRS beider Bauprinzipien eingesetzt.

3.3.2. Lumineszenzverhalten von bekannten
»einfachen” Fluoreszenzmarkern

Die optischen Eigenschaften der Metallionenkomplexe
hingen stark von der Besetzung der d-Orbitale des Metall-
ions ab, woraus sich je nach dem elektronischen Aufbau

des Ions, d. h. je nach der Besetzung der d-Orbitale mit
Elektronen, verschiedene Anforderungen an einen Fluores-
zenzmarker ergeben. Fluoreszierende Liganden (“einfache
Fluoreszenzmarker™) bilden mit Metallionen mit vollbe-
setzter d-Schale, diamagnetischen “closed-shell” Ionen, in
der Regel Komplexe, die ebenfalls fluoreszieren und de-
ren Emissionsspektren denen der freien Liganden dhneln
[35]. Hier werden bei der Komplexierung die Energien der
n—n"-Uberginge des Liganden durch das Metallion im
allgemeinen nicht beeinfluBt. Eine weitere, in den meisten
Komplexen diamagnetischer Ionen erfiillte Voraussetzung
fiir dieses Verhalten ist, daf der spin-erlaubte ligandenzen-
trierte S()—>Sl—ﬂbergang energetisch niedriger liegt als der
entsprechende metallzentrierte Ubergang [35]. Bei diesem
photochemischen Verhalten ist eine fluorometrische Detek-
tion verschiedener Metallionen mittels statischer Fluoro-
metrie ohne vorherige chromatographische oder nafche-
mische Trennung allerdings nicht moglich. Eine analytische
Unterscheidung zwischen Komplexen verschiedener
Metallionen mit demselben Liganden kann jedoch mittels
zeitaufgeloster Fluorometrie durchgefiihrt werden, wenn
der Schweratom-Effekt genutzt werden kann. Bei diesem
Effekt wird die Rate fiir Singulett-Triplett-Uberginge (7in-
tersystem crossing”), strahlungslose Konkurrenzprozesse
zur Fluoreszenz, indirekt tiber die Spin-Bahn-Kopplungs-
konstante durch die Kernladungszahl des gebundenen Ions
erhoht, was zu einer Anderung der Fluoreszenzlebens-
dauern fiihrt. Sind die Lebensdauern der Komplexe eines
Fluoreszenzmarkers mit verschiedenen Metallionen mef3-
technisch hinreichend unterscheidbar, lassen sich Simultan-
bestimmungen durchfiihren [36].

Bei Komplexierung von Metallionen mit ungesittigter
d-Schale, paramagnetischen “open-shell” Ionen, tritt oft-
mals eine Loschung der Fluoreszenz des Liganden auf, da
diese Kationen die Ratenkonstanten von "intersystem cros-
sing”-Ubergingen durch den Paramagnetismus erhdhen
konnen. Der Schweratom-Effekt verstéirkt diese Tendenz
noch [35]. In der Regel liegen auch die spin-erlaubten d-d-
Ubergiinge der "open-shell” Metallionen energetisch nied-
riger als die n—n’-Ubergiinge der Liganden. Dies fiihrt in
solchen Komplexen zu kleinen Ratenkonstanten der Fluo-
reszenz.

3.3.3. Lumineszenzverhalten von Fluorophor-
Rezeptor-Systemen

Gekoppelte Fluoreszenzmarker, Fluorophor-Rezeptor-Sy-
steme, sind im allgemeinen so konzipiert, dal im unkom-
plexierten System die Fluoreszenz des Farbstoffs durch
intramolekularen lichtinduzierten Elektronentransfer (PET!,
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Abb. 3.7) vom (als Elektronendonor fungierenden) Rezep-
tor partiell geldscht ist. Bei Komplexierung des Rezeptors
durch ein Kation dndert sich die Elektronendichte des
Rezeptors bzw. seine Donorkapazitit und damit sein
Redoxpotential, was eine Verlangsamung des PET und da-
mit eine Zunahme der Fluoreszenzintensitit des Fluoro-
phors bedingt. Da Elektronentransfer ein weitreichender
Prozef ist und iiber mehrere Bindungen erfolgen kann, tre-
ten solche Effekte sowohl in Systemen mit als auch ohne
Spacer auf.

Fluorophor-Rezeptor-Systeme mit Spacer, bei denen die
Bindungsstelle nicht direkt Bestandteil des fluorophoren
n-Elektronensystems ist, sollten bei Komplexierung stets
dann CHEF-Effekte zeigen, wenn bei der Bindung des
Metallions das bzw. die freie/n Elekironenpaar/e des Dono-
ratoms an der Bindungsbildung beteiligt ist bzw. sind. Al-
lerdings ist hierbei auch der EinfluBl des Schweratom-Ef-
fekts, je nach Art und Bindung des Metallions (z. B. -
oder o-Komplex des Metallions mit dem Fluorophor) zu
beriicksichtigen. Entscheidend ist hier die rdumliche An-
ordnung des Liganden um das Zentralion.

Bei Fluorophor-Rezeptor-Systemen, in denen ein solvato-
chromer Farbstoff kovalent an ein Heteroatom des Rezep-
tors gebunden ist, d. h. Fluorophor und Rezeptor direkt
elektronisch wechselwirken (Rezeptor ist Teil des m-
Elektronensystems des Fluorophors), treten neben Inten-
sitdtsdnderungen auch kationenspezifische spektrale Ver-
schiebungen bei Komplexierung des Rezeptors mit einem
Kation auf. Diese kationeninduzierten Verschiebungen der
spektralen Lage der Absorptions- und Emissionsbanden des
solvatochromen Farbstoffs sind darauf zurtickzufiihren, dafy
sich die elektronische Umgebung des direkt an den Fluo-
rophor gebundenen Heteroatoms durch das positiv gelade-
ne Metallion dndert [29]. Kationeninduzierte spektrale Ver-
schiebungen werden beispielsweise bei Systemen, wie dem
kommerziell erhiltlichen Fluorophor-Diazakronenether-
System SBFI, in denen ein solvatochromer Farbstoff di-
rekt {iber ein Heteroatom wie Stickstoff an einen Sauer-
stoff-Stickstoff-Makrozyklus gebunden ist, beobachtet [29].
SBFI wird in der medizinischen und der Bioanalytik bei
der fluorometrischen Bestimmung der cytoplasmatischen
Natriumkonzentration eingesetzt [33].

! PET = Photoinduced electron transfer
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3.3.4. Fluoreszenzmarker fiir den Nachweis
von Alkali- und Erdalkalimetallionen

Alkali- und Erdalkalimetallionen sind ebenfalls als dia-
magnetische “closed-shell” Ionen zu betrachten, unterschei-
den sich von Schwer- bzw. Ubergangsmetallionen aber ins-
besondere durch ihren anderen Lewis-Sdure-Charakter.
Die Ionen der ersten beiden Hauptgruppenelemente bevor-
zugen als harte Lewis-Sauren bei der Bindung an Liganden
solche mit harten Lewis-Basen als Bindungsstellen (z. B.
Sauerstoff gegeniiber Stickstoff). Bei Alkali- und Erdalka-
limetallionen lassen sich ebenfalls Chelat- und makro-
zyklischer Effekt beobachten [37]. Bei lumineszierenden
Komplexen der Alkali- und Erdalkalimetallionen mit “ein-
fachen™ intrinsischen Fluoreszenzmarkern entspricht die
Fluoreszenz immer der Emission des Sl-asorUbergangs des
Liganden [38].

3.3.5. Neue Fluoreszenzmarker auf der Basis
von N-Acylthiohrnstoffen

Die gekoppelten Fluoreszenzmarker aus der Gruppe der
N-Acylthioharnstoffe wurden zum fluorometrischen Nach-
weis von Schwermetallionen konzipiert und synthetisiert.
Substituierte N-Acylthioharnstoffe (Abb. 3.8) besitzen aus-
gezeichnete Komplexierungseigenschaften gegeniiber Io-
nen der Ubergangsmetalle und Elementen der Platingruppe,
sind praparativ leicht zugénglich und weisen in herkdmm-
lich in der Chromatographie eingesetzten mobilen Phasen
eine gute Loslichkeit auf [39, 40]. Die Kopplung der Fluo-
rophore an die Thioharnstoff-Rezeptoreinheit konnte so-
wohl tiber einen Alkylspacer R’ bzw. R” als auch iiber ei-
nen Carbonylspacer erfolgen.

Rl’

N\ Abb. 3.8

Grundgeriist der substiiuierten
N-Acylthioharnstoffe
(R = C-seitig, R’ & R” = N-seitig)

Als Fluorophore wurden Naphthalin- und Anthrazen-Ein-
heiten eingesetzt, da ihre Fluoreszenzeigenschaften fiir
analytische Anwendungen giinstiger sind als die von (sub-



Tabelle 3.4
Substitutionsmuster der synthetisierten

Verbdg.® | R R’ R”

DEBT phenyl- ethyl- ethyl-

PCTB phenyl- pyrrolidinyl-

AMBT phenyl- methyl- anthrazen-9-ylmathyl-
DENT 1-naphthyl- | ethyl- ethyl-

NPTA 1-naphthyl-| pyrrolidinyl-

DEAT 9-anthryl- | ethyl- ethyl-

APTA 9-anthryl- | pyrrolidinyl-

N-Acylrhioharnstoffe

stituierten) Phenyl-Einheiten (lingerwellige Emission,
hohere Fluoreszenzquantenausbeuten und ldngere Fluores-
zenzabklingzeiten). Verschiedene Derivate mit N- und C-
seitig substituierten Fluorophoren wurden von uns herge-
stellt (Tab. 3.4, vgl. Kap. 3.7. bis 3.9.). Da vor allem bei
der Synthese der anthryl-substituierten Verbindungen Pro-
bleme auftraten, wurden die Synthesewege und Reaktions-
bedingungen zuvor anhand der Herstellung der phenylhal-
tigen Verbindungen DEBT und PCTB getestet.

Die Synthese von N-Acylthioharnstoffen ist seit den 30er
Jahren bekannt und ausfiihrlich in der Literatur beschrie-
ben [41, 42]. Das in den letzten Jahren im wesentlichen
eingesetzte und in der Literatur zitierte Verfahren (“Ein-
topf-Verfahren™) zur Herstellung dieser Verbindungen geht
auf HartmaNN und REUTHER zuriick, die ausgehend von ei-
nem Carbonsiurederivat R-COOH (im Endmolekiil = Rest
R) iiber Bildung des Siurechlorids und nukleophile Sub-
stitution mit Natriumrhodanid Isothiocyanatderivate R-CO-
NCS herstellten. Diese Isothiocyanate werden dann mit
sekundiren Aminen (enthalten die Reste R’ und R”) zu
den entsprechenden N-Acylthioharnstoffen umgesetzt [43].
Ausgehend von Benzoylchlorid und nach Reaktion mit
Rhodanid wurden DEBT durch Umsetzung mit
Diethylamin, PCTB durch Umsetzung mit Pyrrolidin und
AMBT (vgl. Kap. 3.8.) durch Umsetzung mit Anthrazen-
9-ylmethyl-methylamin (AMMA) erhalten. 1-Naphthoe-
sdurechlorid, Natriumrhodanid und Diethylamin dienten als
Ausgangssubstanzen fiir DENT, die ersten beiden Sub-
stanzen und Pyrrolidin als diejenigen fiir NPTA. Aus 9-
Anthrazencarbonséurechlorid und Natriumrhodanid wur-
de durch Reaktion mit Pyrrolidin APTA (vgl. Kap. 3.7.)
préparativ erhalten, wihrend die Synthese von DEAT aus
9-Anthrazencarbonsdurechlorid, Natriumrhodanid und
Diethylamin nicht zufriedenstellend gelang. Bei der Herstel-
lung der Fluoreszenzmarker, die Anthrazen als Fluorophor
enthalten, muBte unter schonenden Reaktionshedingun-
gen’ gearbeitet werden, da sonst hauptsichlich polymere
Anthrazenderivate entstanden.

§ Verbindungen:  DEBT = 1,1-Diethyl-3-henzoylthioharnstoff,

PCTB = N-(Byrrolidin-1-carbothioyl)-benzamid,

AMBT=1-Anthrazen-9-ylmethyl- 1-methyl-3-henzoylthio-

harnstoff,

DENT = 1,1-Diethyl-3-(naphthalin- 1-carbonyl)-thicharnstoff,

NPTA = Naphthalin- 1 -carbonsiure-(pyrrolidin-1-

carbothioyl)-amid,

DEAT = 1,1-Diethyl-3-(anthrazen-9-carbonyl)-thioharnstoff,

APTA = Anthrazen-9-carbonsiure-(pyrrolidin-1-

carbothioyl)-amid.

7 Schonende Reaktionsbedingungen: Reaktionstemperatur <40 °C, Sauerstoff- und
FeuchtigkeitsausschluB, Reaktion unter Lichtausschluff bzw. unter Retlicht, um
thermische und photochemische Zyklisierungen zu vermeiden.

Die Reinigung der Substanzen erfolgte sdulenchromato-
graphisch, eine Charakterisierung wurde anhand von mas-
senspektrometrischen, *C-NMR-spektrometrischen und C,
H, N-elementaranalytischen Daten vorgenommen. Eine
Prifung auf Verunreinigungen wurde auBerdem
diinnschichtchromatographisch durchgefiihrt.

3.3.6. Entwicklung neuer Fluorophor-Rezeptor-
Systeme mit makrozyklischen Rezeptoren

Aufgrund ihrer guten Komplexierungseigenschaften und
der moglichen gezielten synthetischen Steuerung des
Aufbaus von FRS, die nach bestimmten, in Kap. 3.3.3. be-
schricbenen Mechanismen Anderungen in ihrem Lumines-
zenzverhalten zeigen, wurden von uns Fluorophor-Rezep-
tor-Systeme mit makrozyklischen Rezeptoren entwickelt.
Als makrozyklische Rezeptoren konnen Polyoxa-, Poly-
thia-, Polyaza-Makrozyklen oder Heteromakrozyklen, die
verschiedene Kombinationen der Heteroatome Sauerstoff,
Schwefel und Stickstoff enthalten, eingesetzt werden. Die
Metallionenselektivitit dieser makrozyklischen Liganden,
die definierte 1:1-Komplexe mit Kationen bilden, hingt von
der riumlichen Anordnung des Liganden und der Aufspal-
tung der d-Orbitale des Metalls ab und damit auch von den
synthetisch steuerbaren Eigenschaften des Heteromakro-
zyklus wie RinggroBe und Anordnung der Heteroatome
[44-49]. Dies bedingt eine hohere Selektivitit gegentiber
Kationen als bei Kronenethern [44]. Somit lassen sich ge-
zielt Liganden entwickeln, die beispielsweise von einem
Metall nur Ionen einer Oxidationsstufe komplexieren [45]
und so im umweltanalytisch wichtigen Bereich der
Speziation Verwendung finden koénnen [12, 18]. Hetero-
makrozyklen haben gegeniiber Kronenethern zudem den
Vorteil, daB sie in der Regel um 5 bis 10 Zehnerpotenzen
hohere Komplexierungskonstanten aufweisen [44, 45].

In Fluorophor-Rezeptor-Systemen wurden bislang aus-
schlieflich Kronenether und ihre Mono- bzw. Diazaderivate
als kationenspezifische Rezeptoren eingesetzt [29, 33].
Diese Rezeptoren komplexieren insbesondere “harte”
Metallionen wie Alkali- und Erdalkalimetallionen. Solche
Fluorophor-Rezeptor-Systeme kénnen daher als Fluores-
zenzmarker fiir Protonen, Alkali- und Erdalkalimetallionen
eingesetzt werden [30, 31]. Demgegeniiber bietet sich fiir
die Konzipierung von Fluoreszenzmarkern fiir Schwer- und
Ubergangsmetallionen der Einsatz von schwefel- und stick-
stofthaltigen heteromakrozyklischen Rezeptoren, die ge-
rade diese Kationen binden, an.
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Im Rahmen des Teilprojektes ,Fluoreszenzmarker mit
makrozyklischen Rezeptoren® wurden zunichst makro-
zyklische Fluorophor-Rezeptor-Systeme mit unterschied-
lichen Fluorophoren, die kovalent an kommerziell erhilt-
liche Monoaza- und Diazakronenether mit bekanntem
Komplexierungsverhalten gebunden wurden, synthetisiert.
Hierbei wurden verschiedene synthetische Realisierungs-
moglichkeiten der direkten Kopplung zwischen Fluorophor
und Rezeptor untersucht und synthetische Erfahrungen bei
der Monosubstitution von Makrozyklen, die zwei Stick-
stoffatome enthalten, gesammelt. Desweiteren wurde in
diesen Systemen der Einfluf der Kationenkomplexierung
auf das Fluoreszenzverhalten unterschiedlicher solvato-
chromer Farbstoffe untersucht, um so Vorstellungen zu
gewinnen, welche Fluorophore fiir den Einsatz in kationen-
sensitiven Fluorophor-Rezeptor-Systemen besonders geeig-
net sind, d.h. welche Strukturvoraussetzungen notwendig
sind, um sowohl groBe spektrale Verschiebungen der
Absorptions- und Emissionsbanden als auch eine starke Zu-
nahme der Fluoreszenzintensitit zu erzielen. Besonderes
Interesse galt weiterhin der Entwicklung von Systemen mit
Fluorophoren, die lingerwellig als 600 nm absorbieren, so
daB sie mit Laserdioden angeregt werden konnen. In die-
sem Zusammenhang wurden insbesondere Cyaninfarb-
stoffe eingesetzt und der Einfluf} der Kationenkomplexie-
rung auf die optischen Eigenschaften dieser neuen FRS
untersucht (vgl. Kap. 3.11.). AuBerdem wurden neu ent-
wickelte FRS mit Diazakronenethern als Rezeptoren auf
ihre Eignung als Fluoreszenzmarker fiir Schwer- und Uber-
gangsmetallionen getestet (vgl. Kap. 3.10.).

SchlieBlich wurde ein Fluorophor-Rezeptor-System mit
einem schwefel-stickstoff-haltigen Heteromakrozyklus als
Rezeptor synthetisiert und spektroskopisch untersucht.
Hierzu wurde zuerst ein in der Literatur beschriebener
Heteromakrozyklus mit bekanntem Komplexierungsver-
halten hergestellt.

3.3.7.Synthese von Fluorophor-Rezeptor-
Systemen mit makrozyklischen
Liganden

a) Fluorophor-Rezeptor-Systeme mit Sauerstoff-Stickstoff-
Makrozyklen als Rezeptoren

Die direkte Kopplung eines Fluorophors an ein Stickstoft-
atom eines Mono- oder Diazakronenethers kann auf drei
verschiedene Arten synthetisch realisiert werden:

— Binden des Fluorophors an ein Stickstoffatom des
Mono- oder Diazakronenethers: Die Kopplung erfolgt
beispielsweise durch Reaktion einer NH-Gruppe des
Mono- oder Diazakronenethers mit einem Fluorophor,
der einen Halogensubstituenten tragt (nucleophile Sub-
stitution) [50].

Auf diesem Syntheseweg wurden der Fluoreszenzmarker
4-Nitro-7-(1,4,10-trioxa-7,13-diaza-cyclopentadec-7-yl)-
benzo[1,2,5]oxadiazol (NBO-crown, vgl. Kap. 3.10.) und
der Fluoreszenzmarker 2-(1,4,10-Trioxa-7,13-diaza-
cyclopentadec-7-yl)-benzo[c,d]indol aus dquimolaren
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Mengen von 1,4,10-Trioxa-7,13-diaza-cyclopeniadecan
und 4-Chlor-7-nitrobenzo[1,2,5]oxadiazol bzw. 2-Methyl-
sulfanylmethylbenzo[c,d]indol in Dimethylformamid bzw.
Dimethylformamid/Triethanolamin mit anschlieBendem
Erwiirmen hergestellt. Problematisch war hierbei die Syn-
these der monosubstituierten Verbindung, da bei der Reak-
tion trotz Variation der Reaktionsbedingungen auch immer
die disubstituierte Verbindung entstand und chromatogra-
phisch oder durch Umkristallisation abgetrennt werden
mubBte. Es gelang auch, durch Reaktion von 9-Chloracridin
bzw. von 9-Phenoxyacridin mit 1,4,7,10-Tetraoxa-13-
azacyclopentadecan und mit 1,7,10-Trioxa-4,13-diaza-
cyclopentadecan in Phenol, den Fluorophor Acridin an ei-
nen Mono- oder Diazakronenether zu binden:

— Binden des Fluorophors iiber eine 1,4-substituierte
Phenylgruppe an ein Stickstoffatom des N-Phenyl-
Monoazakronenethers: Die Kopplung erfolgt durch
elektrophile Substitution (Fluorophor mit aktiviertem
Kohlenstoff agiert als Elektrophil) in para-Stellung am
N-Phenyl-Monoazakronenether [51].

