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. Auf die Patentanmeldung A 2014/2005 vom 16. Dezember 2005 wurde ein Patent erteilt, das unter

der Nr. 502.194 am 15. Februar 2007 in das Patentregister eingetragen worden ist. Die Erteilung des
Patentes wurde im Osterreichischen Patentblatt veréffentlicht. Die Patenturkunde wird Ihnen
zugesandt werden. Der Schutz des Patentes dauert gema0 § 28 des Patentgesetzes hichstens

~zwanzig Jahre ab dem Anmeldetag, somit bis zum 16. Dezember 2025,

Zur Aufrechterhaltung des Patentes sind jahrlich am letzten Tag des Anmeldemonats, das ist am
31. Dezember, Jahresgeblhren fallig (§ 6 Patentamtsgebihrengesetz). Die erste zu zahlende
Jahresgebiihr (Jahresgebiihr fiir das 3. Jahr) betragt 70 € und wird am

31. Dezember 2007 fillig*). Die Betrage der weiteren Jahresgebihren sind dem
Gebulhreninformationsblatt zu entnehmen.

Die Jahresgebihren kdnnen frithestens drei Monate vor ihrer Falligkeit gezahlt werden und sind auf
das Konto des Osterreichischen Patentamts (PSK Kto. 5 160 000, BLZ 60 000) zu Uberweisen bzw.
einzuzahlen. Als Verwendungszweck ist Folgendes anzufihren: :

PA 502194 Jahresgebiihr

Zahlung nach Falligkeit:

Bei jeder Zahlung nach Falligkeit ist zusatzlich eine Zuschlagsgebiihr von 20 % der Jahresgeblhr
zu zahlen. Die Jahresgebiihren sind bis spatestens sechs Monate nach der Falligkeit zu zahlen,
sonst erlischt das Patent. Der Zuschlag entféllt bei der ersten zu zahlenden Jahresgebiihr.

Mit freundlichen Griiften

Osterreichisches Patentamt
Patentregister

*} Der ausgewiesene Betrag ber(cksichtigt nicht allfallige zwischenzeitliche Gebiihrenanderungen.
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(54) VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR BESTIMMUNG DER FLUORESZENZ EINER

PROBE SOWIE VERWENDUNG DERSELBEN

(57) Bei einem Verfahren sowie einer Vorrich- 6 o232 2 14 4B AT
\

tung zur Bestimmung der Fluoreszenz einer %' 25\ 2% J ]

Probe, wobei die Probe (40) mit einem Licht N y \

(25) einer Wellenlinge bestrahlt wird, wel- L= BOS LS
che zur Anregung von Fluoreszenzlicht (27, "E.\b_i—_-:—-—,c\Fi) ]

28) in der Probe geeignet ist, und das von 16
der Probe emittierte Fluoreszenzlicht (28) in 13 \3, \20 4{, -)7 \32

einem Empfanger (24) empfangen wird und

in ein Messsignal ungewandeit wird, wobei
dem Empfanger (24) zusétzlich ein Refer-
enzlicht (32) insbesondere zur Kompen-
sierung von Umweiteinflissen zugefiihrt und
ebenfalls in ein Referenz-Messsignal umge-
wandelt wird, ist vorgesehen, dass der opti-
sche Weg des in die Probe (40) eintreten-
den Anregungslichts (25) und die Probe (40)
verlassenden Fluoreszenzlichts (27, 28) von
dem optischen Weg {32} des eine gleiche
Welenlange wie das Anregungslicht auf-
weisende Referenzlichts zwischen Licht-
quelien (32, 31) und Empfanger (24) ge-
trennt wird, wodurch sich bei vereinfachtem,
konstruktivem Aufwand eine prazisere Aus-
wertung des von einer Probe (40) ausge-
sandten Fluoreszenzlichts erzielen l4sst.
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Zusammenfassung

Bei einem Verfahren sowie einer Vorrichtung zur Bestimmung
der Fluoreszenz einer Probe, wobei die Probe (40} mit einem Licht
(25) einer Wellenlinge bestrahlt wird, welche zur Anregung von
Fluoreszenzlicht (27, 28} in der Probe geeignet ist, und das von
der Probe emittierte Fluoreszenzlicht (28) in einem Empfénger (24)
empfangen wird und in ein ngglgnal ungewandelt wird, wobei dem
Empfénger (24) zusatzlich ein Referenzlicht (32) insbesondere zur
Kompensmerung von Umwelteinfliissen zugefiihrt und ebenfalls in ein
Referenz- Mqﬂsmgnal umgewandelt wird, ist vorgesehen, dairder opti-
sche Weg des in die Probe (40) eintretenden Anregungslichts (25)
und die Probe (40) verlassenden Fluoreszenzlichts (27, 28) von dem
optischen Weg (32) des eine gleiche Wellenlinge wie das Anregungs-

licht aufweisende Referenzlichts zwischen Lichtquellen (32, 31)

und Empfianger (24) getrennt wird, wodurch sich beil vereinfachtem,

konstruktivem Aufwand eine prazisere Auswertung des von einer
e

Probe (40) ausgesandten Fluoreszenzlichts erzielen l&4gt. (Fig. 2)




Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur
Bestimmung der Fluoreszenz einer Probe, wobei die Probe mit einem
Licht einer Wellenldnge bestrahlt wird, welche zur Anregung von
Fluoreszenzlicht in der Probe geeignet ist, und das von der Probe
emlttlerte Fluoreszenzlicht in einem Empfanger empfangen wird und
in ein Meﬁblgnal umgewandelt wird, wobeli dem Empfanger zusdtzlich
ein Referenzlicht insbesondere zur Kompensierung von Umgebungsein-
flissen zugefiihrt und ebenfalls in ein Referenz—Mqﬁ;ignal umgewan-
delt wird. Die Erfindung bezieht sich weiters auf eine Vorrichtung
zur Bestimmung der Fluoreszenz einer Probe, umfassend eine Licht-
gquelle zur Aussendung eines Lichts einer Wellenldnge, welche zur
Anregung von Fluoreszenzlicht in der Probe geeignet ist, und einen
Empfanger, welcher das wvon der Probe emittierte Fluoreszenzlicht
empfangt und in ein Mqﬁ%ignal umwandelt, wobei dem Empfanger zu-
satzlich ein Referenzlicht insbesondere zur Kompensierung von Um-
gebungseinfliissen zuflihrbar und wvon diesem in ein Referenz-
Mefsignal umwandelbar ist.

Im Rahmen der vorliegenden Beschreibung soll unter dem

- Ausdruck "eine Wellenlinge" auch ein wum eine zentrale und

definierte Wellenlange liegender, insbesondere enger

Wellenldngenbereich verstanden werden, wie dies beispielsweise beil
Verwendung einer Leuchtdiode bzw. LED der Fall ist.

Derartige Verfahren und Vorrichtungen sind beispielsweise der
DD-A 229 220, der US-A 5 196 709 oder der DE-C 198 49 585 zu ent-
nehmen.

Die Bestimmung der Fluoreszenz von spezifischen Molekillen

wird zunehmend in sensorischen Anwendungen zur Bestimmung diverser

 Bnalyten eingesetzt. Dabei werden die Molekile durch Bestrahlung

mit Licht einer spezifischen Wellenlange in einen angeregten Zu-
stand versetzt. Die Rilickkehr der Moleklile in den Grundzustand er-
folgt durch Abstrahlung von Licht, welches eine hdhere Wellenldnge
als das Anregungslicht aufweist (Stoke”s Shift). Zusdtzlich ist
diese Emission zeitlich versetzt. Informationen Uber die zu be-

stimmende Probe kdénnen durch Messung der Intensitdt oder der Ab-




klingzeit des Fluoresgzenzlichts gewonhen werden. Einsatzméglich-
keiten dieses Phinomens liegen in der Umweltanalytik, in der medi-
zinischen Diagnostik, in der Uberwachung von zahlreichen indu-
striellen Prozessen und in einer Analyse im Labor.

Die einfachsth Methode zur Bestimmung der Eigénschaften von
Analyten mittels Fluoreszenzmessungen liegt in der Detektion der
Intensitdt des vom Fluoreszenzmolekll emittierten Lichts. Fir
praktische Anwendungen hat diese Methode allerdings einige schwer-
wiegende Nachteile. So haben Auswaschungen oder ein Ausbleichen

des Fluoreszenzfarbstoffs, sowie Fluktuationen der Lichtgquelle und

Nicht- Llneaﬁ}taten der optischen Detektoren einen direkten Einflufss

auf das Mgﬂérgebnls Wahrend Anderungen betreffend den Farbstoff
nur durch Kalibration mit definierten Konzentrationen des spezifi-
schen Analyten kompensiert werden kénnen, bedarf es beziglich der
Instrumentierung oftmals aufwendiger Temperaturstabilisierungen
oder optischen Komponenten, um diese Effekte so gering wie mdéglich
zu halten,

Eine weitaus kompaktere Methode bietet die Bestimmung der
Zeitverzdgerung mit einer dominierenden Zeitkonstante 1 des abge-
'strahlten Fluoreszenzlichts, welche auch als "Lebensdauer", "Decay
Time", oder "Life Time" bézeichnet wird., Die Bestimmung der Zeit-
konstante kann durch Messung der Abklingkonstante nach pulsférmi-
ger Anregung (im Zeitbereich), oder durch die Messung der Phasen-
verschiebung bei sinusférmiger Anregung (im Frecquenzbereich) er-
folgen. Da die Bestimmung der Abklingzeitkonstante bzw. der Pha-
senverschiebung prinzipiell unabhingig von der emittierten Inten-
sitat ist und praktisch nur durch die nachfolgende Instrumentie-
- rung limitiert wird, koémnen Effekte desg Farbstoffs (z.B. Auswa-
| schung, Ausbleichen) vernachldssigt werden. Die Bestimmung der
Phasenverschiebung zur Erfassung der JAnderungen von selektiven
Farbstoffen hat sich in praktischen Umsetzungen aufgrund des ge-
ringeren instrumentellen Aufwands gegeniiber einer Abklingzeitmes-

sung durchgesetzt.




Umgebungen empfehlenswert, eine Referenzierung vorzun

ste Variante zur Realisierung einer Referenzierung;f"
Aufgaben erfiillt, hat sich eine Bestimmung einer Pﬁasenvgrsg‘
bung des Me‘ reises ohne den selektiven Farbstoff erﬁiééén Hier
bei wird periocdisch zwischen einer Signallichtquelle, w
durch die Probe verursachte Phasenverschiebung béstimmtlif
Referenzlichtquelle, welche die Phasenverschlebung der
tierung bestimmt, um_geschaltet und die wahre Phasenverschie ung
durch Subtraktion der Referenzphasenverschiebung von der~$ig
-phasenverschlebung ermittelt. B
Fiir Anwendungen in der Prozeftechnik und in dex med121nlschen
‘Diagnostik stellen Miniaturisierung, Automatisierung und geri
Kosten solcher Me?f‘systeme eine Voraussetzung 'fliir die Akzeptanz:
durch den Anwender dar. Aufwendige opﬁische Anordnungen, W?i;h?i-
ypnsbesondere mit teuren optischen Filtern verbunden sind, sté¥;éﬁ :
" hier wesentliche Faktoreﬁ bzw. Nachteile dar.
Unabhangig von Referenzierungsmethoden und Stabilisierung'éi
techniken ist das Verhiltnis von Fluoreszenzlicht zu Anregungs
licht klein und bedarf somit diverser optischer Methoden (optische -
'Anordnung bzw. optische Filter) zur Separation des Lichts diesé#}f

beiden Lichtquellen.