Die in der Literatur beschriebene Reaktion von 10-Methyl-

acridiniumjodid mit 13-(Phenyl)-1,4,7,10-tetraoxa-13-aza-

cyclopentadecan, die zum Fluoreszenzmarker 9-[4-

(1,4,7,10-Tetraoxa-13-aza-cyclopentadec-13-yl)-phenyl]-10-

methyl-acridiniumjodid fiihrt [51], konnte nachvollzogen

werden. Hierbei wurde die Ausgangsverbindung 13-Phe-
nyl-1,4,7,10-tetraoxa-13-aza-cyclopentadecan aus 1,8-Bis-

(p-toluolsulfonyloxy)-3,6-dioxaoctan, erhalten durch Re-

aktion von Triethylenglykol und p-Toluolsulfonsdurechlorid

in Pyridin bei 0 °C, und N,N-Bis(2-hydroxyethyl)anilin in
t-Butanol/Dioxan in Gegenwart von Natrium hergestellt

[52]:

— Binden des Fluorophors lber eine Doppelbindung an
das mit einer p-Formyl-Gruppe substituierte Stickstoff-
atom des Mono- oder Diazakronenethers: Die Kopp-
lung erfolgt durch Reaktion einer aktivierten Methyl-
gruppe des Fluorophors mit der Aldehydfunktion des
p-Formyl-substituierten Rezeptors unter Bildung einer
Doppelbindung. Die Einfithrung der Aldehydfunktion
in die para-Position des N-Phenyl-Azakronenethers er-
folgt durch Formylierung nach Vilsmeier, d. h. durch
Reaktion des in Dimethylformamid gelosten N-Phenyl-
Azakronenethers mit Phosphoroxychlorid unter
Feuchtigkeitsausschluf bei -10 °C [52]. Diese Reakti-
on konnte fiir 13-Phenyl-1,4,7,10-tetraoxa-13-aza-
cyclopentadecan nachvollzogen werden. Der Versuch,
durch Reaktion von 1,4,7,10-Tetraoxa-13-azacy-
clopentadecan mit 4-Fluorbenzaldehyd in Dimethyl-
sulfoxid unter starkem Erwidrmen (Kochen unter Riick-
fluB)4-(1,4,7,10-Tetraoxa- | 3-aza-cyclo-pentadec- 1 3-yD)-
benzal-dehyd zu erhalten, scheiterte.

Die Kopplung eines eine aktivierte Methylgruppe tragen-
den Fluorophors an die Aldehydfunktion von beispielsweise
4-(1,4,7,10-Tetraoxa-13-aza-cyclopentadec-13-yl)-benzal-
dehyd unter Ausbildung einer Doppelbindung ist aus der
Literatur bekannt [53]. So wurde beispielsweise der Fluores-
zenzmarker 7-Dimethylamino-3-{2-[4-(1,4,7,10-tetraoxa-
13-aza-cyclopentadec-13-yl)-phenyl]-vinyl }-benzo-
[1,4]oxazin-2-on durch Kondensation von 7-Dimethyl-



amino-3-methyl-benzo[1,4]oxazin-2-on mit 4-(1,4,7,10-
Tetraoxa-13-aza-cyclopentadec-13-yl)-benzaldehyd in
Essigsdureanhydrid in Gegenwart von Natriumjodid unter
starkem Erwdérmen erhalten [53]. Dieser Reaktionsweg
wurde verwendet, um verschiedene Hemicyanine mit akti-
vierter Methylgruppe, die sich sowohl im Heterozyklus als
auch in der Anzahl der Doppelbindungen und ihrer
sterischen Fixierung unterscheiden, an 4-(1,4,7,10-
Tetraoxa-13-aza-cyclopentadec-13-yl)-benzaldehyd unter
Ausbildung einer Doppelbindung zu binden.

b) Synthese von Fluorophor-Rezeptor-Systemen mit Hete-
romakrozyklen als Rezeptoren

Potentiell fiir die Schwer- und Ubergangsmetallionenana-
lytik mittels Fluorometrie einsetzbare Verbindungen stel-
len Fluorophor-Rezeptor-Systeme dar, die im Rezeptorteil
des Molekiils einen Sauerstoff-Schwefel-Stickstoff-Hete-
romakrozyklus enthalten, der diese Kationen mdoglichst
selektiv und mit hohen Komplexierungskonstanten bindet.
Die Synthese einer Vielzahl solcher Heteromakrozyklen
und ihr Komplexierungsverhalten gegeniiber Schwer- und
Ubergangsmetallionen sind in der Literatur beschrieben
[44-49], sic wurden bislang allerdings noch nicht als Re-
zeptoren in Fluorophor-Rezeptor-Systemen eingesetzt. Fir
erste Untersuchungen an solchen Systemen wurde der
Heteromakrozyklus 1,8-Dithia-4,12-diaza-cyclotetradecan
(S,N,-Makrozyklus) als Rezeptor ausgesucht. Dieser
Ligand, der insbesondere die Ubergangsmetallionen Ni*,
Cu? und Cu* bindet [54, 55], wurde iiber eine in der Lite-
ratur beschriebene, vierstufige Synthese hergestellt [46, 47,
48] und dann kovalent an einen Farbstoff gebunden.

Fiir die Synthese von 1,8-Dithia-4,12-diaza-cyclotetradecan
wurde 2-Aminoethanthiolhydrochlorid in Ethanol unter
Stickstoffatmosphire mit Natrium versetzt und unter Ko-
chen 2-(2-Bromoethyl)-phthalimid, das durch Umsetzung
von Phthalsidureanhydrid mit 2-Aminoethanol in Gegen-
wart von Phosphortribromid erhalten wurde [47], zugege-
ben [48]. Das gereinigte Produkt Bis(2-aminoethyl)-sulfid,
ein braunes Ol, wurde anschlieBend mit dem durch
Sulfochlorierung erhaltenen Sdurechlorid von Bis(2-
propansiure)-sulfid in Toluol unter Stickstoffatmosphére
in stark verdiinnter Losung cyclisiert [46]. Die beiden
Ketogruppen des bei der Cyclisierung entstandenen festen
Rohproduktes wurden anschliefend mit Boran in
Tetrahydrofuran unter Stickstoffatmosphare zu Methylen-
gruppen reduziert [46]. Der so hergestellie S,N,-Makro-
zyklus wurde dann, wie beim entsprechenden Diazakro-
nenetherderivat bereits ausprobiert, mit dem Fluorophor
4-Chlor-7-nitrobenzo[1,2,5]Joxadiazol zum mono- und
disubstituierten Fluoreszenzmarker umgesetzt.

Es wurde auferdem eine Vorstufe des N-Phenyl-Aza-Deri-
vates vom S N, -Makrozyklus synthetisiert, das die geziel-
te Einfithrung nur eines Fluorophors liber zwei Kopplungs-
reaktionen (vgl. Kap. 4.3.7. a) Punkte 2 und 3) erméglichen
sollte. Hierzu wurden zuerst beide Hydroxylgruppen von
N,N-Bis(2-hydroxyethyl)anilin durch Reaktion mit Thio-
harnstoff in konzentrierter Salzsiure unter Erhitzen in Thiol-

gruppen iiberfithrt. Da bei dieser Umsetzung Probleme
auftraten, wurden beide Hydroxylgruppen von N,N-Bis(2-
hydroxyethyl)anilin durch Reaktion mit Phosphor-
tribromid in Chloroform bei Raumtemperatur in Bromsub-
stituenten umgewandelt und anschlieffend mit Thicharnstoff
in Ethanol unter Erwirmen zu N,N-Bis(2-mercaptoet-
hyl)anilin umgesetzt. Daran sich anschlieBende Reak-
tionsschritte und die Fluorophorkopplung sowie die Syn-
these weiterer Fluorophore und Heteromakrozyklen
konnten im Rahmen des BMFT-Projektes nicht mehr bear-
beitet werden.

3.4. Fluoreszenzspektroskopischer
Nachweis von Metallionen

Im Rahmen der in diesem Projekt durchgefiihrten Arbei-
ten wurden die in Kap. 3.3. genannten bekannten und neu
entwickelten Fluoreszenzmarker fiir die in der aquatischen
Toxikologie bedeutenden Schwermetallionen Zn*, Cd**,
Hg?*, Cu?, Ni**, Co* und Pb* sowie fiir die in der Wasser-
chemie relevanten Alkali- und Erdalkalimetallionen Li*,
Na*, K*, Ca**, Mg? und Sr** hinsichtlich ihres Komple-
xierungs- und Fluoreszenzverhaltens untersucht. Als fiir
den Nachweis meflbare Effekte sollten dabei moglichst
eine Verstdrkung der Ligandfluoreszenz (CHEF) oder eine
neue, komplexspezifische Emissionsbande durch Kom-
plexierung auftreten. Die fluoreszenzspektroskopische Cha-
rakterisierung erfolgte anhand von statischen und ns- bzw.
ps-zeitaufgeldsten Messungen.

Einem Vorschlag von Z. R. Grabowski folgend wurden als
intrinsische Fluoreszenzmarker zwei Derivate des 2,2°-
Bipyridyls untersucht (vgl. Kapitel 3.5. und 3.6.). 2,2’-
Bipyridyl und einige seiner Derivate sind als sehr gute
Komplexbildner fiir Ubergangs- und Schwermetallionen
bekannt, und die Komplexe sowie ihr photochemisches und
photophysikalisches Verhalten sind z. T. umfassend in der
Literatur beschrieben [56-59]. Bei den in diesem Projekt
eingesetzten Fluorophor-Rezeptor-Systemen handelt es sich
um die 0. g. substituierten N-Acylthioharnstoffe (vgl. Kap.
3.3.5. und Kap. 3.7. bis 3.9.), die ebenfalls als Komplex-
bildner bekannt sind [39, 40], sowie um FRS mit stickstoft-
haltigen Kronenetheranaloga als metallionenspezifischen
Rezeptoren [25] und verschiedenen Farbstoffen als Fluoro-
phoren (vgl. Kap. 3.3.6. und 3.3.7. sowie Kap. 3.10. und
.10

3.5. Fluoreszenzmarker
2,2’-Bipyridyl-3,3’-diol

Aufgrund seiner in der Literatur beschriebenen photoche-
mischen und Komplexierungseigenschaften [60] sowie sei-
ner kommerziellen Verfiigbarkeit wurde 2,2’-Bipyridyl-
3,3’-diol (BP(OH),, Abb. 3.9) als Komplexbildner fir den
fluorometrischen Nachweis von Schwer- und Ubergangs-
metallionen eingesetzt. BP(OH), ist in sehr vielen unpolaren
und polaren organischen Lésungsmitteln, vor allem aber
auch in Wasser loslich; die Losungen sind photochemisch
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Dienol-Tautomer

"Diketo"-Tautomer

Abb. 3.9
BP(OH),: ESIDPT-Gleichgewicht

stabil [61, 62]. Die unkomplexierte Substanz fluoresziert
in organischen Losungsmitteln stark, in Wasser schwach,
ist als Fluoreszenzstandard und Laserfarbstoff beschrieben
und zeigt keine Phosphoreszenz [61, 63].

BP(OH), liegt in allen verwendeten Losungsmitteln im
Grundzustand als planares Molekiil vor, welches durch zwei
intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den Hydroxylgruppen und den Pyridyl-Stickstoffen stabi-
lisiert wird (Abb. 3.9). Beim ﬁbergang von organischen
polaren zu wirigen Losungsmitteln werden die intramo-
lekularen Wasserstoffbriickenbindungen partiell aufge-
brochen und damit die planare Konformation des Mole-
kiils gestort.

Fiir die Fluoreszenz verantwortlich ist der doppelte intra-
molekulare Protonentransfer im angeregten Zustand
(ESIDPT = excited state intramolecular double proton
transfer), bei dem das Molekiil von der dienolischen Grund-
zustandsform im angeregten Zustand durch eine sehr
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Abb. 3.10

BP(OH),: Absorptions- und Fluoreszenzprozesse

(E = Dienol-, DK = " Diketo” -Tautomer; A = Absorption, F = Fluores-
zenz, k = Ratenkonstanten mir kj,r>>kf‘€ )

Tabelle 3.5

schnelle Reaktion (sub-ps Zeitskala) in die fluoreszieren-
de, zwitterionische "Diketo”-Form tibergeht (Abb. 3.9 und
Abb. 3.10).

In allen organischen Losungsmitteln tritt keine und in wabB-
rigen Losungen eine nur sehr geringe Uberlappung zwi-
schen Absorptions- und Fluoreszenzspektrum auf (groBer
Stokes Shift), weshalb die fiir eine Anwendung in der Fluo-
rometrie storenden Reabsorptionseffekte weitgehend aus-
zuschlieBen sind.

3.5.1. Absorptionsverhalten in wiBrigen
Losungen

Die Form des Absorptionsspektrums und der molare Ex-
tinktionskoeffizient sind in den verschiedenen organischen
Losungsmitteln sehr shnlich. Beim Ubergang von alkoho-
lischen zu wiBrigen Losungsmitteln sinkt dagegen der mo-
lare Extinktionskoeffizient des Absorptionsmaximumse,
deutlich ab, und im Absorptionsspektrum treten mehrere
neue, lingerwellig gelegene Banden auf (Tab. 3.5).

Eine direkte Zuordnung der einzelnen Unterbanden zu be-
stimmten protonierten oder deprotonierten Spezies ist auf-
grund der komplexen Protonierungsgleichgewichte bisher
nicht moglich (Abb. 3.11).

Das Absorptionsmaximum von BP(OH), verschiebt sich
bei steigendem pH-Wert offensichtlich infolge zunehmen-
der Deprotonierung zu kiirzeren Wellenldngen hin, und der
molare Extinktionskoeffizient nimmt ab (Abb. 3.12, vgl.
Kap. 3.5.3.).

Die Ionenstirke hat in wifrigen Losungen dagegen kei-
nen Einflu} auf das Absorptionsverhalten von BP(OH),.

3.5.2. Fluoreszenzverhalten in wiBrigen
Losungen

Die Form des Fluoreszenzspektrums ist in den verschiede-
nen organischen Losungsmitteln ebentalls sehr dhnlich und
zeigt keine vibronische Struktur. Wihrend in allen organi-
schen Losungsmitteln die Lage der Absorptionsbanden
nahezu unverindert bleibt, zeigt das Fluoreszenzspektrum
in Abhéngigkeit von der Polaritit eine schwache hypso-
chrome Verschiebung mit steigender Polaritit. In Wasser
ist die Emissionsbande schlieBlich stark blauverschoben,
die Form des Fluoreszenzspektrums aber unverindert
(Tab. 3.6).

Absorptionsmaxima und molare Extinktionskoeffizienten von BP{OH ), in verschiedenen Losungsmitteln

Lésungsmittel Absorptionsmaximum . [nm]

Extinktionskoeff. g, _[cm*mmol]

Wasser 346 (Max.), 405 (2. Max.), 435 (Sch.)
Ethanol 343 (Max.)
Dichlormethan 342 (Max.)
n-Hexan 342 (Max.)

10000
16622
17759
16461
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Abb. 3.11
Protonierungsgleichgewichte von BP(OH),
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Abb. 3.12
pH-Abhdngigkeit des Absorptionsspekirums von BP{OH),
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Fluoreszenzanregungsspekirum von BP(OH), in wdfiriger Lo-
sung (pH 7.6): Einzelbanden mit Maxima bei 313 nm (1), 334 nm
(2), 352 nm (3), 384 nm (4), 412 nm (5) und 437 nm (6)"?
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Die Flucreszenzquantenausbeuten von BP(OH), in orga-
nischen aprotischen Loésungsmitteln unterscheiden sich
nicht wesentlich, sind in alkoholischen Losungsmitteln et-
was geringer und betragen in Wasser lediglich nur noch
ein Viertel des Wertes in aprotischen Losungsmitteln. Ahn-
liches Verhalten 4Bt sich bei den Fluoreszenzlebensdauern
beobachten (Tab. 3.6, [62, 63]).

Das Fluoreszenzanregungsspektrum und das Absorptions-
spektrum stimmen fiir BP(OH), im jeweiligen Losungs-
mittel tiberein. Durch Bandenanalyse konnte nachgewie-
sen werden, dal} sich das komplexe Absorptionsverhalten
von BP(OH), in Wasser durch eine Kombination aus sechs
Einzelbanden beschreiben ld6t. Das Verhdltnis der Banden
zueinander ist dabei unabhidngig von der Emissions-
wellenlinge (Abb. 3.13).

3.5.3.EinfluB des pH-Wertes

Das Absorptions- und das Fluoreszenzverhalten von
BP(OH), in wiBrigen Losungen sind stark pH-abhiingig.
Hier spielen vor allem die Protonierbarkeit der beiden
Pyridyl-Stickstoffe und die Deprotonierbarkeit der beiden
Hydroxylgruppen eine entscheidende Rolle. Protonierte
Pyridyl-Stickstoffe sind nicht mehr zur Aufnahme eines
Protons im angeregten Zustand und deprotonierte Hydro-
xylgruppen weder zur Abgabe eines Protons im angereg-
ten Zustand noch zur Ausbildung von intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindungen im Grundzustand féhig.

Tabelle 3.6

Fluoreszenzmaxima, -quantenausbeuten und -abklingzeiten von BP(OH), in verschiedenen Losungsmitteln
Lésungsmittel Emissionsmaximum | Fluoreszenzquanten- | Fluoreszenzabkling-

A [nm] ausbeute ¢ zeit 1, [ns]°

Wasser 465 0.08 0.5
Ethanol 500 0.25 2.0
Chloroform™ 507 0.27 3.3
Cyclohexan 515 0.31 nicht bestimmt
3-Methylpentan™ 515 0.32 3.2

# BP(OH),bezogen auf Chininsulfat, Anregungswellenldnge 340 nm, unkorrigierte Emissionsspektren, sowie vgl.[61, 62]
 Messung mit ns-Laserapparatur: Anregungswellenliinge 337 nm, Emissionswellenliinge 467 nm, Entfaltung mit DECAMAX

{variabler time-shift, bester Fit mit final %2 = 1.233), sowie vgl. [61, 62]
10 Werte aus [62]
" Werte aus [61]

12 Emissionswellenlinge 470 nm, korrigiertes Spektrum, Bandenzerlegung mit APROMAX (bester Fit mit final 32 = 1.078)
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Diese pH-abhingigen Moglichkeiten der Protonierung und
Deprotonierung spiegeln sich direkt im absorptionsspektro-
skopischen Verhalten wider (vgl. Abb. 3.11 und Abb. 3.12).
Das Absorptionsmaximum verschiebt sich dabei mit
steigendem pH-Wert hypsochrom. In den Emissions-
spektren macht sich ein steigender pH-Wert im Bereich von
pH < 8 nur durch Intensititsdnderungen bemerkbar, die
Form des Fluoreszenzspektrums bleibt unveréndert (A =
465 nm). Oberhalb von pH 8 sinkt die Fluoreszenzinten-
sitdt der Bande bei 465 nm deutlich ab, und das Anwachsen
einer zweiten Bande mit einem Maximum bei ca. 420 nm
ist zu beobachten. Dieses Verhalten ist unabhiingig von der
Anregungswellenldnge. Aufgrund der komplizierten Pro-
tonierungsgleichgewichte (vgl. Abb. 3.11 ) konnte bisher die
kurzwellig gelegene Emissionsbande keiner Spezies von
BP(OH), eindeutig zugeschrieben werden.

Der pH-Wert spielt ebenfalls bei der Komplexierung von
BP(OH), durch Schwermetallionen eine wesentliche Rol-
le. Unterhalb von pH 3 findet mit den hier untersuchten
Metallionen keine absorptions- und fluoreszenzspek-
troskopisch meB3bare Komplexbildung statt.

Um bei Messungen einen konstanten und definierten pH-
Wert der Losung zu garantieren, werden in der Metallionen-
analytik Puffer eingesetzt, die gleichzeitig die Ionenstirke
der Losung konstant halten. Bei den hier durchgefiihrten
Versuchen wurden die Puffersysteme Glycin/Kochsalz,
Citronensdure/Naronlauge, Borax/Salzsiure bzw. Borax/
Natronlauge, Kaliumdihydrogenphosphat/Dinatrium-
hydrogenphosphat und Soda/Salzsiure eingesetzt.

Ein Einfluf} auf das absorptions- und fluoreszenzspek-
troskopische Verhalten von BP(OH), wurde dabei nur im
Fall der Borat-Puffer-Systeme beobachtet. Bei Anwesen-
heit von Borat-Ionen dndern sich sowohl die Form des Ab-
sorptionsspektrums als auch die Intensitét der Fluoreszenz
von BP(OH), deutlich.

Die Fluoreszenzintensitdt nimmt stark zu, und bei einem
Borat-UberschuB von 10:1 tritt ein kurzwelliges zweites
Maximum (bei 430 nm) und eine noch kurzwelligere Schul-
ter auf (Abb. 3.14). Dic relative Erhdhung der Fluoreszenz
durch Borat gegeniiber BP(OH),-Losungen desselben pH-
Wertes, die keine Borationen enthalten, betrigt, je nach pH-
Wert, mehrere zehn Prozent (Abb. 3.15). Borax- bzw. Bo-
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Abb. 3.14

Intensitit der Emissionsbande von BP(OH), bei 430 nm (-B-)
und 463 nm (-A-) als Funktion der Borationen-Konzentration
(Copony = S*10° mol*l'; - U~ = Verlauf des pH-Wertes, An-
regungswellenldnge 337 nm)

50

120 + =]

=)
<]
:

Emission bei 463nm
80 +

Flucreszenzintensitdt [r. E.]
3

40 +
Emission bei 430nm
20 +
0 g S
3 5 7 9 11 13
pH
Abb. 3.15

Intensitdt der Emissionsbande von B’P(OH)2 bei 430 nm (-4A-,
~A~) und 463 nm (-8, -0~) inAbhdngigkeit vom pH-Wert mit (-)
und ohne (-) Borat-Puffer (c = 5%10° mol*I', Anregungs-
wellenldnge 337 nm)

BP(OH)2

rat-Puffergemische eignen sich daher nicht fiir einen Ein-
satz bei der spektroskopischen Analytik mit BP(OH),.

Fiir die verschiedenen pH-Bereiche haben sich vor allem
die Systeme Kaliumdihydrogenphosphat/Dinatriumhydro-
genphosphat (pH-Bereich 5.4 - 8.0) und Soda/Salzsiure
(pH-Bereich 10.0 - 11.4) als geeignet erwiesen. Aufgrund
der pH-abhiingigen Komplexierungseigenschaften eignet
sich ein auf pH 7.6 eingestellter Kaliumdihydrogenphos-
phat/Dinatriumhydrogenphosphat-Puffer nach Sérensen
(im folgenden als S 7.6” abgekiirzt) am besten fiir ana-
lytische Anwendungen von BP(OH),. Durch kon-
kurrierende Komplexbildungsreaktionen scheiden der
Glycin/Kochsalz-Puffer (pH-Bereich < 3.4) und der
Citronensdure/Natronlauge-Puffer (pH-Bereich < 6.4) fiir
cine analytische Anwendung aus.

3.5.4. Nachweis von Cd** und Zn*

Die diamagnetischen d'®-Metallionen Cd* und Zn** beein-
fluBen das Absorptionsverhalten von BP(OH), unterschied-
lich. Je nach Konzentration verschiebt sich das Absorptions-
maximum nur unwesentlich von 346 nm auf 350 bis
maximal 360 nm. Bei Anwesenheit von Cd* indert sich
geringfiigig die Form des Absorptionsspektrums, das zweite
Maximum bei 405 nm und die Schulter bei 435 nm sind
ebenfalls zu beobachten (vgl. Kurve pH 7 in Abb. 3.12).

In Gegenwart von Zn**-Ionen sind neben einer geringen
Rotverschiebung des Absorptionsmaximums bei zuneh-
mender Zn*-Konzentration sowohl eine Abnahme des
zweiten Maximums bei 405 nm als auch eine Abnahme
der Schulter bei 435 nm die Folge (Abb. 3.16). Es treten
zwei isosbestische Punkte bei 347 und 396 nm auf.

Die Anwesenheit von Zn*- und Cd**-Ionen fiihrt zu einer
Fluoreszenzverstirkung, die fiir analytische Anwendungen
ausgenutzt werden kann. AuBerdem tritt im Fluoreszenz-
spektrum eine kurzwellig gelegene Schulter bei 420 nm
auf. Mit zunchmender Metallionenkonzentration nimmt der
Anteil der kurzwelligen Bande an der gesamten Emissions-
bande stark zu. Der Effekt ist bei Zn?** deutlich stirker als
bei Cd*, was sich ebenfalls in der Zunahme der Fluores-
zenzquantenausbeute zeigt (Tab. 3.7). Die Fluoreszenzan-
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BP(OH)2

regungsspektren entsprechen nicht den Absorptionsspek-
tren. Demzufolge miissen in den Losungen unterschied-
lich stark fluoreszierende Spezies vorhanden sein.

Wiahrend BP(OH), ein monoexponentielles Fluoreszenz-
abklingverhalten mit einer Fluoreszenzlebensdauer t, =
0.5ns (Komponente K ) zeigt, unterscheiden sich die
Fluoreszenzabklingkinetiken der Zn*- und Cd**-Komple-
xe durch das Auftreten einer zweiten Komponente K, mit
einer langen Fluoreszenzlebensdauer T, (bei Zn* 6.2 ns,
bei Cd** 5.4 ns; Tab. 3.8).

Tabelle 3.7

lingenabhingige Fluoreszenzmessungen ausgenutzt.

Anhand von emissionswellenldngenabhidngigen Messun-
gen der Fluoreszenzabklingkinetiken von Zn*- und Cd*-
Komplexen mit BP(OH), konnte nachgewiesen werden, daf
das Auftreten der langlebigen Komponente K, mit dem
Auftreten der kurzwellig gelegenen Emissionsbande bei
420 nm korreliert (Abb. 3.17).

Die Amplitude der Komponente K, nimmt sublinear mit
der Metallionenkonzentration zu und korrespondiert mit
einer Abnahme der Amplitude der kurzen Abklingkompo-
nente K . Da die Fluorezenzquantenausbeuten und -lebens-
dauern sich deutlich unterscheiden (f** >> f*' und t** >>
tr‘“), ist bei steigender Metallionenkonzentration eine star-

Fluoreszenzquantenausbeuten ¢ fiir Zink- und Cadmium-Komplexe von BP(OH), in wdfriger Losung"

Fluoreszenzmarker-Me**-Verhdltisse 1:1, 1:3 und 1:9 (Cap(omz = 2.4%]10° mol*1')
BP(OH), | ohne Me |+ Zn* 1:1| + Zn* 1:3 |+ Zn* 1:9| + Cd* 1:1 | + Cd?>* 1:3|+ Cd> 1:9
o, 0.079 0.102 0.132 0.205 0.078 0.082 0.092
Tabelle 3.8
Fluoreszenzabklingzeiten von BP{OH), in Gegenwart der d'*-Metallionen Znw** und Cd** in Puffer S5 7.6,
Copon = 4510° mol* 1

ohne Metallionen

mit Zn?", 4:1-UberschuB

mit Cd?, 4;1-UberschuB

MeBaufbau | ¢, [ns] 7, [ns] T, [ns] T, [ns] T, [ns] 7, [ns]
ns-Laser* | 04 (4.3)18 0.5 6.2 0.5 5.4
BESSY'" 0.5 (2.3)® 0.5 6.3 0.5 5.4

Tabelle 3.9

Fluoreszenzabklingverhalten von BP(OH),-Zn**-Gemischen in Puffer $6 7.6 (¢

= 1.4%10° mol*I)”

BP(OH)2

(Index I = Komponente K, (t, = 0.5ns), Index 2 = Komponente K, (1, = 6.2ns))

Amplitude Fluoreszenzintensitat
Substanz a, a, 1, 1, o
BP(OH), 475+1.0 | 0.00 285+05 (0.0 285+1.0
BP(OH),:Zn* (2:1) | 41.0£1.0 | 29+1.0 246+05 |17.4+03| 420+£0.86
BP(OH),:Zn?* (1:2) | 30.5+£1.0 | 8.8+£0.5 18.3+05 [528+3.0| 71.1£3.0

'* BP(OH), und Komplexe bezogen auf Chinisulfat in 0.1 N Schwefelsdure, Anregungswellenlinge 340 nm Emissionsspektren unkorrigiert

' Anregungswellenlinge 337 nm, Emission wellenlingenintegral mit Avalanche-Fotodiode, Entfaltung mit DECAMAX
(variabler time-shift, bester Fit mit final %2 = 1.436)
'* Die Abklingkurven der wibrigen BP(OH),-Lasungen lieBen sich monoexponentiell und biexponentiell mit einem relativen Anteil von <1% an 1, nahezu mit gleicher

Giite anpassen.

!¢ BESSY = Berliner Elekironenspeicherring fiir Synchrotronstrahlung, Anregungswellenldnge 337 nm, Emissionswellenliinge 450 nm
17 Messung mit ns-Laserapparatur; Auregungswellenlinge 337 nm, Emission wellenlingenintegral mit Avalanche-Fotodode, Entfaltungen mit DECAMAX

(variabler time-shift, beste Fits mit final 3* @) 1.122, ) 1.308 und ¢)1.223)
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Abb. 3.17

Wellenldngenabhéngigkeit der relativen Amplituden der beiden
Abklingkomponenten von BP(OH),-Cd**-Gemischen in Puffer So
7.6': Fluoreszenzspektren von a) BP(OH ),-Cd**-Lisung (1:4),
b) BP(OH),-Lésung (Cyp o, = 1-4%107 mol*1). Globalanalyse der
Fluoreszenzabklingkinetik: rel. Amplituden von A) K mit t, =
5.5 ns und B) K, mit t, = 0.5 ns

ke Zunahme der Fluoreszenz zu beobachten (7Tub. 3.9,
Abb. 3.18).

Diese unterschiedlichen Fluoreszenzquantenausbeuten von
BP(OH), und den Metallionenkomplexen bedingen auch,
da} Anregungs- und Absorptionsspektrum der Kationen-
komplexe nicht iibereinstimmen.

Die absorptionsspektroskopische Bestimmung der Sto-
chiometrie des Zn**-Komplexes mittels der Methode der
kontinuierlichen Variation [64] ergab einen Komplex mit
zwei BP(OH),-Liganden. Fiir Cd** konnte aufgrund iden-
tischer Absorptionsspektren von BP(OH), und Cd**-Kom-
plex keine Komplexzusammensetzung auf spektroskopi-
schem Wege ermittelt werden.

Die fiir eine einfache analytische Anwendung wichtige di-
rekte Korrelation der Intensititszunahme der Fluoreszenz
mit steigender Metallionenkonzentration verlduft fir
BP(OH)Z-d“’-Mez*-Mischungen nicht linear, ist aber bei
Anregung mit Licht der Wellenldnge 337 nm emissions-

Fluoreszenzintensitét [r. E.]

10 12 Zeit[ns]
Abb. 3.18

Abklingkurven von BP(OH),-Zn**-Gemischen in wdfriger Li-
sung (Puffer §6 7.6): BP(OH), : Zn**- Verhélinis a) 1:2, b) 2:1,

¢) ohne Zn’*, d) Anregungsimpuls (c = 1.4%107° mol*I' )"
BP(OH)2

'8 Messungen bei BESSY, Anregungswellenliinge 337 nm, Emissionswellenlingen
410 nm, 430 nm, 450 nm, 480 nm, 510 nm und 530 nm, Entfaltung mit GLO-
BAL ANALYSIS (variabler time-shift und background, bester Fit mit final
¥2=1.111)
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Zunahme der Fluoreszenzintensitdt von BP(OH), als Funktion
der Zn**-Konzentration in Puffer S6 7.6, Anregungswellenldnge
337 nm (c = 7410 mol*I")

BP(OH)2

wellenldngenunabhéngig und ergibt beispielsweise tiir Zn>
die inAbb. 3.19 dargestellten Kalibrationskurven (statische
Fluoreszenzmessungen).

3.5.5. Nachweis von Cu?*, Co* und Ni*

Cu*, Co* und Ni* beeinfluflen das absorptionsspektros-
kopische Verhalten von BP(OH), dahingehend, daB die
Banden des BP(OH), in neutralen wiiBrigen Losungen bei
346 und 405 bzw. 435 nm mit zunehmender Metallionen-
konzentration abnehmen, und eine Bande bei 384 nm in
gleichem Mafle wiichst. Bei Cu**-BP(OH),-Komplexen las-
sen sich daher beispielsweise in der langwelligsten Absorp-
tionsbande (strukturierte Bande von 300-450 nm) zwei
isobestische Punkte bei 358 und 418 nm beobachten
(Abb. 3.20).

Nach der Methode der kontinuierlichen Variation nach
VossurcH & Coorer [64] konnte von uns absorptions-
spektroskopisch die Bildung eines [Cu( BP(OH), ),]**-Kom-
plexes nachgewiesen werden (Abb. 3.21). In ihrem ab-
sorptions- wie fluoreszenzspektroskopischen Einfluf3
unterscheiden sich Cu?*, Co* und Ni** nicht wesentlich.
Das Auftreten der Effekte wird hauptséchlich durch die un-
terschiedliche pH-Abhiéngigkeit der Komplexierung der
drei Ionen bedingt.

Im Emissionsspektrum von BP(OH), macht sich eine Kom-
plexierung von Cu®, Co* und Ni* durch eine Abnahme
der Fluoreszenzintensitdt bemerkbar (Abb. 3.22). Geringe
spektrale Anderungen der Emissionsbande treten in Abhén-
gigkeit der Anregungswellenldnge auf (mit zunehmender
Anregungswellenlinge verschiebt sich das Maximum der
Emissionsbande leicht bathochrom: A /A z. B. 320 nm/
471 nm bzw. 430 nm/480 nm). Das Fluoreszenzanregungs-
spektrum ist ebenfalls abhingig von der Emissionswel-
lenldnge. Bei einem Gemisch von BP(OH),:Cu* =3:1 ent-
spricht das Anregungsspektrum bei A, = 440 nm ungefihr
der Form des Absorptionsspektrums eines Gemisches von
BP(OH),:Cu** = 6:1, bei A__ = 540 nm dem eines Gemi-
sches von BP(OH),:Cu* = 4:1. Am effektivsten l16schen
Cu*-Ionen die Fluoreszenz, wobei die Lischwirkung als
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Absorptionsspekiren von BP(OH) -Ldsungen mit unterschiedli-
chen Cuw?*-Konzentrationen in Puffer 856 7.6, Verhdltnisse BP(OH, L
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Abb. 3.21
Bestimmung der Komplexstichiometrie mit der Methode der kon-
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tinuierlichen Variation (CBP(OH)2 = [#10° mol*l')

Funktion des pH-Wertes mit steigendem pH-Wert von pH
3 bis pH 7 zunimmt. Zum einen bewirkt der steigende pH-
Wert eine bessere Komplexierung des Metallions und da-
mit eine zunehmende Bindung der BP(OH),-Molekiile in
nicht oder nur schwach fluoreszierenden Komplexen, zum
anderen nimmt die Fluoreszenzintensitit der freien
BP(OH),-Molekiile in Losung mit steigendem pH-Wert ab.
Fiir den Nachweis von Cu* bietet sich daher die Messung
von CHEQ in wéBrigen Losungen von pH < 7 bei Anre-
gung < 340nm an. Die Fluoreszenzabklingzeiten und rela-
tiven Anteile der Einzelkomponenten am Abklingverhalten
von BP(OH),-Cu*-Mischungen dndern sich im Bereich von
1:1 bis 10:1 Mischungsverhiltnis allerdings auch bei Anre-
gung in der Absorptionsbande des Komplexes (A, =384 nm)
nur sehr wenig und lassen auf die Bildung eines nur sehr
schwach fluoreszierenden Cu?*-Komplexes schliefen.

ohne Cu

——=—BPOH)2:Cu=28:1
------ BPIOH)2: Cu=4:1
—-—-BP(OH)2:Cu=2:1

120 +
100 +

Fluoreszenzintensitat [r. E.]
o
o
|

Wellenkange [nm]
Abb. 3.22
Emissionsspekiren von BP(OH),-Cu**-Gemischen in Puffer S
7.6, Anregungswellenlinge 337 nm (c = 6*10° mol*1")

BP(OH)2

3.5.6. Nachweis von Mn?**, Pb*', Hg** und Ag*

Die Tonen Mn*, Pb*, Hg** und Ag* haben keinen EinfluB
auf das Absorptions- und auf das Fluoreszenzspektrum von
BP(OH),, ihre Komplexierung ist daher spektroskopisch
nicht nachweisbar. Der Einsatz des Liganden fiir analyti-
sche Untersuchungen dieser Metallionen ist nicht méglich.

3.6. Fluoreszenzmarker 2,2’-Bipyridyl-
3-0l und o0-(2-Pyridino)-phenol

Die Komplexierungseigenschaften von 2,2’-Bipyridyl-3-
ol (BPOH) und o-(2-Pyridino)-phenol (oPP) (Abb. 3.23)
gegeniiber Schwermetallionen wurden untersucht, um ei-
nerseits das Komplexierungsverhalten der eng verwand-
ten Substanz BP(OH), besser erkldren zu kénnen und um
andererseits potentielle Anwendungsmoglichkeiten von
BPOH in der Schwermetallionenanalytik zu suchen. Fiir
oPP sind solche Anwendungsmoglichkeiten bereits in der
Literatur beschrieben worden [65, 66].

I
H///, N R
| P
BPOH oPP
Abb. 3.23

2,2’-Bipyridyl-3-ol (BPOH) und o-(2-Pyridino)-phenol (oPP)

Beide hier beschriebenen Substanzen sind allerdings
schlechter wasserlslich als BP(OH), und zeigen auch in
organischen Lésungsmitteln eine deutlich schwichere Fluo-
reszenz [67]. Auferund der schlechten Wasserloslichkeit
der Modellsubstanzen wurden die Untersuchungen in
Ethanol durchgefiihrt.

Die Absorptionsmaxima von BPOH und oPP sind ge-
geniiber dem von BP(OH), ca. 20 nm blauverschoben
(Abb. 3.24).

BROH]2

oPP + In -

Absorption [r. E.]

‘\ _—BF(OH]2 + In

355 405
Wellenlange [nm]

Abb. 3.24

Absorptionsspektren von BP(OH),, BPOH und oPP in Ethanol:
1#107 molare Lésungg_n ("BP(OH),”,"BPOH”,” oPP” ) und in
Gegenwart von 10:1-Uberschuf3 Zn** (”...+Zn")
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In Gegenwart von Zn?*-Tonen zeigt oPP keine Anderung
im Absorptionsspektrum, bei BP(OH), und BPOH ist das
Auftreten einer lingerwellig gelegenen Schulter zi beob-
achten (Abb. 3.24).

Es ist bekannt, dafl oPP in wéBrigen und ethanolisch-waR-
rigen Losungen besonders bei Komplexierung durch Be*
eine deutliche Zunahme der Fluoreszenzintensitit zeigt, die
allerdings stark vom pH-Wert abhiingig ist [66]. Zn>*, Cd**,
Co?" und Ni* haben hingegen keinen Effekt auf die Fluores-
zenzeigenschaften von oPP, iiber einen EinfluB von Cu®*
werden in der Literatur keine Angaben gemacht [66]. Auch
in ethanolischen Losungen zeigt oPP in Gegenwart von Zn*t
keine deutlichen Anderungen der Fluoreszenzeigen-
schaften. Beim Vergleich von oPP und einem oPP-Zn**-
Gemisch im Verhiltnis 1:10 sind in Abhéngigkeit von der
Anregungswellenlinge nur geringe Anderungen der Fluo-
reszenzintensitit (nur bei 290 und 319 nm) mit nur gerin-
gen spektralen Verdnderungen zu sehen.

80
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Abb. 3.25

Emissionsspekiren von BPOH in Ethanol in Abhéngigkeit der
Anregungswellenldnge (" Ex ..."" ) und der Anwesenheit von Zn**-
lonen im 10-fachen Uberschuf (”...+Zn")

BPOH zeigt dagegen in Gegenwart von Zn**-Ionen eine
drastische Fluoreszenzverstarkung und deutliche spektra-
le Verschicbungen der Emissionsbande (1" [BPOH, Ex
321 nm] = 553 nm, l“‘"m [BPOH, Ex 390 nm] = 444 nm,
A <[BPOH + Zn*] = 478 nm Abb. 3.25). Bei BP(OH),
ist das fluoreszenzspektroskopische Verhalten in Ethanol
in Anwesenheit von Zn** mit dem in Wasser vergleichbar,
dic Intensitit der kurzwelligen Bande allerdings deutlich
hoher (Abb. 3.26). Die Fluoreszenzverstirkung ist hicr
noch stérker von der Anregungswellenlinge abhiingig als
in wilirigen Losungen.

70

Ein Vergleich der Emissionsspektren von BPOH und
BP(OH), in Gegenwart von Zn’*-Ionen macht deutlich, da
die emittierenden Spezies beider Komplexe strukturell dhn-
lich sind (Abb. 3.27). Der genaue Mechanismus der Kom-
plexbildung und das damit zusammenhangende Gleichge-
wicht der emittierenden Spezies konnte bislang noch nicht
geklart werden.

— &0 + um Faktor 10
;- Sl / gestaucht - = — (Ex 342nm)
2 0 A e (Ex 387nm)
g 40 - — -~ (Ex 425nm)
E a0 4 “.\ + Zn (Ex 342nm)
% wnd "~ + Zn (Ex 387nm)
5 ‘.\ —--— + In (Ex 425nm)
2 gl <
0
400
Wellenlangs [nm]
Abb. 3.26
Emissionsspektren von BP(OH), in Ethanol in Abhdngigkeit der
Anregungswellenlinge (" Ex =..." ) und der Anwesenheit von Zn**-

lonen im 10-fachen Uberschuf3 (”...+Zn")
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Abb. 3.27

Absorptions- und Emissionsspektren von BPOH-Zn**-Lésung
(1:10), angeregt bei 321nm und BP(OH),-Zn**-Lésung (1:10),
angeregt bei 387 nm.