Die vorliegende Erfindung zielt darauf ab, ausgehend vqﬁcfﬁj:u

einem Verfahren sowie einer Vorrichtung der eingangs genannten Arﬁ 
einfache optische Anordnungen sowie Mdglichkeiten zurx Referenzié;k
rung 2zu bieten, und insbesondere unter Bereitstellung von kon-
struktiven, einfachen und somit kostenglnstigen Ausbildungen eine
genaue Auswertung zu ermdglichen. | |
| Zur Loésung dieser Aufgaben ist ein Verfahren der e%Pgangs ge-
nannten Art im wesentlichen dadurch gekennzeichnet, da# der opti-

sche Weg des in die Probe eintretenden Anregungslichts und die




nbe verlassenden Fluoreszenzlichts von dem optischen Weg dég

"eine gleiche Wellenldnge wie das Anregungélicht aufweisende Refe-

renzlichts zwischen Lichtquellen und Empfanger getrennt wird. Da-
durch, dqw erfindungsgemdff der optische Weg des in die Probe ein-
tretenden Anregungslichts und des die Probe verlassenden Fluores-
zenzlichts von dem optischen Weg des Bezugs— bzw. Referenzlichts
getrennt ist, wird sichergestellt, d%ﬂ'das Refeifnzlicht keinerlei
Beeinflussung der Probe mit sich bringt und dgﬁ somit tatsdchlich
nur das Anregungslicht durch die Probe hindurchtritt. Durch die -
erfindungsgemdf vorgeschlagene Trennung der optischen Wege des An-
regungs- sowie des daraus resultierenden Fluoreszenzlichts von dem

Referenz- bzw. Bezugslicht kann erfindungsgemif eine idente Wel-

- lenlédnge sowohl fir das Anregungslicht als auch fir das;Referenz-

licht eingesetzt werden, ergeben sich unmittelbar Vbrtq¢Qé bei der
Auswertung, da im Gegensatz zum bekannten Stand der. Technik far
das Referenzlicht keine unterschiedliche Wellenlange gegenﬂber dem
Anregungsllcht verwendet wird, um eine Beeinflussung der: Probe 2zu
vermeiden, so dqﬁ’auch entsprechend aufwendige Korrekturen, insbe-
sondere im Hinblick auf Umgebunggparameter, wie beisplelswelse
‘Temperatur der Probe, unter Berlicksichtung dexr unters¢h1edgashen

‘Wellenlangen entfallen kénnen. Mit dem erfindungsgemifien Verfahren

gelingt somit eine vereinfachte Auswertung 1nsbesonderg dahinge~
£ 7
hend, dﬁffsowohl f£ir das Anregungslicht als auch fiir das Referenz-

licht eine gleiche Wellenlédnge verwendet werden kann. Bei den zu

kompensierenden Umgebungseinfliissen handelt es sich beiépielsweise

um Anderungen, welche aufgrund von Temperaturénderungenfbder durch
Toleranzen der jeweiligen Bauteile entstehen, Erfindungsgemis
kdnnen somit baugleiche Lichtquellen f£ir -Anrégung und

Referenzierung verwendet werden, was eine Vérbegsérung der

Referenzierung ermdglicht, . da beide identische

elektrische Eigenschaften aufweisen.

Flir eine konstruktiv einfache Trennung’ggr<optisg
erfindungsgemdf bevorzugt vorgeschlagen, dag die TX¢ der op-

tischen Wege durch ein optisches Filter vorgenommen




|

Fir eine besonders =zuverldssige Trennung der optische Wege
flir das Anregungslicht als auch das Referenzlicht wird gemif einer
weiters bevorzugten Ausfiihrungsform vorgeschlagen, daﬁ’das Refe-
renzlicht durch einen Lichtwellenleiter dem Empfinger zugefithrt
wird, wobei durch Einsatz e%zss derartigen Lichtwellenleiters si-
chergestellt werden kann, daf auch keinerlei Streulicht des Refe-
renzlichts gegebenenfalls in die Probe eintritt und somit diese
beeinf lu?‘l:. : |

Wie oben bereits angefilhrt, ist ein wesentlichen Merkmal der
vorliegenden Erfindung, dq&rsowohl das Anregungslicht als auch das

Referenzlicht gleiche Wellenladngen aufweisen, da erfindungsgemaf

. eine entsprechende Trennung der optischen Wege vorgeschlagen wird.