3.7. Offenkettiges Fluorophor-
Rezeptor-System APTA

Im APTA ist der Anthrazen-Fluorophor tiber cinen Car-
bonylspacer an den Thioharnstoff-Rezeptor gebunden,
wobei der zweite Stickstoff Teil einer Pyrrolidingruppe ist
(Abb. 3.28).

Abb. 3.28
APTA — Anthrazen-9-carbonsdure-(pyridin-1-carbothioyl)-amid

Die Substanz ist in den analytisch gebriuchlichsten orga-
nischen Losungsmitteln wie Methanol, Ethanol und Aceto-
nitril gut l16slich, in Wasser besitzt APTA dagegen eine nur
geringe Loslichkeit. Losungen von APTA in Methanol und
Acetonitril sind stabil und lassen sich ohne spektrosko-
pische Verdnderungen mehrere Tage in luftgesittigter Lo-
sung aufbewahren.

Im ungebunden Zustand besitzt die Substanz in polaren
organischen Lésungsmitteln wie Methanol und Acetonitril
ein Absorptionsspektrum, welches dem von Anthrazen ent-
spricht. Die Lage der einzelnen Schwingungsbanden des
strukturierten Spektrums sind in Acetonitril gegeniiber den
vergleichbaren Banden des unsubstituierten Anthrazens
leicht blauverschoben (Tab. 3.10).



Tabelle 3.10

Absorptionsspekitroskopische Daten von APTA, Anthrazen und 9-Anthrazencarbonséure in Acetonitril

Substanz Absorptionsmaximum A*s _ [nm] (Extinktionskoeff. ¢, [cm*mmol™])
APTA 346 ( 6018), 364 ( 8781), 383 ( 8025)

Anthrazen 339, 356, 375

9-Anthrazencarbonséure | 346, 363, 383

ga!fj.oi.:;enzspekfmskapische Daten von APTA, Anthrazen und 9-Anthrazencarbonsdure in Acetonitril
Substanz Emissionsmaximum | Fluoreszenzquanten- | Fluoreszenzlebens-
Aem [nm] ausbeute™ ¢, dauer 7 [ps]
APTA 428 2.28*10% T, = 35, 1, = 2800
Anthrazen 379, 400, 423 0.26 4900
9-Anthrazencarbonsdure 432 0.3 2100

In seinem Fluoreszenzverhalten unterscheidet sich APTA
deutlich von Anthrazen und 9-Anthrazencarbonsiure. Die
Fluoreszenzquantenausbeute von APTA ist weitaus gerin-
ger (¢, = 2.3*107) als die von Anthrazen und 9-Anthra-
zencarbonsiure. Eine Gegeniiberstellung der fluoreszenz-
spektroskopischen Daten der drei Anthrazenverbindungen
erfolgt in Tabelle 3.11.

Die spektroskopisch nachweisbaren Komplexierungseigen-
schaften von APTA sind losungsmittelabhingig. Bei Zu-
gabe der in Kap. 3.4. genannten Tonen findet entweder eine
Verstiirkung der Fluoreszenz statt oder die Anwesenheit des
betreffenden Ions hat keine Auswirkungen auf Lage und
Intensitét des Fluoreszenzspektrum des freien Liganden.
Dabei erfolgt eine Bindung der Schwermetallionen in Al-
koholen deutlich langsamer als in Acetonitril. Die fluoro-
metrische Untersuchung des Komplexierungsverhaltens
von APTA mit Cu**-Ionen in Methanol und Acetonitril er-
gab, daBl in Methanol die Zunahme der Fluoreszenz-
intensitdt erst nach ca. 28 Stunden beendet ist, wihrend
in Acetonitril ein stabiler Endwert innerhalb von Sekun-
den erreicht wird, d. h., daf} die Gleichgewichtseinstellung
augenblicklich erfolgt. Alkali- und Erdalkalimetallionen ha-
ben ebenfalls keinen Einfluf} auf das Fluoreszenzverhalten
von APTA.

Bei Untersuchungen zum Komplexierungs- und Fluores-
zenzverhalten von APTA mit den oben genannten Schwer-
metallionen in Acctonitril konnten drastische Effekte nur

fir die Komplexierung von Cu?*-Tonen beobachtet werden,
die selektiv zu einer ca. 1000fachen Verstirkung der Fluo-
reszenz von APTA fithrt. Absorptionsspektroskopisch
macht sich die Bildung eines [Cu"APTAJ*-Komplexes
durch eine leichte Rotverschiebung und eine deutliche Ab-
nahme des Extinktionskoeffizienten bemerkbar. Die spek-
trale Lage der Emissionsbande bleibt nahezu konstant, wiih-
rend die Schwingungsfeinstruktur sich dndert und in
Gegenwart von Cu* der Schwingungsstruktur des unsubsti-
tuierten Anthrazens dhnelt. Eine vergleichbare Intensitiits-
zunahme wurde fir Cu**-Komplexe von struktur-
verwandten, substituierten N-Pyrenoylthioharnstoffen
gefunden [34].
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Abb. 3.29

Fluoreszenzabklingkurven von APTA-Cu®*-Mischungen in Ace-
tonitril' - a) 1.25:1, b) 5:1 und ¢) 10:1 Uberschufi an APTA,
gemessene Kurve (gepunktet) und angepafite Kurve (durchgezogen)

Tab. 3.12

Spektroskopische Daten von APTA und [Cu"APTAJ** (1, = 35ps)
Substanz Acs [nm] (g, [em*mmol]) em [nm] ¢, T, [ps]
APTA 346 (6018), 364 (8781), 383 (8025) 428 2.3"10® t,= 2800
[Cu"APTA]* 364 (2101), 382 (2218), 402 (1590} 415, 435 0.5 T, = 10300

'* APTA bezogen auf Diphenylanthrazen, Anregungswellenlinge 350nm, unkorrigierte Emissionsspektren

0 bestimmt in Ethanol als Losungsmittel, Werte aus [68]

# Messung mit ps-Laserapparatur: Anregungswellenlinge 384nm, Emissionswellenlange 438nm, Entfaltung mit DECAMAX (variabler time-

shift, beste Fits mit final ¢2 @) 1.288, b) 1.142 und ¢) 1.210)
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Fiir eine Bestimmung von Cu?*-Ionen mittels zeitaufgeloster
Fluorometrie sollte die Konzentration der Cu**-Ionen in der
MeBlosung optimalerweise etwas geringer als die Konzen-
tration an Fluoreszenzmarker in der Losung sein (optima-
ler Arbeitsbereich: /, *c,,.. <c_, <c,,.). Beieiner Kon-
zentration von 9.8%10° mol*I"! APTA ergeben sich fiir a)
7.84%10° mol*I', b) 1.96*10° mol*1" und ¢) 9.8*10°
mol*1"! Cu*-Ionen die in Abb. 3.29 dargestellten Fluores-
zenzabklingkurven.

In Gegenwart der anderen Metallionen, die keinen Einfluf3
auf die Fluoreszenzintensitit von APTA haben, dndert sich
auch das Abklingverhalten nur unwesentlich.

3.8. Offenkettiges Fluorophor-
Rezeptor-System AMBT

Bei AMBT ist der Anthrazen-Fluorophor N-seitig kovalent
iiber cinen Methylenspacer an das Thioharnstoff-Grund-
geriist gebunden, C-seitig trdgt der Acylthioharnstoff ci-
nen Phenylsubstituenten (Abb. 3.30).

H3C\N
NH~<
Wath
o]
Abb. 3.30

AMBT — I-Anthrazen-9-ylmethyl-1-methyl-3-benzoylthioharn-
stoff

In seinen Loslichkeitseigenschaften und seiner physika-
lisch-chemischen Stabilitét gleicht AMBT APTA weitge-
hend.

Das Absorptionsspektrum von AMBT ist in polaren orga-
nischen Losungsmitteln mit dem des unsubstituierten An-

Das Fluoreszenzspektrum von AMBT édhnelt spektral eben-
falls dem von Anthrazen, die Fluoreszenzintensitit ist all-
lerdings deutlich geringer (Tab. 3.13).

Bei der Komplexierung von Schwermetallionen ist das ki-
netische Verhalten von AMBT nicht so 1&sungsmittelab-
angig wie das von APTA. Die Gleichgewichtseinstellung
erfolgt auch in Methanol innerhalb weniger Sekunden.

AMBT zeigt besonders mit den d'°-Metallionen Zn*', Cd*
und Hg* eine Anderung des Fluoreszenzverhaltens. Bei
allen drei Metallionen 148t sich CHEF beobachten, wobei
spektrale Anderungen des Emissionsspektrums nicht auf-
treten (Abb. 3.31 und 3.32). Auch im Absorptionsspektrum
treten keine spektralen und Intensitdtsdnderungen auf.
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Abb. 3.31
CHEF von AMBT (c,,,.. = 9*10° mol*l"') in Methanol als Funk-
tion der Zn**-Konzentration (c,, = 0,4.1,8.2, 16, 24,37 und 49

107 mol*l', Kurven mit steigender Intensitdt, 1”390 nmn)
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Abb. 3.32

Anderung der Fluoreszenzintensitit von AMBT in Gegenwart
von Cd**, Hg** und Cu®* (c = 9%]10° mol*I', Bedingungen s.

AMBT

thrazens nahezu identisch. Abb. 3.31)
Tab. 3.13
Spektroskopische Daten von AMBT, Anthrazen und AMMA' in Methanol
Substanz i [nm] (g, [cmz *mmol'1]) A [nm] of 2 7§ [ns]
max max max
AMBT 350 (7013), 368 (10197), 388 (9434) | 391, 414, 436 3.2*10° 4.328
Anthrazen | 338, 356, 375 378, 399, 422 0.24 4.9
AMMA 347, 365, 385 392, 415, 439 0.24 nicht best.

22 AMBT bezogen auf Anthrazen, Anregungswellenlinge 350 nm, unkorrigierte Emissionsspektren
23 Die Abklingkurven von AMBT konnten hinreichend gut nur durch einen triexponentiellen Zerfall beschrieben werden (s. Tab. 3.14). Die
Komponente K, mit der Abklingzeit T, = 4.3 ns wurde dabei der Anthrazenfluoreszenz zugeordnet. T, bestimmt in Ethanol als Losungsmittel,

Werte aus [68]
2 AMMA = Anthrazen-9-ylmethyl-methylamin
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Tabelle 3.14

Fluoreszenzabklingverhalten von AMBT-Me"*-Gemischen in Methanol (c, .. = 3.5%10° mol*I')?
Komponente K, Komponente K2 Komponente K3
Me™ | ¢ [ps] a 1 (*10) | = [ps] a 1 (*10°) |t [ns] a 1 (10°) 1
1 1 1 2 2 2 3 3 3 ges

—_— 47 +7 15201 0.7 0.1 | 346 9 0.8+0.1 29202 | 43+<0.1 05+0.1 2402 27.6
Zn® | 91+14 1.2 0.1 1.1+0.3 | 398 +34 1.2+0.1 4703 |4.4+02 0901 39104 448
cd” | 86425 1.3:02 1.2 +0.5 | 406 +23 2.9+0.1 11.6205(4.4+02 0.8+<0.1 35103 478
th 101 +7 2.7+01 27+01 | 295+17 0.7x01 22202 (4301 1.6+x01 7004 749
co™ | 77 +19 2.0+01 16+05 | 383+23 25402 9806 |4.7x0.1 1.1x01 5207 634
Ni™ 42 £3 2.8+0.1 1.2+0.1 | 356 £27 14201 5004 | 4202 09+0.1 38205 442
cu™ | 26619 1.4 +0.1 3.7x0.1 | 1577 £91202+0.1 3.3+23 | 45401 1.0+0.1 4604 53.0
Mn™ | 23 24 5116 12+02 | 331£13 2.0x0.1 6706 | 44041 1.240.1 5104 5809
Pb* 32 +1 52+09 17103 | 34220 1901 6.7+06 | 4302 1.1%0.1 49105 574
)'-\g+ 23 +3 2.9+0.6 0.6 +<0.1| 253 6 21+0.1 53103 | 44101 20x0.1 8805 93.9

Die Anwesenheit von anderen Metallionen hat keinen oder
nur einen geringen Einfluf} auf das Emissionsverhalten von
AMBT. In Gegenwart von Cu?**-Tonen ist eine geringe Ab-
nahme der Fluoreszenzintensitit zu beobachten (Abb. 3.32),
Alkali- und Erdalkalimetallionen haben keinen Einfluf.

Mittels zeitaufgeloster Fluoreszenzmessungen an AMBT-
Schwermetallionen-Gemischen lassen sich allerdings kei-
ne eindeutigen Bestimmungen bzw. Nachweise der Metall-
ionen fiihren. Alle Abklingkurven kénnen nur unter Zu-
hilfenahme von drei Exponentialfunktion hinreichend gut
beschrieben werden, wobei die Zuordnung der beiden kur-
zen Zeitkomponenten T, und T, zu bestimmten photo-
chemischen Spezies bzw. photophysikalischen Prozessen
nicht erfolgen konnte. An der gesamten Fluoreszenzinten-
sitéit stellen beide Komponenten nur einen kleinen Anteil
dar, die relative Quantenausbeute von t, betrdgt im allge-
meinen weniger als 5% (¢, < 0.05), die von T, weniger als
15% (¢, < 0.15). Die Anderungen der einzelnen Lebens-
dauerkomponenten folgen dabei keiner Regel, lassen sich
beispielsweise nicht mit dem Schweratom-Effekt erkliren.
Die Hauptkomponente t,, die derApthrazenﬂuoreszenz ZU-
geordnet werden kann, zeigt kaum Anderungen (Tab. 3.14).

3.9. FRS auf Basis anderer
N-Acylthioharnstoffe

DEBT und PCTB wurden nur zur Erprobung des Synthese-
weges und der priparativen Reaktionsbedingungen her-
gestellt. Aufgrund eines fehlenden grifleren aromatischen
n-Elektronensystems der Substituenten fluoreszieren diese
Verbindungen nur schwach, so dall auch bei einer Komple-
xierung nur sehr geringe Fluoreszenzintensititen zu erwar-
ten sind. Die Verbindungen wurden daher von uns spek-
troskopisch nicht untersucht.

Die beiden N-Acylthioharnstoffe mit einer Naphthalin-Ein-
heit als Fluorophor (DENT und NPTA) zeigen bei Kom-

plexierung nur geringe Anderungen der Fluoreszenzinten-
sitiit, so dal} ihr Einsatz in der fluorometrischen Metallionen-
analytik ebenfalls nicht von Interesse ist.

3.10. Makrozyklisches Fluorophor-
Rezeptor-System NBO-crown

NBO-crown, 4-Nitro-7-(1,4,10-trioxa-7,13-diaza-cyclo-
pentadec-7-yl)-benzo[1,2,5]oxadiazol, ist ein Fluoreszenz-
marker, bei dem Fluorophor und Rezeptor direkt anein-
ander gebunden sind. NBO-crown ist in den analytisch
gebriuchlichsten organischen Lésungsmitteln, wie nieder-
molekularen Alkoholen und Acetonitril, gut 16slich. In wiB-
rigen Medien nimmt die Loslichkeit dieses Fluoreszenz-
markers drastisch ab. Die Losungen von NBO-crown sind
stabil und zeigen in einem Zeitraum von Tagen keine spek-
troskopisch nachweisbaren Verinderungen.

Im Absorptionsspektrum, aufgenommen in Methanol, weist
NBO-crown eine intensive Bande mit einem Maximum bei
476 nm (g, = 16500 cm**mmol") auf. Wird eine metha-

N o™
e
o

> Messungen mit ps-Laserapparatur: Anregungswellenlinge 380 nm,
Emissionswellenldnge 420 nm, Entfaltung mit DECAMAX (beste
Fits mit final %2 im Bereich von 1.087 bis 1.451. Bei der Anpassung
der Abklingkurven der AMBT-Cu*-Mischungen bereitete K, Proble-
me, die Lebensdauer dieser Komponente lief3 sich annihernd gleich
gut mit Zeiten zwischen 700 und 2500 ps anpassen.

Abb. 3.33
NBO-crown
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Abb. 3.34

Absorptions- und Fluoreszenzspekiren von NBO-crown in Me-
thanol (c = 6*10° mol*l"), Anregungswellenléinge 475 nm

N.‘!() -crown

nolische Losung von NBO-crown in dieser Absorptions-
bande angeregt, 1dft sich unabhiingig von der Anregungs-
wellenldnge eine Emissionsbande mit einem Maximum bei
539 nm beobachten (Abb. 3.34). Die Fluoreszenzquanten-
ausbeute betrigt 3.39%10?, die Fluoreszenzlebensdauer
0.45 ns.

Die Untersuchungen des spektroskopischen Verhaltens von
NBO-crown in Gegenwart von Schwermetallionen wurden
vor allem in Methanol durchgefiihrt, da in diesem Lésungs-
mittel von den im Kap. 3.4, aufgezihlten Ionen nur Hg*
einen deutlichen Einfluf} auf das Fluoreszenzverhalten von
NBO-crown hat. Bei nahezu gleichbleibender Lage der
Emissionsbande (A =537 nm) li6t sich fiir die Fluores-
zenzintensitit von NBO-crown bei Anwesenheit von Hg?-
Ionen eine mit der Konzentration der Metallionen linear
ansteigende Zunahme der Fluoreszenzintensitit beobach-

ten (Abb. 3.35).
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Abb. 3.35
Zunahme der Fluoreszenzintensitit von NBO-crown in Methanol

als Funktion der Hg**-Konzentration (c mooom = 07107 mol*I')

Das Absorptionsspektrum von NBO-crown bleibt in Ge-
genwart von Hg**-Ionen nahezu unverindert, und auch der
molare Extinktionskoeffizient dndert sich nur geringfligig
(a0 =475nm, g, =15755 cm**mmol").

Bei zeitaufgelosten Fluoreszenzmessungen® zeigt sich, dafl
sich bei Komplexierung durch Schwermetallionen das Ab-
klingverhalten von NBO-crown durch einen biexponen-
tiellen Zerfall beschreiben 1dBt. Die lingere Abklingzeit T,
der zusitzlich anwesenden Komponente hingt dabei vom

2 Messungen bei BESSY, Anregungswellenlinge 475nm, Emissions-
wellenlinge 540nm, Entfaltungen mit DECAMAX
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komplexierten Metallion ab. Das Fluoreszenzabklingen von
NBO-crown-Cu*-Mischungen (1:1) 1d8t sich mit T, = 0.5 ns
und t, = 0.9 ns, das von NBO-crown-Hg**-Gemischen (1:1)
mit T, = 0.5 ns und T, = 2.5 ns und das von NBO-crown-
Pb*- Mlschungen (1:1) mit T,=0.6nsund 1, = 5.1 ns be-
schreiben. Fiir Hg*-Ionen, die als einzige der untersuchten
Ionen einen deutlichen EinfluB auf das Fluoreszenzver-
halten von NBO-crown haben, korreliert die Zunahme des
relativen Anteils der Komponente mit T, = 2.5 ns mit der
Hg**-Konzentration.

Wird statt des Makrozyklus 1,4,10-Trioxa-7,13-diaza-
cyclopentadecan der analoge Monoazamakrozyklus 1,4,7,10-
Tetraoxa-13-aza-cyclopentadecan an den Fluorophor 7-Ni-
trobenzo[1,2,5]oxadiazol gebunden, treten in Gegenwart
der 0. g. Schwermetallionen keine Anderungen des Ab-
sorpnons und Fluoreszenzverhalten des Farbstoffs auf,
d. h., spektroskopisch 14Rt sich keine Komplexierung nach-
weisen. Fiir diesen FRS wird CHEF vor allem bei Zugabe
von Erdalkalimetallsalzen (z. B. Nitrate oder Perchlorate)
beobachtet, wobei die Stirke der Intensitdtszunahme der
Fluoreszenz abhiingig vom Wassergehalt des Losungsmit-
tels ist [S0].

3.11. Fluorophor-Rezeptor-Systeme
mit verschiedenen
Styryl-Fluorophoren

Als Modellsysteme fiir FRS mit verschiedenen Styryl-Fluo-
rophoren wurden sowohl die Fluoreszenzmarker Styryl
crown | und Styryl crown 3 als auch deren rezeptorlose
Derivate, die Fluoreszenzfarbstoffe Styryl DMA 1 und
Styryl DMA 2 (Abb. 3.36) mit der statischen UV/VIS- und
der Fluoreszenzspektroskopie untersucht. In den makro-
zyklischen Verbindungen la und 2a ist die Dimethyl-
aminogruppe der freien Farbstoffe 1b und 2b in den bevor-
zugt Alkali- und Erdalkalimetallionen komplexierenden
Rezeptor 1,4,7,10-Tetraoxa-13-aza-cyclopentadecan inte-
griert.

’r"\
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Abb. 3.36
Styrylverbindungen® : la - Styryl crown I, 1b - Styryl DMA 1
2a - Styryl erown 3, 2b - Styryl DMA 2

7 Styryl crown 1 = 2-(5,5-Dimethyl-3-{2-[4-(1,4,7,10-tetraoxa- 1 3-aza-
cyclopentadec-13-yl)-phenyl]-vinyl }-cyclohex-2-enylidenmethyl-3-
ethyl-benzothiazolium iodid
Styryl crown 3 = 2-{2-[4-(1,4,7,10-tetraoxa-13-aza-cyclopentadec-
13-yl)-phenyl]-vinyl }-3-ethyl-naphtho[2,1-d]thiazolium perchlorat
Styryl DMA | = (4-{2-[3-(3-Ethyl-benzothiazolium-2-ylmethylen)-
5,5-dimethyl-cyclohex-1-enyl]-vinyl }-phenyl)-dimethylamin iodid
Styryl DMA 2 = {4-[2-(3-Ethyl-naphtho[2,1-d]thiazolium-2-yl)-
vinyl]-phenyl }-dimethylamin tosylat



Das Komplexierungsverhalten dieser Fluoreszenzmarker
gegeniiber den Kationen Li*, Na*, K*, Mg*, Ca* und Sr*
wurde absorptions- und fluoreszenzspektroskopisch in
Acetonitril verfolgt. Die untersuchten Fluoreszenzmarker,
die sich im kovalent gebundenen Heterozyklus und der Zahl
der Doppelbindungen des Cyanin-Styryl-Farbstoffes un-
terscheiden, sollten dabei als Modellsysteme fiir Fluoro-
phor-Rezeptor-Systeme mit langwellig absorbierenden und
emittierenden Styryl-Farbstoffen dienen, um so Aussagen
liber die Eignung dieser Farbstoffe als Fluorophore zu ge-
winnen.

Absorption [r. E.]

Wellenlange [nm)]

Abb. 3.37

Absorptionsspektren von Styryl crown 1, Styryl crown I-Kom-
plexen mit einigen Alkali- und Erdalkalimetallionen und Styryl
DMA 1 in Acetonitril (c,.,. = 2.5%10° mol*I"')

FRS

Styryl crown 1 hat im sichtbaren Spektralbereich in Ace-
tonitril eine breite Absorptionsbande mit einem Maximum
bei 575 nm (Abb. 3.37). Das Maximum der Fluoreszenz-
bande liegt unabhéngig von der Anregungswellenlidnge bei
783nm, und die Fluoreszenzanregungs- und Absorptions-
spektren stimmen iiberein.

Zugabe der Alkalimetallionen Li*, Na* und K* in tausend-
fachem Uberschuf fiihrt im Falle von Li* und Na* zu einer
hypsochromen Verschiebung der Absorptionsbande (Li*:
559 nm; Na*: 571 nm; Abb. 3.37), fir K* ist keine Ver-
schiebung zu beobachten.

In Gegenwart der Erdalkalimetallionen Ca* und Sr** er-
scheint eine neue, stark blauverschobenen Absorptions-

Tabelle 3.15

bande, und die Intensitit der Absorptionsbande des unkom-
plexierten Fluoreszenzmarkers bei 575 nm nimmt deutlich
ab. Fiir Ca* tritt bereits bei einem hundertfachen Kationen-
tberschuf diese zweite Absorptionsbande mit einem Ma-
ximum bei 465 nm auf, und bei Erhéhung der Ca**-Kon-
zentration nimmt die Intensitit dieser neuen Bande zu. Bei
Sr¥* ist eine neue Absorptionsbande bei 482 nm erst bei
einem tausendfachen Kationeniiberschul zu beobachten
(Tab. 3.15, Abb. 3.37).

Fluoreszenzspektroskopisch hat die Komplexierung vonAl-
kali- und Erdalkalimetallionen einen unterschiedlichen Ein-
fluB auf das Emissionsverhalten von Styryl crown 1. Li*
und Na* fiihren zu einer leichten Verstirkung der Fluores-
zenz mit schwach hypsochromer Verschiebung des Emis-
sionsmaximums. Mg*, Ca* und Sr* fithren zu einer Ab-
schwiichung der Fluoreszenz, wobei der Effekt in der Reihe
Mg* < 8r** < Ca’ zunimmt. Die Bandenlage éindert sich
ebenfalls (hypsochrome Verschiebung), Ca* zeigt hier wie-
der den groBten Einflufl (Abb. 3.38). Dic Anwesenheit von
Metallionen in einer Losung von Styryl DMA 1 hat keinen
Effekt auf das Absorptions- und Fluoreszenzverhalten.

Die Emissions- und Anregungsspektren der Metallionenkom-
plexe wurden reprisentativ fiir die Kationen Li* und Ca*

Fluoreszenzintensitat [r. E.]
el
w

530 580 630 680 730 780 830
Welleniange [nm]
Abb, 3.38
Emissionsspektren von Styryl crown I, Styryl crown [-Komple-
xen mit einigen Alkali- und Erdalkali- metallionen und Styryl
DMA 1 in Acetonitril (c,,. = 2.5%10° mol*I), Anregungswel-
lenldnge = 510 nm

Spektroskopische Daten von Styryl crown I, Styryl crown 1-Komplexen mit einigen Alkali- und Erdalkalimetallionen

und Styryl DMA 1 in Acetonitril (1000facher Metallioneniiberschuf3, ¢

= 2.25%10% mol*l')

FRS

[nm]

Emissionsmaximum A"

ma.

[nm]

Styryl-Verbindung | Absorptionsmaximum )C‘"smax
crown 1 575

crown 1 + Li+ 559

crown 1 + Na+ 571

crown 1 + K+ 5752

crown 1 + Caz+ 465

crown 1 + Sr2+ 480

DMA 1 570

783
777
784
783
763-785%
779

788

28

 Bei Zugabe von Kalium ist spekirokopisch keine Anderung zu beobachten.
¥ Die Emissionsspektren von Styryl crown 1-Ca®*-Gemischen sind anregungswellenldngenabhéngig (I, /1 c 440 nm/763 nm,

510 nm/771 nm, 580 nm/780 nm und 650 nm/785 nm)
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bei einem tausendfachen Kationeniiberschufl gemessen. In
Gegenwart von Li* ist die Fluoreszenzbande von Styryl
crown 1 leicht blauverschoben (Maximum bei 779 nm) und
nahezu unabhéngig von der Fluoreszenzanregungswellen-
linge: Fluoreszenzanregungs- und Absorptionsspektrum
stimmen iiberein.

Bei einem tausendfachen Uberschuf an Ca?* hingt dage-
gen die spektrale Lage des Fluoreszenzmaximums stark von
der Anregungswellenldnge ab. So liegt das Emissionsma-
ximum z. B. fiir eine Anregungswellenlinge von 440 nm
bei 763 nm, wihrend Anregung bei 510 nm zu einem Ma-
ximum bei 771 nm, Anregung bei 580 nm zu einem Maxi-
mum bei 780 nm und Anregung bei 650 nm zu einem Ma-
ximum bei 785 nm fiihrt.

Fiir Ca?* stimmen Fluoreszenzanregungs- und Absorptions-
spektren nicht iiberein. Bei einer Emissionswellenldnge von
710 nm tritt im Fluoreszenzanregungsspektrum nurein Ma-
ximum bei 475 nm auf, wihrend bei den Emissionswel-
lenlingen 760 nm und 810 nm zwei Maxima bei 475 nm
und 550 nm zu beobachten sind (Abb. 3.39).
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Abb. 3.39

Fluoreszenzanregungs- und Emissionsspektren von Styryl crown
I und Styryl crown 1-Ca**-Komplex als Funktion der Emissions-
(Em) bzw. Anregungs- (Ex) wellenldnge in Acetonitril (¢, .= 2.5
#109 mol*l, Cop = 2.5%107% mol*l')

Die Emissions- und Fluoreszenzanregungsspektren deuten
auf das Vorliegen zweier emittierender Spezies hin, nidm-
lich des unkomplexierten Liganden und des Ca**-Komple-
xes. Letzterer absorbiert und emittiert bei kiirzeren Wellen-
lingen als der ungebundenen Fluoreszenzmarker (Tab. 3.15,
Abb. 3.39). Das Verhalten des Ca*-Komplexes in den

Tabelle 3.16

Fluoreszenzanregungs- und -emissionsspektren deutet
ebenfalls darauf hin, daB der Komplex eine geringere Fluor-
eszenzquantenausbeute als das freie Styryl crown 1 besitzt.

Der sich nur im heteroaromatischen Gerist und der Zahl
der Doppelbindungen des kovalent gebundenen Cyanin-
Styryl-Farbstoffes von Styryl crown 1 unterscheidende
Fluoreszenzmarker Styryl crown 3 besitzt in Acetonitril im
sichtbaren Spektralbereich eine breite Absorptionsbande
mit einem Maximum bei 531 nm. Das Maximum der
Fluoreszenzbande liegt bei 608 nm unabhéngig von der
Anregungswellenlinge, und die Fluoreszenzanregungs- und
Absorptionsspektren stimmen nahezu iiberein. Im Gegen-
satz zu den fiir die Metallionenkomplexe von Styryl crown
1 beobachteten deutlichen Veriinderungen der Absorptions-
und Emissionsspektren des Fluoreszenzmarkers werden die
optischen Eigenschaften von Styryl crown 3 durch Katio-
nenkomplexierung nur unwesentlich verindert (Tab. 3.16).
So fiihrt die Zugabe der Alkali- und Erdalkalimetallionen
Li*, Na*, K*, Ca® und S in tausendfachem Uberschuf}
nur fiir Li* und Ca** zu einer sehr leichten hypsochromen
Verschiebung der Absorptionsbande um 3 nm und zu einer
schwachen Abnahme ihrer Intensitit. Die reprisentativ fiir
einen tausendfachen UberschuB der Kationen Li* und Ca?*
gemessenen Emissionsspektren zeigen ebenfalls eine Blau-
verschiebung um 3 nm sowie eine leichte Zunahme (20-
30 Prozent) der Fluoreszenzintensitit (Tab. 3.16). Analog
zu Styryl DMA 1 hat auch bei Styryl DMA 2 die Anwesen-
heit von Metallionen in der Losung keinen EinfluB auf das
spektroskopische Verhalten. Die Anregungsspektren bei Ab-
wesenheit und Anwesenheit von Metallionen sind identisch.
Bislang konnte das unterschiedliche Verhalten von Styryl
crown 1 und Styryl crown 3 bei Kationenkomplexierung
noch nicht geklirt werden.

3.12. Einsatzmoglichkeiten der
Fluoreszenzmarker in der
Metallionenanalytik

Die Einsatzmdglichkeiten von BP(OH), in der fluorome-
trischen Analytik der Schwermetallionen sind begrenzt. Da
nicht alle Ionen, die von BP(OH), gebunden werden, cine
spezifische Anderung der Absorptions- oder Fluoreszenz-
spektren hervorrufen und auch das Fluoreszenzabkling-
verhalten nicht spezifisch beeinfluBen, ist die Substanz fiir

Spektroskopische Daten von Styryl crown 3, Styryl crown 3-Komplexen mit Lit und Ca** und Sryryl D M A
2 in Acetonitril f_]OOOfacher Metallioneniiberschufs, ¢, = 2.7%10° mol*I"'). Mit den Kationen Na*, K* und
Sr* sind keine Anderungen im Absorptions- und Fluoreszenzspektrum zu beobachten.

Styryl-Verbindung | Absorptionsmaximum A== [nm]

Emissionsmaximum A*"__ [nm]

crown 3 531
crown 3 + Li* 529
crown 3 + Ca* 529
DMA 2 530

608
605
605
608
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simultane Nachweise von Schwermetallionen in Mischun-
gen nicht geeignet. Erst nach vorheriger Trennung (z. B.
IEC*) lieBen sich die Ionen durch CHEF- oder CHEQ-
Effckte nachweisen, wobei nach entsprechender Kalibrie-
rung des Systems die Verwendung von BP(OH), auch als
Reagenz zur Derivatisierung und zum fluoreszenzspektros-
kopischen Nachweis der Metallionen Cu?*, Co* und Ni**
("CHEQ-Metallionen”) moglich wire. Die Vorteile, die sich
bei der lonenchromatographie durch den Einsatz der zeit-
aufgelosten Fluorometrie bieten wiirden, lieBen sich mit
BP(OH), als Derivatisicrungsreagenz allerdings nur be-
grenzt ausnutzen [12]. Ein zusétzlicher, zur Identifizierung
der Spezies anwendbarer Parameter, eine ionenspezifische
Fluoreszenzlebensdauer cines Komplexes, wire nur im Fall
von Zn** und Cd** beobachtbar und konnte dann als zwei-
te, retentionszeitunabhingige Grofe zur Identifizierung des
Ions herangezogen werden.

Ein Einsatz von BPOH in der fluorometrischen Metall-
ionenanalytik wirde sich auf den Bereich der nicht wiil3ri-
gen Losungsmittel beschrinken, BPOH kénnte hier analog
zu BP(OH), vor allem zur Bestimmung der diamagneti-
schen Ubergangsmetallionen eingesetzt werden.

Die beiden N-Acylthioharnstoffe APTA und AMBT eig-
nen sich unterschiedlich gut fiir den Nachweis von Metall-
ionen. APTA konnte als selektiver Fluoreszenzmarker fiir
Cu*-Jonen eingesetzt werden. Bei AMBT beschriinken sich
potentielle Anwendnungen dagegen auf einen Einsatz in
der Chromatographie mit Fluoreszenzdetektion, da unter-
schiedliche Metallionen spektral und zeitlich analytisch
nicht hinreichend unterscheidbare Veréinderungen im spek-
troskopischen Verhalten von AMBT hervorrufen.

Von den hier untersuchten FRS mit makrozyklischen Re-
zeptoren eignet sich vor allem NBO-crown fiir die Schwer-
metallionenanalytik. Deutlich unterscheidbare Abklingzei-
ten der NBO-crown-Me™-Komplexe bei spektral sehr
dhnlichem Verhalten lassen NBO-crown besonders fiir den
analytischen Einsatz in der zeitaufgeldsten Fluorometrie
in Kopplung mit der Chromatographie als geeignet erschei-
nen. Von den makrozyklischen Cyanin-Styryl-Derivaten
diirfte Styryl crown 1 als Fluoreszenzmarker fiir Ca** auf-
grund des Auftretens einer zweiten Emissionsbande geeig-
net sein. Die langwellige Absorptionsbande bietet aubBer-
dem die Moglichkeit des Einsatzes von preisgiinstigen
Laserdioden als Anregungslichtquellen fiir die zeitaufge-
l6ste Fluorometrie.
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4. Analytik von Luminophoren

4.1 Detektierung von seltenerd-
haltigen Leuchtstofflampen im
Lampenrecyclingprozef

4.1.1 Problemstellung

Stabformige Leuchtstofflampen bestehen zu 90 Prozent aus
wiederverwertbarem Glas. Weitere Bestandteile sind Me-
talle (geringe Mengen), Emitter (20 mg), Fillgas (2 mg),
Quecksilber (5-20 mg) und Leuchtstoftfe (5 g). Die Leucht-
stoffe befinden sich als diinne Schicht auf der Innenseite
des Glasrohres. Je nach Leuchtstoffart werden die stabfor-
migen Leuchtstofflampen in Halophosphatlampen und
Dreibandenlampen unterteilt. In Halophosphatlampen be-
steht die Leuchtstoffschicht hauptsichlich aus dotiertem
Kalziumhalogenphosphat. Die innere Leuchtstoffschicht
der Dreibandenlampen setzt sich aus drei seltenerdhaltigen
Leuchtstoffkomponenten, der Blau-, Griin- und Rot-
komponente zusammen. Die Vorteile der Dreibanden-
lampen gegeniiber den Halophosphatlampen sind eine
wesentlich hohere Lichtausbeute und eine viel bessere Farb-
wiedergabe. Ein erheblicher Nachteil der Dreibanden-
lampen ist der Anteil an Seltenerdionen (Eu*, Eu*, Tb**
und Ce*) in den drei Leuchtstoffkomponenten und deren
hohe Kosten.

Wegen ihres Gehalts an Quecksilber, Antimon und evtl.
Cadmium handelt es sich bei nicht mehr funktionsfihigen
Leuchtstofflampen um Sondermiill. Im Zuge eines verstiirk-
ten Umweltbewulitseins sowie eines sparsamen Umgangs
mit teuren Rohstoffen wurden Verfahren zur Aufarbeitung
von Leuchtstofflampen entwickelt [1-4]. Von der WEREC
GmbH wurde ein Verfahren zur Aufarbeitung von stabfor-
migen Leuchtstofflampen entwickelt und zur Anwendung
gebracht. Dabei werden das Quecksilber sowie die Glas-
und Metallbestandteile der Leuchtstofflampen fast vollstin-
dig einer Wiederverwertung zugefiihrt. Aus dkologischer
und dkonomischer Sicht ist eine Aufarbeitung der selten-
erdhaltigen Leuchtstoffe zur Riickgewinnung der Seltenen
Erden notwendig. Vorausstzung fiir eine wirtschaftliche
Aufarbeitung der Seltenerdleuchtstoffe ist ihre Erkennung
und die anschlieBende Separation im Leuchtstofflampen-
recyclingprozef.

Auf Anregung durch die WEREC GmbH ergaben sich dar-

aus folgende Aufgaben im Rahmen des BMFT- Projektes:

— Die Erkennung von seltenerdhaltigen Dreibanden-
lampen unter Anwendung der zeitaufgeldsten Fluores-
zenzspektroskopie.

Randbedingungen:

— Erkennung wihrend des Recyclings der Lampen

— in der erforderlichen Taktgeschwindigkeit der Anlage
von 4000 Messungen/Stunde

— vor dem Offnen der Lampen, d. h. von aufen durch die
Glasgefifiwand

- Die Entwicklung der Grundlagen eines Verfahrens und
einer Vorrichtung zur Erkennung der seltenerdhaltigen
Dreibandenlampen wihrend des Recyclingprozesses

4.1.2 Ergebnisse zur Erkennung des
Lampentyps

Die zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie ist eine geeig-
nete Untersuchungsmethode zur Erkennung seltenerd-
haltiger Dreibandenlampen im Leuchtstofflampenrecyc-
lingprozeB. Eine Detektierung der charakteristischen
Fluoreszenzeigenschaften der Rot- und/oder Griinkompo-
nente gewihrleistet die zuverldssige optische Erkennung
des Lampentyps.

Der Anteil der Blaukomponente an der seltenerdhaltigen
Leuchtstoffmischung ist oft sehr gering oder es erfolgt ihr
vollstindiger Ersatz durch die blaue Fluoreszenz der Queck-
silberentladung. Eine Beimengung der Blaukomponente zur
Halophosphatleuchtstoffmischung kann wesentlich die
Farbwiedergabeeigenschaften der Halophosphatlampen
verbessern und wird deshalb von einigen Lampenherstel-
lern durchgefiihrt. Der Blaukomponentenanteil an der
Halophosphatleuchtstoffmischung ist allerdings so gering,
dal} eine Wiederverwertung der Seltenen Erden aus diesen
Lampen unwirtschaftlich ist. Aus diesen Griinden sollten
die Fluoreszenzeigenschaften der Blaukomponente nur in
Verbindung mit Eigenschaften der Rot- oder Griinkompo-
nente zur Identifizierung seltenerdhaltiger Dreibanden-
lampen genutzt werden.

Anregungswellenlidngen oberhalb von 330 nm gestatten die
Anregung der Lampenleuchtstoffschicht durch die Natron-
Kalk-Glas-Gefédfwand hindurch. Somit ist die Bestimmung
des Lampentyps vor dem Offnen und Ausblasen der Lam-
pen, d. h. im Recyclingprozef realisierbar. Wellenlidngen
von 395 nm und 363 nm ermdglichen eine relativ gute
Anregbarkeit der Fluoreszenz der Rot- bzw. Griinkom-
ponente. Zur Detektierung der charakteristischen Fluores-
zenzspektren der Rot- und Griinkomponente in Dreibanden-
lampen sind Verzogerungszeiten von 50 ps bis zu 800 ps
besonders gilinstig. In diesem Zeitfenster kann im Gegen-
satz zu den statischen Fluoreszenzmessungen eine Uberla-
gerung der Fluoreszenzlinien der Rot- und Griinkompo-
nente von den Fluoreszenzbanden der Blaukomponente und
des Halophosphatleuchtstoffes nicht auftreten . Das zeigt
ein Vergleich des statischen und zeitaufgelésten Fluores-
zenzspektrums einer Dreibandenlampe in Abb. 4.1. Um das
schnelle Abklingen der BK-Fluoreszenz gerade noch zu
erkennen, wurde ecin Zeitbereich von 30ps bis 50ps zur
Messung des zeitaufgelosten Fluoreszenzspektrums ge-
wihlt. Die Abklingzeit der BK-Fluoreszenz wird dabei
durch die Abklingzeit der Anregungsquelle verfilscht.