Zur Erzielung einer derartigen gleichen Wellenldnge wird gemdf
einer weiters bevorzugten Ausfihrungsform erfindungsgemidff vorge-

“ .
schlagen, daf das Referenzlicht von einer zur Bereitstellung des

. Anrequngslichts identen, getrennten Lichtquelle zur Verfligung ge-

stellt wird.
Zur besonders zuverldssigen Ansteuerung und zur Vereinfachung

der nachfolgenden Auswertung insbesondere im Hinblick auf eine

‘Phasenverschiebung wird gemaR einer weiters bevorzugten Ausfih-

rungsform vorgeschlagen, d@ﬁrdie Anregungslichtguelle und die Re-
ferenzlichtgquelle von einem gemeinsamen Modulator angetrieben wer-
den. | ‘

Anstelle der Verwendung von zwei im wesentlichen identen-
Lichtquellen zur Bereitstellung des Anregungslichts als auch des

Referenzlichts wird gemd@R einer alternativen Ausflihrungsform er-

'findungsgeméﬁ_bevorzugt vorgeschlagen, daf das von der Lichtquelle

zur Aussendung von Anregungslicht ausgesandte Licht zwischen dem

optischen Weg zum Durchtritt durch die Probe und dem getrennten

- optischen Weg des Referenzlichts umgeschaltet wird. Es kann bei

einer derartigen Ausflthrungsform somit mit einer einzigen Licht-
quelle das Auslangen gefunden werden, wobei eine Umschaltung zwi-
schen den optischen Wegen fir das Anregungslic%} als auch das Re-

ferenzlicht vorgenommen wird. Die Auswertung la#t sich hiebei da-




durch vereinfachen, dqﬁfdie Lichtgquelle, welche sowohl das Anre-
gungslicht als auch das Referenzlicht zur Verfligung stellt, ident
ist, so d@ﬂ auch der konstruktive Aufwand insbesondere unter Ver-
zicht auf einen beispielsweise gemeinsamen Modulator oder eine
aufwendigere Treiberschaltung fir die Lichtquelle reduziert werden
kann, da ein tiblicherweise einfacher Umschalter ausreichend ist.

Wie oben bereits angedeutet, ist das Verhiltnis von Fluores-
zenzlicht zu Anregqungslicht klein und es ist fiir eine entsprechen-
de Auswertung eine an die Detektion im Empfinger anschliefende an
sich bekannte Verstdrkungs- und Signalverarbeitung erforderlich,'
wobel in diesem Zusammenhang gemiaf einer weiters bevorzugten Aus-
fihrungsform vorgeschlagen wird, dqz in an sich bekannter Weise
die vom Empfanger ausgegebenen Mqﬁglgnale in einem Verstdrker ver-
. starkt und nachfolgend in einer Signalverarbeitungseinheit verar-
beitet und gegebenenfalls dargestellt werden.
| Zur LOsung der eingangs genannten Aufgaben ist darltiber hinaus
eine Vorrichtung der eingangs genannten Art im wesentlichen da-
durch gekennzeichnet, dgg’der optische Weg des in die Probe ein-
tretenden Anregungslichts und die Probe verlassenden Fluoreszenz-
"lichts von dem optischen Weg des eine gleiche Wellenldnge wie das
Anregungslicht aufweisende Referenzlichts zwischen Lichtquelle und
Empfanger getrennt ist. Wie oben bereits ausgefihrt, wird es durch
Bereitstellung getrennter optischer Wege sowohl fiir das Anrequngs-
licht als auch das daraus nach Durchtritt durch die Probe resul-
tierende Fluoreszenzlicht und das_Referenz- bzw. Bezugslicht mdg-
lich, eine gleiche Wellenldnge sowohl fir das Anregungslicht als
auch das Fluoreszenzlicht einzusetzen, so dq% ein entsprechender
Auswerteaufwand insbesondere vereinfacht bzw. reduziert werden
kann.

Fur eine einfache und zuverlidssige Trennung wird vorgeschla-
gen, dqﬁ zur Trennung der optischen Wege ein optisches Filter ein-
gesetzt ist, wie dies einer bevorzugten Ausfilhrungsform der erfln-

dungsgeméfen Verrichtung entsprlcht




Zur Bereitstellung von einer gleichen Wellenliinge sowohl fir
das Referenzlicht als auch das Anregungslicht ist gemdB einer wei-
ters bevorzugten Ausfiihrungsform vorgesehen, da,'g' zwel idente und
getrennte Lichtquellen zur Erzeugung des Lichts zur Bestrahlung

der Prcbe zur Anregung von Fluoreszenz und zur Erzeugung des Refe-

‘renzlichts vorgesehen sind.

Fir eine zuverldssige und einfache Ansteuerung dieser zwei
identen Lichtquellen zur Bereitstellung einer jeweils gleichen
Wellenlédnge sowohl f£ir das Anregungslicht als auch das Fluores-
zenzlicht wird dartiber hinaus bevorzugt vorgeschlagen, daﬁlein ge-
meinsamer Frequenzmodulator fir die zwei Lichtquellen vorgesehen
ist.

Wie oben ebenfalls bereits ausgefiihrt, kann anstelle der Be-
reitstellung von zwei identen Lichtgquellen mit einer Lichtquelle
und einer Umschalteinrichtung das Auslangen gefunden werden, wobei
sich in diesem Fall die Iiachfolgende Auswertung weiter vereinfa-

1.
chen bzw. reduzieren 14%t, wobei in diesem Zusammenhang gemif
s

- einer weiters bevorzugten Ausfihrungsform vorgeschlagen wird, daf

eine Lichtquelle vorgesehen ist, welcher eine Umschalteinrichtung
zur Zufuhr des von der Lichtquelle ausgesandten Lichts zur Probe
und alternativ in den optischen Weg des Referenzlichts nachge-
schaltet ist, wodurch eine Reduzierung des elektronischen Aufwands
méglich ist. '

Flr eine besonderes zuverldssige raumliche Trennung der opti-
schen Wege von Referenzlicht und Anregungslicht wird gemiRf einer
weiters bevorzugten Ausfihrungsform vorgeschlagen, daﬁ- far die Zu-
fuhr des Referenzlichts zu dem Empfénger ein Lichtleiter, insbe-
sondere ein Faserkabe], vorgesehen ist.