Die Messungen der zeitaufgelosten Fluoreszenzspektren an

der Lampenleuchtstoffschicht gestatten eine zuverlissige
Detektierung der charakteristischen Fluoreszenzlinien der
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Abb. 4.1
Vergleich der Fluoreszenzspekiren einer seltenerdhaltigen Drei-
bandenlampe Anregungswellenléiinge: 363 nm; a: statisch; b: zeit-
aufgeldst, Zeitbereich 30 ps bis 50 ps

Rot- und/oder Griinkomponente und somit eine Unterschei-
dung der seltenerdhaltigen Dreibandenlampen von den
Halophosphatlampen. In Abb. 4.2 sind die Fluoreszenz-
spektren ciner Dreibanden- und einer Halophosphatlampe
im Zeitbereich von 50 ps bis 3.2 ms dargestellt. Die Detek-
tierung der charakteristischen Fluoreszenzlinien der Griin-
komponente ist unter 363 nm—Anregung moglich (Abb. 4.2a).
Bei einer Anregungswellenlinge von 395 nm sind die
Fluoreszenzlinien der Rotkomponente zu beobachten
(Abb. 4.2b). Zur schnellen Erkennung der Dreibanden-
lampen in der Leuchtstotflampenverwertungsanlage reicht
in den meisten Fillen die Messung der Fluoreszenzabkling-
zeit einer charakteristischen Seltenerdfluoreszenzlinie aus.

Die charakteristische Abklingzeit der Fluoreszenzlinie der
Rotkomponente bei 612 nm betragt 1.0 ms. Der Wert fiir
die Fluoreszenzabklingzeit der Griinkomponente bei 545
nm liegt, je nach Anregungswellenldnge bei 1.9 ms bzw.
2.9 ms.

Die Detektierung der charakteristischen Fluoreszenzab-
klingzeit der Rot- und/oder Griinkomponente (bei 612 nm
bzw. 545 nm) im Bereich von 0.8 ms bis 3.0 ms ermog-
licht eine schnelle und in der Taktgeschwindigkeit der
Recyclinganlage, d. h. an jeder Lampe, durchfiihrbare Er-
kennung der seltenerdhaltigen Dreibandenlampen. Dabei
wird durch die drei Kenngrofen: Anregungswellenlinge,
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Abb. 4.2a

Vergleich der zeitaufgeldsten Fluoreszenzspektren einer selten-
erdhaltigen Dreibandenlampe (1) und einer Halophosphatlampe
(2) Anregungswellenlinge: 363 nm; Zeitbereich 0.05 ms bis 3.2 ms
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Abb. 4.2b

Vergleich der zeitaufgeldsten Fluoreszenzspektren einer seltenerd-
haltigen Dreibandenlampe (1) und einer Halophosphatlampe (2)
Anregungswellenléiinge: 395 nm; Zeitbereich 0.05 ms bis 3.2 ms

Wellenldnge und Kinetik des Fluoreszenzsignals eine hohe
Selektivitdt und Storsicherheit der Erkennungsmethode
erreicht.



4.1.3 Grundlagen eines Verfahrens und
einer Vorrichtung zur Erkennung der
seltenerdhaltigen Dreibandenlampen
wihrend des Recyclingprozesses

Die Arbeiten zu dieser Thematik wurden von Dipl.-Chem.
S.Thiele in Zusammenarbeit mit Dr. U. Stahl durchgefiihrt.
Zundchst wurde im Labormafstab ein Verfahren zur Iden-
tifizierung des Lampentyps entwickelt. Die Erkennung der
seltenenerdhaltigen Dreibandenlampen wird dabei durch
die Detektierung der charakteristischen Fluoreszenz-
abklingzeit der Rot- und/oder Griinkomponente (RK und
GK) ermoglicht.

Fluoreszenzanregung sowie Registrierung des Fluoreszenz-
signals erfolgt bei diesem Verfahren von aulen durch die
Glasgefilwand unter Anwendung geeigneter MeBparame-
ter (siche Abschnitt 4.1.2.).

Die Fluoreszenzabklingzeit wird bestimmt, indem die In-
tensitit der Fluoreszenz zu zwei festen Zeitpunkten des
Signalverlaufs (fiir die RK z. B. bei | ms und 2 ms) gemes-
sen wird und anschlicBBend der Logarithmus des Quotien-
ten beider Werte ermittelt wird.

Die MeBwerte der Signalintensitét der Fluoreszenz und die
aus dem zeitlichen Intensititsverlauf der Fluoreszenz be-
stimmte Abklingzeit werden mit den vorgegebenen Erwar-
tungswerten fiir die RK bzw. GK verglichen. Eine Uber-
einstimmung oder Nichtiibereinstimmung der ermittelten
Fluoreszenzabklingzeit mit dem Erwartungswert fiir die RK
und GK im Bereich von 0.8 ms bis 3.0 ms wird als Identi-
fizierung bzw. Nichtidentifizierung der RK und/oder GK
und somit der seltenerdhaltigen Dreibandenlampe ange-
zeigt. Das so bewertete MeBsignal kann als Steuersignal
fir z. B. die Separation des Seltenerdleuchtstoffes im
Lampenrecyclingprozel3 genutzt werden.

Die Erkennung des Lampentyps wird im Labormafistab mit
der im Folgenden beschriebenen Vorrichtung durchgefiihrt.
Die Anregung der Fluoreszenz erfolgt mit einem durch-
stimmbaren Farbstofflaser (Laserfarbstoff: Furan 2, ge-
pumpt mit einem Stickstofflaser). Die Anregungsstrahlung
wird mit einer Linse auf die Leuchtstofflampe fokussiert.
Das erzeugte Fluoreszenzsignal gelangt durch eine zweite
Linsec auf den Eintrittsspalt eines Monochromators und an-
schliefend auf einen Photomultiplier.

Die Auslosung des MeBvorganges und die Signalauswer-
tung erfolgt auf der Basis eines PC-Systems, welches mit
einer speziellen Steckkarte erginzt wurde. Uber einen
digitalen Ausgang der PC-Steckkarte wird die Strahlungs-
quelle ausgelost. Die erfolgte Aussendung des Anre-
gungsimpulses wird iber einen digitalen Eingang der
PC-Steckkarte registriert und startet die Aufzeichnung der
Ausgangsspannung des Photomultipliers. Die Aufzeich-
nung des Signals mit einem 12-bit-Analog-Digital-Wandler
(ADC) ermdglicht eine Wiederholrate von 50 000 Messun-
gen/Sekunde mit 500 Werten im Zeitbereich von 0 ms bis
10 ms. Als ungiiltig gilt ein MeBsignal wenn die erforderli-

che Minimalintensitit zur Auswertung nicht erreicht oder
die zulidssige Maximalintensitét iberschritten wird. Bei ei-
nem giiltigen Signal erfolgt die Bestimmung der Fluores-
zenzabklingzeit softwaremiBig. Liegt nach dem Vergleich
eine Ubereinstimmung der ermittelten Abklingzeit mit dem
Erwartungswert fiir die RK bzw. GK vor, wird die Identifi-
zierung der seltenerdhaltigen Dreibandenlampe angezeigt.
Eine Steuerung von optionalen Prozessen kann in Abhin-
gigkeit vom Identifizierungsergebnis iiber digitale Ausgin-
ge der PC-Steckkarte realisiert werden.

Eine Variante der oben beschriebenen Prinziplosung ermog-
licht die Erkennung der seltenerdhaltigen Dreibanden-
lampen wihrend des Recyclingprozesses einer mdglichen
Leuchtstofflampenverwertungsanlage. Die dazu notwen-
dige Vorrichtung ist in der Abb. 4.3 dargestellt.
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Abb. 4.3

Blockschaltbild einer Vorrichtung zur Erkennung der seltenerd-
haltigen Dreibandenlampen im Leuchistofflampenrecyclingprozefs

In der Recyclinganlage erfolgt das Zerlegen der Lampen
in der Kappentrennmaschine. Dabei werden die Leucht-
stofflampen (11), deren Lampentyp bestimmt werden soll,
auf einer Transportkette (12) bewegt. Die Feststellung des
Lampentyps zur Abtrennung der Seltenerdleuchtstoffe muf3
auf der Transportkette, von aufien durch die GlasgefdBbwand
und in der Taktzeit der Anlage von ca. 1.5 s erfolgen.

Zur Erkennung der Dreibandenlampen dient die Detektie-
rung der charakteristischen Abklingzeit der RK-Fluores-
zenzlinie (bei 612 nm) im Zeitbereich von 0.8 ms bis 1.5 ms.
Die Anregung der RK-Fluoreszenz erfolgt mit einer Laser-
diode (7). Unter Anwendung eines Verdopplerkristalls (8)
zur Frequenzverdopplung kann die bendtigte Anregungs-
wellenldnge von 395 nm erzeugt werden. Die Anregungs-
strahlung wird in ein Lichtleiterbiindel (9) eingekoppelt und
erreicht so den Probenhalter (10) und somit die Leucht-
stofflampe (11). Das erzeugte Fluoreszenzsignal gelangt
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iiber ein Lichtleiterbiindel (13) in die Signalerfassungs-
einheit. Die Selektion der charakteristischen RK-Fluores-
zenzlinie bei 612 nm erfolgt mit einem schmalbandigen
Interferenzfilter (14) und einem zusiétzlichen IR-Sperrfilter
(15). Den Nachweis des Mef3signals ermdglicht ein Photo-
multiplier (16) und ein nachfolgender Verstirker (17). An-
schlieBend wird das elektrische Signal einer Signalaus-
wertebaugruppe zugefiihrt. Die Signalauswertung und
ProzeBsteuerung erfolgt durch eine Kombination von ana-
logen und digitalen elektronischen Baugruppen.

Die Verwendung von Lichtleitern gestattet eine Unterbrin-
gung der Strahlungsquelle, der Signalerfassungs- und der
Signalauswerteeinheit in einem kompakten, abgeschlos-
senen Gehiuse, das sich entfernt vom Probenhalter in bzw.
aulerhalb der Kappentrennmaschine befinden kann.

Im Rahmen dieses BMFT-Projektes konnte die methodi-
sche Grundlage fiir eine Separation der Seltenerdleucht-
stoffe und damit die Moglichkeit einer wirtschaftlichen
Aufarbeitung der Seltenen Erden geschaffen werden.

4.2 Grundlagenuntersuchungen am
(Y, Eu),0, - Leuchtstoffsystem

4.2.1 Problemstellung

Fiir die Leistungsfihigkeit von Leuchtstofflampen sind so-
wohl hohe Lichtausbeuten als auch gute Farbwiedergabe-
eigenschaften wesentliche Kriterien. In stabformigen bzw.
kompakten Dreibandenleuchtstofflampen lassen sich die-
se Parameter in giinstiger Weise verbinden.

Um das Dreibandenprinzip zu verwirklichen, werden
Leuchtstoffe bendtigt, deren Fluoreszenzmaxima moglichst
gut mit den Farbempfindlichkeitsmaxima des menschlichen
Auges (465 nm, 545 nm, 610 nm) {ibereinstimmen. So
werden derzeit (Ce Tb )MgAl O als griinemittierender
Leuchtstoff, (Ba, Eu )Mg Al O, als Blaukomponente und
als rotemittierender Leuchtstoff (Y, Eu ) O, verwendet.

Besonders hohe Anforderungen ergeben sich aus dem Drei-
bandenprinzip fiir die Rotkomponente. Untersuchungen zur
Spektrenoptimierung haben ergeben, dafl die Fluoreszenz-
linie in diesem Fall bei 611 nm liegen und sich durch eine
geringe Halbwertsbreite auszeichnen sollte. Die Rotkom-
ponente ist zu 67 Masseprozent an der Dreibandenleucht-
stoffmischung beteiligt und becinfluBt deshalb die Giite der
Dreibandenlampe wesentlich. Es gibt daher bereits seit l4n-
gerer Zeitumfangreiche Untersuchungen zum (Y| Eu ),0.-
Leuchtstoffsystem [5-15].

Arbeiten zur Reduzierung des relativ hohen Europiuman-
teils am (Y, Eu )0, -Leuchtstoff bei gleichbleibenden
oder besseren optischen Eigenschaften sind aus dkonomi-
schen Aspekten von Interesse. Grundlagenuntersuchungen
zu Energietransferprozessen im (Y, Eu ),0,-Leuchtstoff
tragen zum besseren Verstidndnis des Gesamtsystems bei
und erschlieBen somit neue Optimierungsmoglichkeiten.
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Abb. 4.4
Termschema vom Ew’*-lon im (Y, Eu ),0-Leuchistoff, aus [7].

Bekannt ist der Einflul der Europiumkonzentration auf die
Intensitit der °D,- D, -,° D, -,” F,-Fluoreszenziiberginge
im (Y, Eu )0, -Leuchtstoff [16,17]. Gut untersucht sind
ebenfalls die strahlungslosen Energietransferprozesse zwi-
schen den *D,-,*D, -, D - Zustinden in Abhingigkeit von
der Aktivatorkonzentration und der Temperatur [18-37].
Nur in geringem Umfang wurden Ergebnisse zur Fluores-
zenz und zum strahlungslosen Energietransfer vom °D,-
bzw. hoher angeregten Zustinden publiziert [38-40]. _

Interessant ist daher die Untersuchung der Energietransfer-
prozesse zwischen dem Charge-Transfer-Zustand und dem
°D,-Zustand (Abb. 4.4)im (Y, Eu ),0,-Leuchtstoffsystem.
Bei der Charakterisierung strahlender und nichtstrahlender
Prozesse von hoher angeregten Zustinden sollte die Kon-
zentrations- und Temperaturabhingigkeit beriicksichtigt
werden.

4.2.2 Ergebnisse

Fir die Messungen stand eine Konzentrationsreihe des
(Y, Eu ),0,-Leuchtstoffsystems mit 0.005 > x < 0.015 zur
Verfiigung.

a. Statische Fluoreszenzspektren der (YLx Eu‘()IO3 -
Leuchtstoffe in Abhiingigkeit von der Europium-
konzentration

Eine Anderung der Europiumkonzentration wirkt sich sehr
stark auf das Fluoreszenzspektrum des (Y, Eu )0, -
Leuchtstoffes aus. Wie Abb. 4.5 zeigt, steigt die Intensitit
der Hauptfluoreszenz (*D, -’ F;Ubergang) im orangfar-
benen und roten Spektralbereich (zwischen 575 und 650 nm)
bei einer Erhdhung des Europiumgehalts von 0.5 Mol.%
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Abb. 4.5
Abhdngigkeit des (Y, Eu ),0,-Fluoreszenzspektrums von der
Europiumkonzentration, Anregungswellenldnge: 254 nm bei
Raumtemperatur

auf 7.5 Mol.% stark an. Im Gegensatz dazu wird die Linien-
gruppe im Gelbgriinen um 550 nm (°D -7 Fllﬁbergﬁnge)
immer schwiicher. Die °D,-Linien im Griinen und die *D,-
Fluoreszenz im Blauen verschwinden mit zunechmender Eu-
ropiumkonzentration vollstindig.

Je hoher angeregt ein Zustand ist, desto ausgeprigter ist
die Konzentrationsldschung. Ursache dafiir sind die mit
steigendem Europiumgehalt wachsenden multipolaren
Wechselwirkungen. Diese fiihren durch den Ubergang in
den * D -Zustand zur strahlungslosen Deaktivierung der "D -,
°D,- und teilweise der *D, -Zusténde. Auf Grund der gro-
Ben Energieliicke zwischen dem *D, und dem’F, -Grund-
zustand findet eine strahlungslose Deaktivierung des*D, -
Zustandes erst bei Europiumkonzentrationen 15 Mol% statt.

b. Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektren der (Y, Eux)203-
Leuchtstoffe in Abhéngigkeit von der Europiumkon-
zentration

Zur Charakterisierung des zeitlichen Intensititsverlaufes
der verschiedenen Fluoreszenziiberginge wurden die Fluor-
eszenzspektren der Leuchtstoffproben im Zeitbereich von
50 ms bis 3.2 ms gemessen. Die zeitaufgeldsten Fluor-
eszenzspektren der untersuchten (Y, Eu ),0,-Leuchtstoffe
mit 0.005 > x < 0.015 sind in Abb. 4.6 dargestellt. Fiir ei-
nen besseren Vergleich der Spektren wurde die Maximal-
intensitit der Hauptfluoreszenzlinie bei 612 nm auf eine
relative Einheit normiert.

Wie aus Abb. 4.6 (siehe Seite 68) hervorgeht, ist bei einem
geringen Europiumgehalt von 0.5 Mol. % ein langsames
Anklingen der°D,- 'F -Fluoreszenziibergénge zu beobach-
ten. Das bedeutet, daB eine strahlungslose Deaktivierung
der hoher angeregten Zustinde nur in geringem Umfang
erfolgt. Die Entleerung der angeregten °D,-, °D,- und °D, -
Zustinde erfolgt strahlend. Je hoher die Europium-
konzentration wird, um so stirker werden die multipolaren
Wechselwirkungen zwischen den Aktivatorzentren, d.h. die
héher angeregten Zustinde werden in immer stirkerem

0.5Mol%

400 450 500 550 500

Wellenldnge [nm]

5.5Mol%

frel]

400 550
] Wellenlange [nm]

400 450 500 0

Wellenldnge [nm]
Abb. 4.7
Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektrender (Y, Eu ),0,-Leuchistoff-
proben in Abhdngigkeit von der Europiumkonzentration; Anre-
gung: 254 nm, Zeitbereich: 50 ps bis 3.2 ms, Temperatur: 77 K

MaBe strahlungslos deaktiviert. Deshalb nimmt die Inten-
sitdt und die Abklingzeit der*D.-, *D,- und°D -Fluoreszenz-
iibergiinge mit steigender Aktivatorkonzentration drastisch
ab (Abb. 4.7). Die Anklingzeit der °D - ’F -Fluoreszenz wird
somit kleiner.

¢. Fluoreszenzlebensdauer der angeregten Zustinde im
(Y, Eu ),0, -Leuchtstoff in Abhiingigkeit von der
Europiumkonzentration und der Temperatur

Zur theoretischen Deutung der Energietransferprozesse
zwischen dem Charge-Transfer-Zustand und dem °D,-Zu-
stand sind die Messungen der Fluoreszenzabklingzeit der
angeregten Zustinde notwendig. Aus meBtechnischen
Griinden konnten nur die Fluoreszenzabklingzeiten der’D -
und °D -Zustéinde bestimmt werden. Eine zuverlassige
Messung der Abklingzeit der °D,-, °D.- und °L- Fluores-
zenz war bisher nicht moglich.

Abb. 4.8 veranschaulicht den Einfluf3 der Aktivatorkonzen-
tration und der Temperatur auf die Fluoreszenzlebensdauer
der °D, -und °D_-Zustinde. Fiir die Fluoreszenziiberginge
der °D, -Zustdnde zum F, -Grundzustand 146t sich wegen
der groflen Energieliicke zwischen den beiden Zustinden
kaum eine Abhéngigkeit der Fluoreszenzabklingzeit von
der Europiumkonzentration und der Temperatur feststel-
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Abb. 4.8

Fluoreszenziebensdauer der °D, -und °D -Zustdnde im (Y,
Eu ),0 -Leuchtsioff in Abhéingigkeit von der Europiumkonzen-
tration und der Temperatur

len. Im Gegensatz dazu ist die Fluoreszenzabklingzeit der
°D, -Zustinde im (Y, Eu ),0,-Leuchtstoff relativ stark vom
Europiumgehalt und von der Temperatur abhingig. Das
Ansteigen der Fluoreszenzlebensdauer mit fallender Tem-
peratur und mit der Verringerung der Europiumkonzen-
tration lift sich mit der Abnahme der multipolaren Wech-
selwirkungen zwischen den Aktivatorzentren erkliren.
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S. Erginzende spektroskopische Untersuchungen

5.1 Farbstoffe in Polymermatrix als
Referenzmaterialien fiir die
Fluoreszenzkinetik

Im Rahmen einer Kooperation mit dem Institut fiir Physik
der Ukrainischen Akademie der Wissenschaften Kiew und
eines dreimonatigen Berlin-Aufenthaltes von Frau Dr. Olga
Przhonska wurden verschiedene organische Farbstoffe in
Polymermatrix auf ihre Eignung als Referenzmaterialien
fiir die zeitaufgeloste Fluorezenzspektroskopie untersucht,
Die Arbeitsgruppe in Kiew besitzt umfangreiche Erfahrun-
gen bei der Synthese von organischen Farbstoffen und de-
ren Einbettung in Polymere. Die Hauptrichtungen der dies-
beziiglichen Arbeiten sind die Entwicklung von aktiven
Lasermedien [1] sowie die Untersuchung der nichtlinearen
optischen Eigenschaften von Polymermaterialien [2].

Organische Farbstoffe in Polymermatrix kénnen aber auch
als Referenzmaterialien in der Fluoreszenzspektroskopie
eingesetzt werden. Da die Fluoreszenzspektroskopie ein
relatives MeBverfahren ist, besitzen Referenzmaterialien
eine grofle Bedeutung. Sie werden zur Kontrolle und Kali-
brierung von Anregungs- und Emissionsspektren und bei
Fluoreszenabklingmessungen benétigt [3]. Ublicherweise
benutzt man dazu Farbstoffe in organischen Losungsmit-
teln. Der Umgang mit diesen Losungen erfordert eine hohe
Sorgfalt sowie erheblichen Arbeitsaufwand, z. B. fiir die
Einwaagen der Farbstoffe mit Mikro-Analysenwaagen. Die
Nutzungsdauer derartiger Losungen ist durch die geringe
Stabilitdt sowohl im Dunkeln als auch im Licht nur einge-
schriankt. Festkorper als Referenzmaterialien versprechen
cine besseren Handhabung und Photostabilitidt. Aus die-
sem Grund wurde die Eignung von verschiedenen Dicar-
bocyanin-Farbstoffen in Polymermatrix als Abklingzeit-
Standards getestet.

Verwendeter Farbstoff mit verschiedenen
Resten R (siche Tab. 5.1):

CH, CH, B CH, CH,
> .CH
—
e e e e
N\ N
CH, clo,” CH,
Tabelle 5.1

Zum Verstindnis der photophysikalischen Eigenschaften
der Farbstoffe wurden sytematische Untersuchungen in Lo-
sung (Ethanol) sowie Polymermatrix (Polyurethan Acrylat)
bei unterschiedlichen Anregungswellenldngen (380 - 715 nm),
Emissionswellenldngen (520 - 750 nm) und Temperaturen
(10 -295 K) mit den Methoden der zeitaufgelosten Fluores-
zenzspektroskopie durchgefiihrt.

-'\q)‘
\H-l_,m M
J‘”’W
640 nm~ J, i
620 nm

34

F

Q 1000 2000 3000 4000 5000 5000 7000 {psl

Abb. 5.1
Fluoreszenzabklingkurven des Farbstoffes Nr. 3 (siehe Tab. 5.1)
in Polyurethan Acrylat bei Raumtemperatur und bei verschiede-

nen Emissionswellenlingen von 620 bis 700 nm, Anregung
381 nm

Auf Grund der photophysikalischen und photochemischen
Relaxationsprozesse (z. B. cis - trans Isomerisation) der
organischen Farbstoffe in der Polymermatrix nach erfolg-
ter optischer Anregung ist die Fluoreszenzkinetik abhin-
gig von der Emissionswellenlinge (sieche Abb. 5.1). Auf
Details kann in diesem Rahmen nicht eingegangen wer-
den. In einem begrenzten Bereich der Emissionswellen-
linge zeigen die Proben aber ein monoexponentielles Ab-
klingen. Aus diesem Grunde sind diese Proben als einfach
zu handhabende und photostabile Referenzsubstanzen fiir
die Fluoreszenzkinetik im unteren Nanosekundenbereich
einsetzbar. In Tab. 5.1 sind die konkreten spektoskopischen
Bedingungen dafiir angegeben.

5.2 Fluoreszenzuntersuchungen an
Reinstwasser

Im Abschnitt 2.4 wurde gezeigt, daf die Nachweisgrenzen
des Pikosekunden-Laserimpulsfluorometers durch die sto-

Ubersicht iiber die Einsatzbedingungen von polymereingebetteten Dicarbocyanin-F arbstoffen als Referenz-

materialen fiir Fluoreszenzabklingzeiten

Farbstoff | Farbstoff mit | Anregungswellen- | Emissionswellen-| Fluoreszenz-
Nr.: Rest R iange in nm lange in nm abklingzeit in ns
1 N(CH,), 320 - 550 580 - 600 4.52 £ 0.08
OCH3 500 - 575 - 615-625 3.25+0.06
H 525 - 645 660 - 680 2.78 +0.02
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rende Fluoreszenz von Verunreinigungen des Losungsmit-
tels begrenzt werden. Aus diesem Grund wurde die Fluo-
reszenz von Reinstwasser inAbhéngigkeit vom Reinigungs-
verfahren sowie von der Art und Dauer der Aufbewahrung
untersucht. Diese Fragestellungen sind fir analytische
Anwendungen von groBler Wichtigkeit und werden leider
oftmals nicht mit ausreichender Sorgfalt untersucht. Die
speziellen Erfahrungen mit Reinstwasser sind in thren
Grundziigen auch fiir andere Losungsmittel anwendbar.
Prinzipiell dhnliche Verunreinigungen wurden auch in or-
ganischen Losungsmitteln, insbesondere in Ethanol nach
Lagerung in Polyethylen-Behiltern beobachtet.

Es sei darauf hingewiesen, daB} es sich bei der im folgenden
beschriebenen Effekten um sehr schwache Fluoreszenzen
handelt, die in den meisten Fillen der Fluoreszenzspek-
troskopie unterhalb der MeBgrenze liegen. Die Anfangs-
intensitit der Fluoreszenz von ,,subboiling” Wasser nach
Entnahme aus dem Glas-Sammelbehélter (Abb. 5.3 A ) liegt
in der Grofienordnung der Fluoreszenz von 10* M Chinin-
sulfat.

Die Fluoreszenzuntersuchungen an Reinstwasser wurden
sehr stark von dem Effekt beeinfluBBt, daB3 die Fluoreszenz
in offenen und auch in geschlossenen Kiivetten mit der Zeit
stark zunimmt. Dieser Effekt wird ausfiihrlich unter Punkt
5.2.4 beschrieben. Trotzdem koénnen Aussagen zur Rein-
heit (natiirlich nur in Bezug auf fluoreszierende Substan-
zen) von Wasser aus verschiedenen Anlagen und zum Ein-
flufl von Gefidfimaterial und Lagerungsdauer auf die
Reinheit gemacht werden. Alle Messungen wurden am
Fluoreszenzspektrometer LS-50B (Perkin Elmer) mit ei-
ner Anregungswellenlinge von 215 nm durchgefihrt.

5.2.1 Vergleich von ,,subboiling*“-H,0 und
,»Milli-Q““-H, O

Reinstwasser aus der ,,Milli-Q*-Anlage und der ,;subboi-
ling*“-Anlage wurde unter vergleichbaren Bedingungen (ein
Tag Aufbewahrung in einem Quarzgefill, Messung unmit-
telbar nach dem Einfiillen in eine Quarzkuivette, alle Ein-
stellungen am Fluoreszenzspektrometer gleich) untersucht.
Abb.5.2 zeigt, daB die Konzentration fluoreszierender Sub-
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Abb. 5.2
Fluoreszenz von (A) ,,subboiling - und (B) ,,Milli-Q“-Wasser,
Anregung 215 nm

[nm]

stanzen in ,,subboiling*-Wasser ungefihr fiinf mal so groB3
ist, wie in ,,Milli-Q*-Wasser. AuBerdem unterscheiden sich
die Spektren etwas in ihrer Form, was bedeutet, daB sich
auch die Zusammensetzung der Verunreinigungen in bei-
den Wasserarten unterscheidet.

5.2.2 EinfluB des GefiBmaterials auf die
Reinheit von ,,Milli-Q*-Wasser

L»Milli-Q“-Wasser wurde aus der Anlage in Gefil3e aus ver-
schiedenen Materialien gefiillt. Nach einem Tag wurde die
Fluoreszenz gemessen. Abb. 5.3 zeigt, dal das Wasser aus
dem PolystyrolgefdB und das Wasser aus dem Polypro-
pylengefal eine deutlich hohere Fluoreszenz als das Was-
ser aus dem Quarzgefil} zeigen. Alle weiteren Untersuchun-
gen wurden mit ,,Milli-Q“-Wasser aus dem Quarzgefil}
durchgefiihrt.
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Abb. 5.3

Fluoreszenzspektren von ,, Milli-Q “-Wasser nach der Entnahme
aus verschiedenen Gefifien (A) Polystyrol, (B) Polypropylen und
(C) Quarz

5.2.3 EinfluB} der Standzeit im Quarzgefal}
auf die Reinheit von ,,Milli-Q*‘- und
»subboiling*‘-Wasser

Im folgenden werden Proben verglichen, die zu verschie-
denen Zeiten nach dem Fiillen aus dem Quarzgefdl in
Kiivetten umgefiillt und sofort vermessen wurden. Dabei
muf beachtet werden, dal auler der Aufbewahrungszeit
im Gefdh auch (durch mehrfache Probenentnahme) die
Luftmenge im Gefil3 zugenommen hat. Tab. 5.2 zeigt, daB
fiir beide Wasserarten die Fluoreszenz mit der Standzeit
im Gefdh geringfiigig zunimmt. Dabei kann bisher nicht
entschieden werden, in wieweit diese Zunahme durch das
Eindringen von Luft (die eine wesentliche Rolle bei der
Fluoreszenzzunahme spielt, siche 5.2.4.) in das GeféB bei
der Probenentnahme bestimmit ist. Die Tatsache, daf} die
Fluoreszenz einer Probe (Messung vom 26.4, Tub. 5.2) aus
einem 13 Tage verschlossenen Gefidl hoher ist als die ei-
ner Probe aus einem anderen Gefif nach einem Tag (Mes-
sung vom 14.5.) beweist noch nicht, daB} hier wirklich eine
Fluoreszenzzunahme stattgefunden hat, Die erhdhte Fluo-
reszenz konnte auch durch eine Verschmutzung des Gefi-
Bes bedingt sein, was bei nicht mehrfach mit dem Analyten
gespiilten Kiivetten beobachtet wurde.
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Tabelie 5.2

Fluoreszentintensitéit in Abhiingigkeit der Lagerungsdauer von Reinstwasser, ® Gefify 2 wurde zu-
diesem Zeitpunkt das erste mal gedffnet, Die Werte mit Fehlerangabe resultieren aus vier Messun-
gen, alle anderen Werte basieren auf einer Messung.

Reinstwasser | Gefan gefiillt Probe entnommen | Maximalwert der
am am Fluoreszenz in a. u.
Milli-Q 22.04.93 23.04.93 2.8
Milli-Q 22.04.93 30.04.93 3.7
Milli-Q 13.05.93, GefaB 1 14.05.93 3.0+0.2
Milli-Q 13.05.93, GefalB 1 19.05.93 3.8 ¥05
Milli-Q 13.05.93, GefaB 2 26.05.93 ) 51+04
Subboil 22.04.93 23.04.93 15
Subboil 22.04.93 26.04.93 19
Subboil 22.04.93 30.04.93 24

5.2.4 EinfluB der Standzeit in der
Fluoreszenzkiivette auf die Reinheit
von ,,Milli-Q‘*-Wasser

Die im folgenden beschriebenen Effekte (in offenen
Kiivetten) wurden auch an ,,subboiling™-Wasser beobach-
tet, werden aber im folgenden nur fiir das ,,Milli-Q*-Was-
ser, das eine geringere Grundverunreinigung hat (siche
Punkt 5.2.1.), dargestellt. Zunidchst wurde in offenen
Fluoreszenzkiivetten mit ca. 2 ml ,Milli-Q"-Wasser eine
schnelle Fluoreszenzzunahme auf das zwei- bis dreifache
in einer Stunde beobachtet (Abb. 5.4). Darauthin wurden
dampfdichte Kivetten mit Teflonstopfen benutzt. In die-
sem Fall zeigte sich innerhalb einer Stunde keine signifi-
kante Fluoreszenzerhéhung, was darauf hindeutet, das die
Fluoreszenzzunahme in offenen Kiivetten durch einen Ein-
trag von Substanzen aus der Luft hervorgerufen wird. Bei
lingeren Standzeiten (mehrere Stunden bis mehrere Tage)
wurde aber auch in dampfdichten Kiivetten eine Zunahme
der Fluoreszenz beobachtet (Abb. 5.4). Dieser Effekt, wenn

auch um den Faktor 2 bis 3 schwiicher, wurde auch beob-
achtet, wenn die dampfdichten Kiivetten nicht im Labor
sondern in einem Biiroraum standen.

Die Fluoreszenzzunahme trat sowohl bei Lagerung im Ta-
geslicht als auch im Dunkeln auf. Die Fluoreszenzzunahme
wurde auch nicht durch den Klebstoff der Kiivetten verur-
sacht, wie der Fluoreszenzanstieg in ungeklebten offenen
Kiivetten zeigt — dampfdichte ungeklebte Kiivetten stan-
den zu diesem Zeitpunkt noch nicht zur Verfiigung.

Die Fluoreszenz nahm in verschiedenen Spektralbereichen
mit verschiedenen Geschwindigkeiten zu. Dies zeigte sich
besonders auffillig bei der offenen Kiivette, wo die kurz-
wellige Fluoreszenz (280-300 nm) zunéchst langsamer als
die Hauptbande und spiter schneller als die Hauptbande
bei 330 nm anwuchs. Der erstgenannte Effekt ist auch bei
der dampfdichten Kiivette zu beobachten (s. B inAbb. 5.5),
der letzgenannte nicht. Die Folge ist, daf sich die Fluoren-
zenzspektren von beiden Kiivetten in ihrer Form nach neun
Tagen Standzeit deutlich unterscheiden (Abb. 5.5).
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Doppelt-logarithmische Darstellung der Abhéngigkeit der Fluo-  Abb, 5.5

reszenzintensiidt von der Standzeit einer offenen Kiivette (obere
Kurve) und einer dampfdichten Kiivette mit Teflon-Stopfen (un-
tere Kurve).
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Normierte Fluoreszenzspektren von ,,Milli-Q“-Wasser nach neun
Tagen Standzeit in der Kiivette; (A) offene Kiivette, (B) dampf-
dichte Kiivette mit Teflonstopfen



Beziiglich des zeitlichen Verlaufs des Fluoreszenzma-
ximums (330 nm) nimmt die Fluoreszenz zuniichst linear
mit der Standzeit der Kiivette zu und wichst dann sublinear
bis zu einem Séttigungswert an. Der linecare Bereich um-
faBt bei der offenen Kivette 20 bis 30 h und bei der ge-
schlossenen Kiivette ungefahr sechs Tage. Bei der offenen
Kiivette wurde in einem Fall sogar eine Abnahme der
Hauptbande beobachtet, wihrend gleichzeitig die kurzwel-
lige Schulter noch zunahm.

Alle beschriebenen Effekte deuten darauf hin, da sowohl
in offenen als auch in verschlossenen Kiivetten verschie-
dene Substanzen mit verschiedenen Geschwindigkeiten ge-
18st werden. Fiir die Handhabung und Untersuchung von
Reinstwasser ergeben sich daraus, was die Verunreinigung
mit organischen Substanzen betrifft, folgende Konsequen-
zen:

1. Der Kontakt von Reinstwasser mit der Raumluft (auch
in nicht tiberdurchschnittlich belasteten Rdumen wie Bii-
ros) fiihrt bereits im Zeitraum weniger Minuten (vielleicht
sogar Sekunden) zu einer nachweisbaren Konzentrations-

erhdhung fluoreszierender organischer Substanzen. Ob die
von uns direkt nach dem Fiillen einer Kiivette beobachtete
»,Grundverschmutzung® aus der ,,Milli-Q*-Anlage stammt
oder durch das Umfiillen des Wassers im Labor hervorge-
rufen wird, blieb ungeklért.

2. Auch mit einem Teflonstopfen verschlossene ,,dampf-
dichte” Kiivetten nehmen Substanzen aus der Umgebungs-
luft auf. Ob diese Aufnahme durch die Offnung mit dem
Teflonstopfen oder die Klebstellen zwischen den einzel-
nen Winden der Kiivette erfolgt, konnte nicht festgestellt
werden.
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Ein thermo-elekirisches Netzwerkverfahren
zur Berechnung stationdrer Temperatur- und
Wirmestromverteilungen mit Anwen-
dungsbeispielen

Nr. 33/1975

A. Wagner, G. Kieper, R. Rudolphi

Die Bestimmung der Temperaturleitfahigkeit
von Baustoffen mit Hilfe eines nicht-
stationdren MeBverfahrens

Nr. 34/1976 (vergriffen)

H.-J. Deppe

Untersuchungen zur Vergiitung von Holz-
werkstoff

Nr. 35/1976

E. Limberger

Der Widerstand von Platien, die als Beplan-
kungsmaterial leichter Wénde verwendet
werden, gegeniiber dem Aufprall harter
Kérper - Vorschlag fiir ein Priifverfahren -

Nr. 36/1976 (vergriffen)

J. Hundt

Warme- und Feuchtigkeitsleitung in Beton
unter Einwirkung eines Temperaturgefilles

Nr. 37/1976

W. Struck

Die stoBartige Beanspruchung leichter,
nichttragender Bauteile durch einen mit der
Schulter gegenprallenden Menschen

- Vorschlag fiir ein Priifverfahren -

Nr. 38/1976

K.-H. Habig

VerschleiBuntersuchungen an gas-, bad- und
ionitriertem Stahl 42 CrMo 4

Nr. 39/1976

K. Kirschke, G. Kempf

Untersuchung der viskoelastischen Eigen-
schaften von Fliissigkeiten (mit Nicht-
Newtonschem FlieBverhalten) insbesondere
bei hoherer Schwerbeanspruchung

Nr. 40/1976

H. Hantsche

Zum Untergrundabzug bei energiedispersiven
Spektren nach verschiedenen Verfahren

Nr. 41/1976

B. Béttcher

Optische Eigenschaften cholesterinischer
Fliissigkeiten

Nr. 42/1976

S. Dietlen

Ermittlung der Mindestziindenergie brenn-
barer Gase in Mischung mit Luft

Nr. 43/1976

W. Struck

Das Sprédbruchverhalten geschweiBter
Bauteile aus Stahl mit zih-sprédem Ubergang
im Bruchverhalten, dargestellt mit Hilfe der
Methode des Temperaturvergleiches

Nr. 44/1976

W. Matthees

Berechnung von raumlichen, linear elasti-
schen Systemen, die aus finiten Stab- und
Balkenelementen zusammengesetzt sind,
unter Verwendung des Programms “Stab-
Werk”



Nr. 45/1976

W. Paatsch

Untersuchung des Elektrodenverhaltens im
Vakuum aufgedampfter Metallschichten

Nr. 46/1977 (vergriffen)

G. Schickert, H. Winkler
Versuchsergebnisse zur Festigkeit und
Verformung von Beton bei mehraxialer
Druckbeanspruchung

Reaults of Test Concerning Strength and
Strain of Concrete Subjected to Multiarial
Compresalve Stresses

Nr. 471977

A. Plank

Bautechnische Einfliisse auf die Tragfihig-
keit von Kunststoffdiibeln fiir Fassaden-
bekleidungen

Nr. 48/1977

U. Holzléhner

Setzung von Fundamenten infolge dynami-
scher Last, angewendet auf die Fundamente
einer geplanten Schnellbahn

Nr. 49/1977

G. Wittig

Untersuchungen zur Anwendung von
Mikrowellen in der zerstérungsfreien Priifung

Nr. 50/1978 (vergriffen)

N. Czaika, N. Mayer, C. Amberg,

G. Magiera, G. Andreae, W. Markowski
Zur MeBtechnik fiir die Sicherheitsbeurtei-
lung und Uberwachung von Spannbeton-
Reaktordruckbehiltern

Nr. 51/1978

J. Sickfeld

Auswirkung von chemischen und physika-
lisch-technologischen EinfluBfaktoren auf das
Bestindigkeitsverhalten von Oberflichen-
beschichtungen auf der Basis von Reaktions-
beschichtungsstoffen

Nr. 52/1978

A. Tomov

Zum Einflub der Gleitgeschwindigkeit auf das
tribologische Verhalten von Werkstoffen
hoher Hérte bei reiner Festkdrperreibung

Nr. 53/1978

R.-G. Rohrmann, R. Rudolphi

Bemessung und Optimierung beheizbarer
StraBen- und Briickenbeldge

Nr. 54/1978

H. Sander

Magnetisches Verhaiten diinner Eisen-
schichten bei mechanischer Wechselbean-
spruchung

Nr. 55/1978

D. Klaffke

Beobachtung und Orientierungsbestimmung
der Oberflachenkristalle polykristalliner
99,999 %-A1-Proben bei Biegewechsel-
beanspruchung

Nr. 56/1979
W. Briinner, C. Langlie
Stabilitit von Sandwichbauteilen

Nr. 57/1979

M. Stadthaus

Untersuchungen an Priifmittein fiir die
Magnetpulverpriifung

Investigtions on Inspection-Media for
Magnetic Particle-Testing

Nr. 58/1979

W. Struck

Ermittlung des Bauteilwiderstandes aus
Versuchsergebnissen bei vereinbartem
Sicherheitsniveau

Nr. 59/1979

G. Plauk

Ermittlung der Verformungen biege-
beanspruchter Stahlbetonbalken mit der

Methode der Finiten Elemente unter beson-
derer Beriicksichtigung des Verbundes
zwischen Beton und Stahl

Nr. 60/1979

H. Spreckelmeyer, R. Helms, J. Ziebs
Untersuchungen zur Erfassung der Kalt-
formbarkeit von Feinblechen beim Strecken

Nr. 61/1979

K. Richter

Beschreibung von Problemen der héheren
Farbmetrik mit Hilfe des Gegenfarben-
systems