Zur Erzielung entsprechend starker und aussagekraftiger Sig-
nale wird dartiber hinaus vorgeschlagen, dag in an sich bekannter
Weise dem Empfanger ein Verstérker und eine Auswerte- bzw. Verar-
beitungseinheit sowie gegebenenfalls eine Anzeigeeinheit nachge-

schaltet ist, wie dies einer weiters bevorzugten Ausfihrungsform

der erfindungsgemdfen Vorrichtung entspricht.




Zur Bereitstellung von zuverlassigen Lichtquellen, welche
auch entsprechend kostenglnstig herstellbar und miteinander ab-
gleichbar sind, wird gemdff einer weiters bevorzugten Ausfiihrungs-
form vorgeschlagen, dgﬁf die Lichtquelle bzw, Lichtquellen von
einer LED gebildet ist bzw. sind.

Eine bevorzugte Verwendung des erfindungsgemdfen Verfahrens
und/oder der erfindungsgemifien Vorrichtung erfolgt hiebei in einem
Bioreaktor, in der chemischen und/oder biochemischen Analytik oder
in der medizinischen Diagnostik.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von in der Zeichnung
dargestellten Ausfﬁhrungsbeispieien ndher erlautert. In dieser
zeigen:

Fig. 1 eine schematische Darstellung einer Vorrichtung zur
Bestimmung der Fluoreszenz einer Probe zur Durchfllhrung eines
entsprechenden Verfahrens gemdf dem Stand der Technik;

Fig. 2 in einer zu Fig. 1 &hnlichen Darstellung eine erste
Ausflihrungsform einer erfindungsgemifen Vorrichtung zur Bestimmung
der Fluoreszenz einer Probe zur Durchffihrung des erfindungsgemafien
Verfahrens; .

Fig., 3 einen schematischen, konstruktiven Aufbau einer erfin-
- dungsgemdfien Vorrichtung unter Verwendung von 2zwel getrennten
Lichtguellen;

Fig. 4 eine abgewandelte Ausflhrungsform einer erfindungsge-
mifken Vorrichtung unter Verwendung von zwei getrennten Lichtguel-
len;

Fig. 5 eine weitere abgewandelte Ausfihrungsform einer
erfindungsgemaffien Vorrichtung unter Verwendung von zwel getrennten
_Lichtquellen;

Fig. 6 in einer zu Fig. 2 dhnlichen Darstellung eine abgewan-
delte Ausflhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung unter Ver-
wendung einer gemeinsamen Lichtquélle fir das Anregungslicht und

das Referenzlicht sowie eines Umschalters; und




Fig. 7 eine schematische Darstellung &hnlich den Fig. 4 und 5
einer Ausfihrungsform einer erfindungsgemifen Vorrichtung unter
Verwendung einer gemeinsamen Lichtquellen und eines Umschalters.

Eine Ausfihrungsform gemaf dem Stand der Technik, wobei so-
wohl das Anregungslicht als auch dag Referenzlicht durch die Probe
40 hindurchgeleitet wird, ist in Fig. 1 dargestellt. Es wird mit
einem Frequenzmodulator 10 ein sinunsférmiges Modulationssignal -
mit der Frequenz f£0 I} generiert, welches entweder eine Anregqungs-
lichtquelle 21 oder eine Referenzlichtquelle 31 versorgt. Beide
Lichtquellen 21, 31 sind in eine optische Zelle in der Weise inte-
griert, dé‘ durch optische Filter 22, 23 und geeignete gecometri-
sche Anordnung das Anregungslicht 25 in hohem MaBe daran gehindert
wird, zum optischen Empfanger 24 zu gelangen, wobei die Probe 40
mdglichst gut mit dem gefilterten Anrequngslicht 26 ahgeregt wird.
Des weliteren ist der optische Fllter 23 in einer Weise ausgewahlt,
dqﬁ'das Fluoreszen711cht 27 méglichst ungehindert zum Detektor ge-
langt. Im Fall einer Referenzmessung gelangt das Referenzlicht 32
durch den optischen Filter 23 zum Detektor, wobei darauf zu achten

s
ist, daff dieses keine Fluoreszenz in der Probe. 40 verursacht. Der

. optische Filter 23 hat somit die Aufgabe, einerseits das Fluores-

zenzlicht 27 so gut wie méglich vom Anregungslicht 26 zu trennen
und andererseits das eine unterschiedliche Wellenlénge aufweisende
Referenzlicht 32 mdglichst ungehindert passieren zu lassen. In je-
dem Fall erfolgt im optischen Empfinger 24 die Umwandlung des ein-
gelangenden Lichts in ein elektrisches Még;ignal 14, welches in
einem Verstdrker 11 in dexr Weise verdndert wird, dé;?das verstark-
te elektrische h&rsignal 15 zur Verarbeitung in einer elektroni-
schen Signalverarbeitung 12 geeignet ist und daraus gemeinsam mit
dem elektrischen Referenzsignal 16 Fluoreszenzdaten 17 generiert
werden kdnnen. |
Eine derartige Referenzierungsmethode basiert zum einen auf
der Trennung von optischem Anregungssignal 26 und Fluoreszenzsig-
nal 27 durch den optischen Filter 23 von dem Detektor 24 und zum

zweiten auf einer méglichst guten Anpassung der Referenzlichtquel-




le 31 an die Anregungslichtquelle 21 hinsichtlich elektrischer
Eigenschaften und Temperaturverhalten, wobei eine geeignete geome-
trische Anordnung der optischen Komponenten gegeben sein mty'b'ff

In Fig. 1 ist der Teilbereich der Prob}a; in welchem durch das
Anregungslicht eine Anregqung erfolgt, so da}ﬂ in weiterer Folge das
Fluoreszenzlicht 28 austritt, durch einen schraffierten Bereich
40' angedeutet.

Bei dieser bekannten Ausfihrungsform gemif dem Stand der
Technik ist insbesondere die Tatsache nachteilig, daﬁ‘ Anregungs-
licht der Lichtquelle 21 als auch das Referenz- bzw. Bezugslicht
der Lichtquelle 31 unterschiedliche Wellenlangen aufweisen, so dajss
zmusatzliche Kompensationen zur Beriicksichtigungen von Umgebungs -
bzw. Unwelteinfllissen, beispielsweise Temperatur  bei den
unterschiedlichen Wellenldngen des Anregungslichts 25 als auch des
Referenzlichts 32 erforderlich sind. Hiebei kann beispielsweise
‘eine rote und eine grine LED als Lichtquelle 21 bzw. 31 eingesetzt
werden. Da Signal und Referenz unterschiedliche LEDs 21 bzw. 31 im
Sinne der Lichtemission sind, ergeben sich physikalisch auch
andere elektrische Eigenschaften, wie beispielsweise Junction
Kapazitat, Temperaturverhalten, etc., wodurch die Qualitdt der
Referenzierung vermindert wird.

Bei der erfindungsgemifien Ausflihrungsform gemiff Fig. 2 sind
die Bezugszeichen fir gleiche Bauteile der Ausfihrungsform gemif
Fig. 1 beigehalten worden. Es ist insbesondere ersichtlich, da@ss
das durch die Lichtquelle 21 bereitgestellte Anregungslicht 25,
Meleheg in weiterer Folge, wie bel der Ausfihrungsform gem3f Fig.
1 J durch den Filter 22 und durch die Probe 40 hindurchtritt, in
welcher eine Anregung erfolgt, wonach das Fluoreszenzlicht 27 aus-
tritt und in den Filter 23 gelangt, worauf es wiederum als gefil-
tertes Fluoreszenzlicht 28 dem Detektor bzw. optischen Empfanger
24 zugefihrt wird.

Die Trennung zwischen dem Anregungslicht 25 bzw. dem nach
Durchtritt durch die Probe resultierenden Fluoreszenzlicht 27 bzw.
28 von dem Referenzlicht 32 erfolgt dadurch, daf der Filter 23 zu




einer raumlichen Trennung der Lichtwege 25, 27 und 28 bzw. 32 aus-
gestaltet ist. Es ist hiebei wvorgesehen, dqé’es zu keinen Refle-
xionen des Referenzlichts jg'zur Probe 40 kommen kann, wodurch
diese wiederum angeregt und Fluoreszenzlicht 27 emittieren wiirde.’
Die Gestaltung des optischen Filters 23 mﬁﬁ’eine Transmission von
Referenzlicht 32 zur Probe verhindern, eine Transmission des Anre-
gungslichts 26 zum optischen Empfanger 24 verhindern, jedoch eine
Transmission des Fluoreszenzlichts 27 zum optischen Empfénger 24
in hohem Mafe erlauben.

Die Auswertung der im optischen Empfénger bzw. Detektor 24
aufgenommenen Signale erfolgt wie bei der Ausfithrung gemif dem
Stand der Technik in Fig. 1 durch den nachgeschalteten Verstarker
11, die elektronische 8Signalverarbeitungseinheit 12 sowie eine
- mbgliche Anzeige von Daten, welche wiederum mit 17 angedeutet ist.

Der Vorteil der Ausfﬁhrungsform gemd Fig. 2 durch Bereit-

stg}lung der Trennung der optischen Wege liegt vor allem darin,
: dqg;zwei idente Lichtquellen 21 upd 31 verwendet werden kénnen, so
.d@ﬁ eine Referenzierung bzw. Auswertung vereinfacht ist oder ge-
gentber dem Stand der Technik gemidf Fig. 1 genauer bzw. praziser
durchgefihrt werden kann, da zusitzliche Einflisse durch die Ver-
wendungg%#ei unterschiedlichen Lichtguellen mit unterschiedlicher
Wellenlinge gemdf dem Stand der Technik und die daraus resultie-
renden, gegebenenfalls zusadtzlich erforderlichen Kompensationen
vermieden werden kénnen.

Bei der in Fig. 3 dargestellten Ausfihrungsform, welche auf
dem schematischen Diagramm von Fig. 2 basiert, ist ersichtlich,
dqﬁrdie beispielsweise von einer LED gebildete Lichtquelle 21 ihr
Liéht auf ein Prisma 41 lenkt, wobei dem Prisma 41 eine nicht ni-
her dargestellte Probe nachgeschaltet ist,

Demgegentiber wird Licht von der Lichtquelle 31 zur Bereit-
stellung des Referenz- bzw. Bezugslichts Uber ein Faserkabel 42
einem von einer Glasplatte gebildeten Element 43 zugefithrt, wel-
ches von dem Prisma 41 durch das wiederum mit 23 bezeichnete Fil-

ter zur Trennung der optischen Wege zwischen Signallicht und Refe-




renzlicht zwischengeschaltet ist, wobei das durch das Faserkabel
42 zugeflhrte Referenzlicht direkt dem Detektor bzw. optischen
Empfanger 24 zugefidhrt wird, wobei ein Vorverstédrker, welcher
nachgeschaltet ist, wiederum mit 11 angedeutet ist.