Nr. 62/1979

W. Gerisch. G. Becker
Geomagnetobiologisch bedingter Zusam-
menhang zwischen der FraBaktivitdt von
Termiten und der Zahl der Sterbefille

Nr. 63/1979

E. Behrend, J. Ludwig
Untersuchungen an Stopfbuchsen von
Ventilen und Schiebern fiir Gase

Nr. 64/1980

W. Rilcker

Ermittlung der Schwingungserregung beim
Betrieb schienengebundener Fahrzeuge in
Tunneln sowie Untersuchung des Einflusses
einzelner Parameter auf die Ausbreitung von
Erschiitterungen im Tunnel und dessen
Umgebung

Nr. 65/1980

P. Schmidt, D. Aurich, R. Helms, H. Veith, J.
Ziebs

Untersuchungen iiber den EinfluB des
Spannungszustandes auf bruchmechanische
Kennwerte

Nr. 66/1980

M. Hattwig

Auswirkung von Druckentlastungsvorgingen
auf die Umgebung

Nr, 67/1980

W. Matthees

Beitrag zur dynamischen Analyse von
vorgespannten und vorbelasteten Feder-
Masse-Systemen mit verdnderlicher
Gliederung unter stoBartiger Beanspruchung

Nr. 68/1980

D. Petersohn

OberflachenmefBverfahren unter besonderer
Beriicksichtigung der StereomeBtechnik.
Entwicklung eines volleuzentrischen
Prdzisions-Goniometers

Nr. 69/1980

F. Buchhardt, P. Brandl

Untersuchungen zur Integritdt den Liners von
Reaktorsicherheitshiillen (Containments) in
Stahlbeton- und Spannbetonbauweise

Nr. 70/1980 (vergriffen)
G. Schickert
Schwellenwerte beim Betondruckversuch

Nr. 71/1980

W. Matthees, G. Magiera

Untersuchungen liber durch den Boden
gekoppelte dynamische Wechselwirkungen
benachbarter Kernkraftwerksbauten groBer
Masse unter seismischen Einwirkungen

Nr. 72/1980

R. Rudolphi

Ubertragbarkeit der Ergebnisse von
Brandpriifungen am Beispiel von Stahl- und
Holzstiitzen

Nr. 73/1980

P. Wegener

Vergleichende Untersuchungen zum
Tragverhalten von Klemmkupplungen fiir
Stahlrohrgeriiste nach bestehenden deut-
schen Prifvorschriften und geplanten euro-
pdischen bzw. internationalen Priifnormen

Nr. 74/1980

R. Rudolphi, R. Miller
ALGOL-Computerprogramm 2zur Berechnung
zweidimensionaler instationarer
Temperaturverteilungen mit Anwendungen
aus dem Brand- und Warmeschutz

Nr. 75/1980

H.-J. Heinrich

Beitrag zur Kenntnis des zeitlichen und
ortlichen Druckverlaufs bei der plétzlichen
Entlastung unter Druck stehender Behdlter
und Behélterkombinationen

Nr. 76/1980

D. Klaffke, W.-W. Maennig
Deformationsverhalten von Rein- und
Reinstaluminium sowie Cu 99,9 und St 37 bei
Biegewechselbeanspruchung im
Rasterelektronenmikroskop

Nr. 77/1981

M. Gierloff, M. Mautzsch

Untersuchung des Verhaltens von Lager-
zementen

Nr. 78/1981

W. Riicker

Dynamische Wechselwirkung eines Schisnen-
Schwellensystems mit dem Untergrund

Nr. 79/1981

V. Neumann

Ein Beitrag zur Untersuchung der wasser-
stoffbeeinfluBten KaltriBneigung héherfester
niedriglegierter Feinkornbaustdhle mit dem
Implantversuch

Nr. 80/1981

A. Plank, W.Struck, M. Tzschatzsch
Ursachen des Teileinsturzes der KongreB-
halle in Berlin-Tiergarten

Nr. 81/1981

J. Schmidt

Graphisch-rechnerisches Verfahren zum
Erfassen der Zundhaufigkeit ziindbarer
Stoffe; Anwendung auf Datenmaterial aus
dem Bereich der Statistik

Nr. 82/1982

R. Helms, H.-J.- Kiihn, S. Ledworuski

Zur werkstoffmechanischen Beurteilung des
Kerbschlagbiegeversuches

Assezement of the mechanical behaviour of
materials in the notched bar impact test

Nr. 83/1982

H. Czichos, P. Feinle

Tribologisches Verhalten von thermoplasti-
schen Kunsistoffen

- Kontakideformation, Reibung und Ver-
schleiB, Oberfiachenuntersuchungen -

Nr. 84/1982

R. Miiller. R. Rudolphi
Ubertragbarkeit der Ergebnisse von
Brandpriifungen im Kleinpriifstand
(Vergleichsversuche)

Nr. 85/ISBN 3-88314-231 -X/1982

H. Czichos

Technische Materialforschung und -priifung -
Entwicklungstendenzen und Rahmenvor-
schldge fiir ein EG-Programm “Basic
Technological Research” Materials Research
and Testing - Development Trends and
Qutline Proposals for a Community Program-
me “Basic Technological Research” -

Nr. 86/ISBN 3-88314-232-8/1982

K. Niesel, P. Schimmelwitz

Zur quantitativen Kennzeichnung des
Verwitterungsverhaltens von Naturwerk-
steinen anhand ihrer Gefiigemerkmale

Nr. 87/I1SBN 3-88314-240-9/1982

B. Isecke, W. Stichel

EinfluB baupraktischer Umgebungs-
bedingungen auf das Korrosionsverhalten von
Spannstédhlen vor dem Injizieren



Nr. 88/ISBN 3-88314-254-9/1983

A. Erhard

Untersuchungen zur Ausbreitung von
Longitudinalwellen an Oberflichen bei der
Materialpriifung mit Ultraschall

Nr. 89/ISBN 3-88314-263-8/1983

D. Conrad, S. Dietlen

Untersuchungen zur Zerfallsfdhigkeit von
Distickstoffoxid

Nr. 90/ISBN 3-88314-264-6/1983

K. Brandes, E. Limberger, J. Herter
Kinetische Grenztragfdhigkeit von stoBartig
belasteten Stahlbetonbauteilen

Kinetic Load Bearing Capacity of Impulsively
Loaded Reinforced Concrete Members

Nr. 91/ISBN 3-88314-265-4/1983

M. Weber

Dreidimensionale Analyse von unbewehrtem
Beton mit nichtlinear-elastischem Material-
gesetz

Nr. 92/ISBN 3-88314-266-2/1983

L. Auersch

Ausbreitung von Erschiitterungen durch den
Boden

Nr. 93/ISBN 3-88314-283-2/1983

P. Studt

Unterdriickung stick-slip-induzierter
Kurvengerdusche schienengebundener
Fahrzeuge durch eine physikalisch-chemi-
sche Oberflichenbehandlung der Schienen

Nr. 94/ISBN 3-88314-284-0/1983

Xian-Quan Dong

Untersuchungen der Stérschwingungen beim
Kerbschlagbiegeversuch und deren Abschwé-
chungen

Nr. 95/ISBN 3-88314-289-1/1983

M. Rémer

Uber die Fokussierung des Schalifeldes von
Ultraschall-Priifkopfen mit Fresnelschen
Zonenplatten

Nr. 96/ISBN 3-88314-296-4/1983

H. Eifler

Verbundverhalten zwischen Beton und
geripptem Betonstahl sowie sein Einflull auf
inelastische Verformungen biegebean-
spruchter Stahlbetonbalken

Nr. 97/ISBN 3-88314-297-2/1983

G. Fuhrmann, W. Schwarz

Typische Bruchflachenausbildung ther-
moplastischer Kunstistofie nach wechselnder
mechanischer Beanspruchung

Nr. 98/ISBN 3-88314-312-X/1983

E. Schnabel

Bestimmung des elastischen Verhaltens von
Maschenwaren

- Stretch- und Erholungsvermdégen -

Nr. 99/ISBN 3-88314-317-0/1983

K. Brandes, E. Limberger, J. Herter
Kinetische Grenztragfdhigkeit von stoBartig
belasteten Stahlbetonbauteilen

Kinetic Load Bearing Capacity ‘of Impulsively
Loaded Reinforced Concrete Members

Nr. 100/ISBN 3-88314-298-0/1984

G. Klamrowski, P. Neustupny
Untersuchungen zur Priifung von Beton auf
Frostwiderstand

Nr. 101/ISBN 3-88314-327-8/1984

P. Reimers, J. Goebbels, H. Heidt,

P. Weise, K. Wilding

Réntgen- und Gammastrahlen-Computer-
Tomographie

Nr. 102/ISBN 3-88314-335-9/1984

G. Magiera

Weiterentwickiung des hydraulischen
Kompensationsverfahrens auf Druckspan-
nungsmessung in Beton

Nr. 103/ISBN 3-88314-328-6/1984

D. Schnitger

Radiographie mit Elektronen aus Metallver-
stdrkerfolien

Nr. 104/ISBN 3-88314-339-1/1984

M. Gierloff

Beeinflussung von Betoneigenschaften durch
Zusatz von Kunststoffdispersionen

Nr, 105/ISBN 3-88314-345-6/1984

B. Schulz-Forberg

Beitrag zum Bremsverhalien energieum-
wandelnder Aufsetzpuffer in Aufzugsanlagen

Nr. 106/ISBN 3-88314-360-X/1984

J. Lehnert

Setzung von Fundamenten infolge dynami-
scher Last

Nr. 107/ISBN 3-88314-361-8/1984
W. Stichel, J. Ehreke
Korrosion von Stahiradiatoren

Nr. 108/ISBN 3-88314-363-4/1984

L. Auersch

Durch Bodenerschiitierungen angeregte
Gebdudeschwingungen - Ergebnisse von
Modellrechnungen

Nr. 109/ISBN 3-88314-381-2/1985

M. Omar

Zur Wirkung der Schrumpfbehinderung auf
den SchweiBeigenspannungszustand und das
Sprédbruchverhaiten von unterpulver-
geschweiiten Blechen aus St E 460 N

Nr. 110/ISBN 3-88314-382-0/1985
H. Walde, B. Kropp
Wasserstoff als Energietréger

Nr. 111/ISBN 3-88314-383-9/1985

K. Ziegler

Uber den EinfluB der Initlierung auf die
detonative Umsetzung von Andex-Spreng-
stoffen unter Beriicksichtigung sicher-
heitstechnischer Gesichtspunkie

Nr. 112/ISBN 3-88314-409-6/1985

W, Litzow

Zeitstandverhalten und strukturelle Verén-
derungen von vielfach wiederverarbeiteten
Polyethylenen

Nr. 113/ISBN 3-88314-410-X/1985

R. Helms, H. Henke, G. Oelrich, T. Saito
Untersuchungen zum FrequenzeinfluB auf die
Schwingungskorrosion von Offshore-
Konstruktionen

Nr. 114/ISBN 3-88314-419-3/1985

P. Rose, P. Raabe, W. Daum, A. Szameit
Neue Verfahren fiir die Priifung von Reak-
torkomponenten mittels Rontgen- und
Gammastrahlen

Nr. 115/ISBN 3-88314-420-7/1985

K. Richter

Farbempfindungsmerkmal Elementarbuntton
und Buntheitsabstinde als Funktion von
Farbart und Leuchtdichte von In- und Umfeld

Nr. 116/ISBN 3-88314-460-6/1985

F.-J. Kasper, R. Miiller, R. Rudolphi,

A. Wagner

Theoretische Ermittlung des Warmedurch-
gangskoeffizienten von Fensterkonstruktionen
unter besonderer Beriicksichtigung der
Rahmenproblematik

Nr. 117/ISBN 3-88314-468-1/1985

H. Czichos, G. Sievers
MaterialsTechnologies and Techno-Economic
Development

A Study for the German Foundation for
International Development (Deutsche Stiftung
fir Internationale Entwicklung)

Nr. 118/ISBN 3-88314-469-X/1985

H. Treumann, H. Andre, E. Blossfeld, N. Pfeil,
M.-M. Zindler

Brand- und Explosionsgefahren explosions-
geféhrlicher Stoffe bei Herstellung und
Lagerung - Modellversuche mit pyrotech-
nischen Satzen und Gegenstianden

Nr. 119/ISBN 3-88314-472-X/1985

J. Herter, K. Brandes, E. Limberger
Kinetische Grenztragfihigkeit von stoBartig
belasteten Stahlbetonbauteilen

Versuche an Stahlbetonplatten, Teil 1

Kinetic Load Bearing Capacity of Impulsively
Loaded Reinlorced Concrete Members

Tests on Reinforced Concrete Slabs, Part 1

Nr. 120/ISBN 3-88314-514-9/1986

A. Hecht

Zerstorungsfreie KorngréBenbestimmung an
austenitischen Feinblechen mit Hilfe der
Ultraschallriickstreuung

Nr. 121/ISBN 3-88314-530-0/1986

P. Feinle, K.-H. Habig

Versagenskriterien von Stahlgleitpaarungen
unter Mischreibungsbedingungen;

Einfliisse von Stahlzusammensetzung und
Warmebehandlung

Nr. 122/ISBN 3-88314-521-1/1986

J. Mischke

Entsorgung kerntechnischer Anlagen
Sonderkolloquium der Bundesanstalt flr
Materialprifung (BAM) am 10. 12. 1985 mit
Beitrdgen von B. Schulz-Forberg, K. E. Wieser
und B. Droste

Nr. 123/ISBN 3-88314-531-9/1986

D. Rennoch

Physikalisch-chemische Analyse sowie
toxische Beurteilung der beim thermischen
Zerfall organisch-chemischer Baustoffe
entstehenden Brandgase

Nr. 124/ISBN 3-88314-538-6/1986

H.-M. Thomas

Zur Anwendung des Impuls-Wirbelstrom-
verfahrens in der zerstérungsfreien
Materialpriifung

Nr. 125/ISBN 3-88314-540-8/1986 (vergriffen)
B. Droste, U. Probst

Untersuchungen zur Wirksamkeit der
Brandschutzisolierung von Fliissiggas-
Lagertanks

Nr. 126/ISBN 3-88314-547-5/1986

W. Stichel

Korrosion und Korrosionsschutz von Metallen
in Schwimmbhallen

Nr, 127/ISBN 3-88314-564-5/1986 (vergriffen)

E. Limberger, K. Brandes, J. Herter, K. Berner
Kinetische Grenztragfdhigkeit von stoBartig

belasteten Stahibetonbauteilen

Kinetic Load Bearing Capacity of Impulaively
Loaded

Reinforced Concrete Members

Versuche an Stahlbetonbalken, Teil 1

Tests on Reinforced Concrete Beams, Part 1

Nr. 128/ISBN 3-88314-568-8/1986 (vergriffen)
E. Limberger, K. Brandes, J. Herter, K. Bemer
Kinetische Grenztragfahigkeit von stoBartig
belasteten Stahlbetonbauteilen

Kinetic Load Beoring Capacity of Impulsively
Loaded Reinforced Concrete Members
Versuche an Stahlbetonbalken, Teil 11

Tests on Reinforced Concrete Beams, Part 11

Nr. 129/ISBN 3-88314-569-6/1980 (vergriffen)
K. Brandes, E. Limberger, J. Herter, K. Berner
Kinetische Grenztragfdhigkeit von stoBartig
belasteten Stahlbetonbauteilen

Kinetic Load Bearing Capacity of Reinforced
Concrete Members under Impact Load
Zugversuche an Betonstahl mit erhdhter
Dehngeschwindigkeit

Reinforcing Steel Tension Tests with high
strain rates



Nr. 130/ISBN 3-88314-570-X/1986

W. Struck

Einfache Abschatzung der Durchbiegung und
der Energieaufnahme von Tragern aus
duktilem Material

Nr. 131/ISBN 3-88314-585-8/1986

E. Limberger, K. Brandes, J. Herter
Kinetische Grenztragfahigkeit von stoBartig
belasteten Stahlbetonbauteilen

Kinetic Load Bearing Capacity of Reinforced
Concrete Members under Impact Load
Versuche an Stahlbetonplatten, Teil 11
Tests on Reinforced Concrete Slabs, Part 11

Nr. 132/ISBN 3-88314-595-5/1987

Chr. Herold, F.-U. Vogdt

Ermittlung der Ursachen von Schiden an
bitumindsen Dachabdichtungen unter
besonderer Beriicksichtigung klimatischer
Beanspruchungen

Nr. 133/ISBN 3-88314-609-9/1987 (vergriffen)
M. Woydt, K.-H. Habig
Technisch-physikalische Grundlagen zum
tribologischen Verhalten keramischer
Werkstoffe

Nr. 134/ISBN 3-88314-615-3/1987
G. Andreae, G. Niessen

Uber den KernstrahlungseinfiuB auf
DehnungsmenBstreifen

Nr. 135/ISBN 3-88314-618-8/1987

J. Ludwig, W.-D. Mischke, A Ulrich
Untersuchungen (iber das Verhalten von
Tankcontainern fiir unter Druck verfliissigte
Gase bei Fallbeanspruchungen

Nr. 136/ISBN 3-88314-636-6/1987

H.-J. Deppe, K. Schmidt

Untersuchung zur Beurteilung von Brett-
schichtverleimungen fiir den Holzbau

Nr. 137/ISBN 3-88314-637-4/1987

D. Aurich

Analyse und Weiterentwicklung bruchme-
chanischer Versagenskonzepte auf der
Grundlage von Forschungsergebnissen auf
dem Gebiete der Komponentensicherheit

Nr. 138/ISBN 3-88314-635-8/1987

M. Dogurike, F. Buchhardt

Zur geowissenschaftlichen Einordnung des
Gebietes der Bundesrepublik Deutschiand
und einer sicheren Auslegung technischer
Systeme gegen den Lastfall Erdbeben

Nr. 139/ISBN 3-88314-658-7/1987

J. Olschewski, S.-P, Scholz

Numerische Untersuchung zum Verhalten des
Hochtemperaturwerkstoffes Nimonic PE 16
unter monotoner und zyklischer Belastung
bei Verwendung verschiedener plastischer
und viskoplastischer Materialmodelle

Nr. 140/ISBN 3-86314-643-9/1987

K. Brandes, E. Limberger, J. Herter
Kinetische Grenztragfdhigkeit von stoBartig
belasteten Stahlbetonbauteilen

Kinetic Load Bearing Capacity of Impulsively
Loaded Reinforced Concrete Members

Nr.141/ISBN 3-88314-694-3/1987

F. Buchhardt, W. Matthees, G. Magiera, F. Mathiak
Zum EinfluB des Sicherheits- und Ausle-
gungserdbebens auf die Bemessung von
Kernkraftwerken

Nr. 142/ISBN 3-88314-695-1/1987

H. Treumann, G. Kriger. N. Pfeil,

S. von Zahn-Ullmann

Sicherheiistechnische Kenndaten und
Gefahrzahlen bindrer Mischungen aus
oxidierenden und verbrennlichen Substanzen

Nr. 143/ISBN 3-88314-701-X/1987

K. Brandes, E. Limberger, J. Herter
Kinetische Grenztragfahigkeit von stoBartig
belasteten Stahlbetonbauteilen

Kinetic Load Bearing Capacity of Impulsively

Loaded Reinforced Concrete Members
Experimentelle und numerische Untersu-
chungen zum Trag- und Verformungsver-
halten von Stahlbetonbauteilen bei StoB-
belastung

Experimental und numerical Investigations
concerning Load Bearing Sehaviour of Rein-
forced Concrete Members under Impact Load

Nr. 144/ISBN 3-88314-702-8/1987

F. Buchhardt, G. Magiera, W. Matthees, M.
Weber, J. Altes

Nichtlineare dynamische Berechnungen zum
Penetrationsverhalten des AVR- Reaktor-
gebédudes

Nr. 145/ISBN 3-88314-711-7/1987

U. Holzldhner

Untersuchung selbstéhnlicher Systeme zur
Bestimmung von Materialeigenschaften von
Reibungsbdden

Nr. 146/ISBN 3-88314 714-1/1987

W. Schon, M. Mallon

Untersuchungen zur Wirksamkeit von

Wasserberieselungseinrichtungen als

BrandschutzmaBnahme fiir Fliissiggas-
Lagertanks

Nr. 147/ISBN 3-88314-720-6/1987

H.-D. Kleinschrodt

Lésung dynamischer Biege- und
Torsionsprobleme von Stabsystemen aus
diinnwandigen elastischen Stdben mit
offenem Querschnitt mittels frequenzab-
héangiger Ansatzfunktionen

Nr. 148/ISBN 3-88314-774-5/1988

W. Miiller

Theoretische Untersuchung von Variations-
prinzipien fiir elastoplastisches Material-
verhalten sowie Entwicklung und numerische
Erprobung von Finite-Element-Verfahren fiir
den ebenen Spannungszustand

Nr. 149/ISBN 3-88314-775-3/1988

U. Holzléhner

Bestimmung baugrunddynamischer Kenngro-
Ben aus der Untersuchung von Bodenproben

Nr. 150/ISBN 3-88314-776-1/1988
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