Bei einer abgewandelten Ausfithrungsform gemif Fig. 4 ist er-
sichtlich,Aqu von der wiederum mit 21 bezeichneten Lichtquelle
bereitgestelltes Anrégungslicht, welches mnach Durchtritt durch
einé sogenannte Grin-Linse 44 das BAnregungsfilter 22 passiert,
durch einen dichroitischen Filter“45 hindurchtritt und nach Durch-
tritt durch eine weitere Grin-Linse 46 einer schematisch mit 47

angedeuteten sensitiven Schicht bzw. zu untersuchenden Probe zZuge-

 fihrt wird. Das von der Probe 47 ausgesandte Fluoreszenzlicht wird

Uber den dichroitischen Filter 45 nach Durchtritt durch ein wiede-

rum mit 23 bezeichnetes Emissionsfilter dem Photodetektor bzw. op-

tischen Empfanger 24 zugefihrt.

Im Gegensatz dazu erfolgt die Zufuhr von von der Lichtguelle
31 bereitgestelltem Referenzlicht unmittelbar zu dem Photodetektor -
24, wobei zur Trennung der optischen Wege wiederum der Filter 23
verwendet wird.

In Fig. S5 ist eine weitere abgewandelte Ausfiihrungsform unter
Verwendung von zwei identen Lichtquellen 21 und 31 angedeutet, wo-
bei die Lichtquelle 31 zur Bereitstellung des Referenzlichts iiber
einen Lichtwellenleiter 48 unmittelbar mit dem wiederum mit 24
bezeichneten optischen Empfinger bzw. Detektor gekoppelt ist.

Demgegeniber wird von der Anregungslichtquelle 21 bereitge-
stelltes Licht nach Passieren des Filters 22 ebenfalls {iber einen
Lichtwellenleiter 49 und schematisch angedeutete Kopplungen 50 in
weiterer Folge tliber einen weiteren Lichtwellenleiter 51 der zu
tiberprifenden Probe 52, beispielsweise einer O,-sensitiven Schicht
zugefiihrt. Uber die Lichtwellenleiter 51 sowie 53 erfolgt eine Zu-
fuhr des Fluoreszenzlichts nach einem Passieien des Emissionsfil-
ters 23 wiederum zu dem Detektor bzw. optischen Empféinger 24.

In Fig. 6 ist eine abgewandelte Ausfihrungsform dargestellt,

wobei lediglich eine einzige, wiederum mit 21 bezeichnete Licht-




quelle verwendet wird, von welcher mit 25 bezeichnetes Licht eine
Umschalteinrichtung bzw. einem Umschalter 33 zugefithrt wird. In
diesem Umschalter erfolgt entweder eine Weiterleitung des von der
Lichtguelle 21 bereitgestellten Anregungslichts zu dem Filter 22
und in weiterer Folge in die Probe 40, aus welcher Fluoreszenz-
‘licht 27 austritt, welches nach einem Passieren des Filters 23 als
Fluoreszenzlicht 28 dem wiederum mit 24 bezeichneten optischen
Empfanger bzw. Fotodetektor zur weiteren Verarbeitung zugefihrt
wird.

Wie in Fig. 6 durch den Doppelpfeil 55 angedeutet, erfolgt in
der Umschalteinrichtung 33 eine Umschaltung zwischen dem Lichtweg
des Anregtingslichts 25 durch die Probe 40 und einem wiederum mit
32 bezeichneten Pfad des Referenzlichts, welches direkt dem opti-
schen Empfanger bzw. Fotodetektor 24 zugefiihrt wird. 7

Die Kopplung mit einer nich_t ndher dargestellten Treiber-
schaltung bzw. einem Freguenzmodulator igt in Fig. 6 wiederum 13
bezeichnet. ' o

Der Vorteil dieser Ausfihrungsform liegt vor allem darin, daf
mit lediglich einer einzigen Lichtquelle 21 das Auslangen gefunden
werden kann, so d Z auch nur eine Treiberschaltung erforderlich
ist. Es ergibt sich somit eine Verringerung des Aufwands durch -
Entfallen der getrennten Referenzlichtquelle, so dafg eine prazise-
re bzw. genauere Auswertung insbesondere durch eine Eliminierung
von gegebenenfalls bestehenden Bauteilunterschieden identer_Licht—
quellen, wie sie in Fig. 2 beispielsweise mit 21 und 31 bezeichnet
sind, erzielbar ist. Diese Erhohung der Genauigkeit Uberwiegt in
-den méisten Fallen den durch Vorsehen der Umschalteinrichtung bzw.
des Umschalters 33 bedingten zusi&tzlichen Aufwand. P

In der Darstellung gemaf Fig. 7 ist ersichtlich, ng nach
Passieren eines Anregungsfilters 22 der Lichtstrahl der Umschalt-
einrichtung bzw. dem Umschalter 33 zur Verfligung gestellt wird,
wobei das Licht auf dem optischen Pfad 32 des Referenzlichts wie-
derum unmittelbar dem Detektor bzw. optischen Empfanger 24 zuge-

fuhrt wird.




Demgegeniiber erfolgt nach einem Durchtritt durch einen wiede-
rum mit 45 bezeichneten dichroitischen Filter eine Zufuhr des An-
regungslichts zu einer &hnlich wie bei der Ausfithrungsform gemaR
Fig. 4 wiederum mit 47 bezeichneten sensitiven Schicht. Das darin
gebildete Fluoreszenzlicht wird neuerlich nach Passieren des di-
chroitischen Filters 45 und des Emissionsfilters 23 ebenfalls dem
Photodetektor bzw. optischen Empfanger 24 zugeflhrt.

| Eg ist hiebei ersichtlich, d@éyinsbesondere durch Bereitstel-
lung lediglich einer einzigen Lichtquelle 21 der konstruktive Auf-
wand bei Erzielung einer héheren Auswertegenauigkeit verringert
werden kann.

Eine bevorzugte Anwendung der in Fig. 2 bis 7 dargestellten
Ausfihrungsformen erfolgt beispielsweise in einem Bioreaktor, in
einer chemischen und/oder biochemischen Analytik oder in der medi-

zinischen Diagnostik. -




Patentanspzridche: 7§
/

1. Verfahren zur Bestimmung der Fluoreszenz einer Probe, wo-
bei Adie Probe mit einem Licht einer Welle’ﬁlé.,ngeu bestrahlt wird,
welche zur Anregung von Fluoreszenzlicht in der Probe geeignet
ist, und das von der Probe emittierte Fluoreszenzlicht in einem
Empfanger empfangen wird und in ein Mggs.cignal umgewandelt wird,
wobei dem Empfanger 2zusdtzlich ein Referenzlicht insbesondere zur
Kompengierung von Umgebungseinflissen zugefthrt und ebenfalls in
ein Referenz-Me,é;ignal umgewandelt wird, dadurch gekennzeichnet,
dale der optische Weg des in die Probe eintretenden Anregungslichts
und die Probe verlassenden Fluoreszenzlichts von dem optischen Weg
des eine gleiche Wellenldnge wie das Anregungslicht aufweisende
Referenzlichts zwischen Lichtquellen und Empfénger getrennt w1rd

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daZ die
Trennung der optischen Wege durch ein optisches Filter vorgenommen
wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,

5 das Referenzlicht durch einen Lichtwellenleiter dem Empfinger
- zugefidhrt wird.

4, Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeich-
net, daf das Referenzlicht von einer zur Bereitstellung des Anre-
gungslichts identen, getrennten Lichtquelle zur Verfliigung gestellt
wird. P
5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daf die
. Anregungslichtquelle und die Referenzlichtquelle von einem gemein-
samen Modulator angetrieben werden.

6. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeich-
net, dafg das von der Lichtquelle zur Aussendung von Anrequngslicht
ausgesandte Licht zwischen dem optigchen Weg zum Durchtritt durch
die Probe und dem getrennten optischen Weg des Referenzlichts um-
geschaltet wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch ge-

o s, .
" kennzeichnet, daﬁ' in an sich bekannter Weise die vom Empfénger
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ausgegebenen Mgﬂbignale in einem Verstarker verstarkt und nachfol-

gend in einer Signalverarbeitungseinheit verarbeitet und gegebe-
nenfalls dargestellt werden. -

8. Vorrichtung zur Bestimmung der Fluoreszenz einer Probe,
unfassend eine Lichtquelle zur Aussendung eines Lichts einer Wel-
lenlange, welche zur Anregung von Fluoreszenzlicht in der Probe
geeignet ist, und einen Empfanger, welcher das von der Probe emit-
tierte Fluoreszenzlicht empfangt und in ein Méﬁgignal umwandelt,
wobei dem Empfanger zusdtzlich ein Referenzlicht insbesondere zur
Kompensierung vag Umgebungseinflissen zuflthrbar und von diesem in
ein Referenz-Mefsignal umwandelbar ist, dadurch gekennzeichnet,
daf der optische Weg des in die Probe (40; 47) eintretenden Anre-
gungslichts (25} und die Probe verlassenden Fluoreszenzlichts ({27!
28) von dem optischen Weg (32) des eine gleiche Wellenlinge wie
das Anregungslicht aufweisende Referenzlichts zwischen Lichtquelle
(21, 31) und Empfanger (24) getremnnt ist.

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daz
zur Trennung der optischen Wege (25, 27, 28; 32) ein optlsches
Filter (23} eingesetzt ist.

10}‘Yorrichtung nach Anspruch 8 oder 39, dadurch gekennzeich-
net, daﬂ zwel idente und getrennte Lichtquellen (217 31} zur Er-
zeugung des Lichts zur Bestrahlung der Probe (40) zur Anregung ven
Fluoreszenz und zur Erzeugung des Referenzlichts vorgesehen 51nd

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, qu
ein gemeinsamer Frequenzmodulator (10) f£ir die zwei Lichtquellen
(21; 31) vorgesehen ist.

12. Vorrlchtung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeich-
net, diﬁ elné”ﬁlchtquelle (21) vorgesehen ist, welcher eine Um-
schalteinrichtung (33} 2zur Zufuhr des von der Lichtquelle (21)
ausgesandten Lichts zur Probe (40)'und alternativ in den optischen
Weg des Referenzlichts (32) nachgeschaltet ist.

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, dg’j‘{ flir die Zufuhr des Referenzlichts zu dem Emp-
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finger ein Lichtleiter (42 48), insbesondere ein Faserkabe;,vor—
gesehen ist.

' 14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 8 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dqﬁvin an sich bekannter Weise dem Empfanger (24)
ein Verstarker (11) und eine Auswerte- bzw, Verarbeitungseinheit
(12) sowie gegebenenfalls eine Anzeigeeinheit (17) nachgeschaltet
ist.

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 8 bis 14, dadurch
gekennzeichnet, dégfdie Lichtquelle bzw. Lichtgquellen (21; 31) von
einer LED gebildet ist bzw. sind.

16. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 1
bis 7 und/oder einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 8 bis 15

in einem Bioreaktor, in der chemischen und/oder biochemigchen Ana-

1lytik oder in der medizinischen Diagnostik.

Wien, 16. Dezember 2005 Joanne Research
: ' Forsc gsgesellschaft mbH
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