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Technologia pojedynczo, podwojnie i potrojnie luminoforo-
wych sensoréw luminescencyjnych (2): Metody kalibracji
i separacji sygnalow

Streszczenie

W przegladzie zaprezentowano charakterystyke powszechnie stosowanych metod kali-
bracji wspotczesnych pojedynczo, podwojnie i potrojnie luminoforowych sensorow lu-
minescencyjnych. Oméwiono rowniez glowne metody separacji sygnalow wspotczes-
nych podwdjnie i potrdjnie luminoforowych sensorow luminescencyjnych.
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Wykaz stosowanych skrétow, akronimow i symboli

Ay, A, ...  —przedzialy czasu (ang. time gates)

CCD —matryca CCD (ang. charge-coupled device); mikrouktad detekcyjny

CMOS —matryca CMOS (ang. complementary metal oxide semiconductor); mikro-
uktad detekcyjny

4P — przesunigcie fazy

DLD —podwojne okre$lanie czasu zycia (ang. dual lifetime determination)

DL-P — farba podwojnie luminoforowa (ang. dual luminophore paint)

DL-PSP — farba podwojnie luminoforowa czuta na ci$nienie (tlen) i temperaturg (ang.

dual luminophore pressure sensitive paint) lub farba podwojnie luminofo-
rowa czula na ci$nienie (tlen)

DLR — poréwnywanie stosunku faz (ang. dual lifetime referencing)
FLIM — obrazowanie czasem zycia fluorescencji (ang. fluorescence lifetime ima-
ging)

FOVEON X3 - typ matrycy CMOS; mikrouktad detekcyjny
| — intensywno$¢ luminescencji

|t — intensywno$¢ luminescencji w warunkach odniesienia

Lyef — luminofor odniesienia

Lsens — luminofor czuly na mierzony parametr

ML —kompleks metal-ligand

p — cis$nienie

Pos Pres — ci$nienie w warunkach odniesienia

PDR —stosunek faz (ang. phase delay rationing)

PSL — luminofor czuly na ci$nienie (tlen) (ang. pressure sensitive luminophore)

PSP — farba czuta na ci$nienie (tlen) (ang. pressure sensitive paint)

r — stosunek Seens/Srer Przy podmuchu powietrza

r’ —stosunek r/rg

ro, Fref —stosunek Seens/Sres W Warunkach odniesienia

Ri2; Ris —stosunki intensywnos$ci poszczegdlnych przedziatow czasu

RGB —czerwony, zielony, niebieski (ang. red, green, blue); model przestrzeni
barw

RLD —szybkie okre$lanie czasu zycia (ang. rapid lifetime determination)

Sref — sygnat optyczny (luminescencja) luminoforu odniesienia

Ssens — sygnat optyczny (luminescencja) luminoforu czutego na mierzony parametr

T — czas zycia luminescencji (ang. luminescence lifetime)

t —Czas

T —temperatura

To, Tret —temperatura w warunkach odniesienia

TSL — luminofor czuly na temperaturg (ang. temperature sensitive luminophore)

TSP — farba czuta na temperaturg (ang. temperature sensitive paint)
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Wprowadzenie

Sensory luminescencyjne nazywane sg czgsto farbami. Nazwa ,,farba” pochodzi od
sposobu nanoszenia sensora na powierzchni¢ badanego modelu w postaci cienkiej warstwy
poprzez malowanie lub rozpylanie. Sensory luminescencyjne sktadaja si¢ gtownie z dwoch
elementow: (i) luminoforéw wykazujacych zmienno§¢ wiasciwosci luminescencyjnych pod
wplywem okre$lonego parametru (np. ci$nienia, st¢zenia tlenu, temFeratuw) oraz (ii) mat-
rycy (zazwyczaj polimerowej), do ktorej wprowadza si¢ luminofory.!"

Jak juz wspominano w czg$ci pierwszej ,,Technologii...”, istnieja m.in. réznego
typu (i) farby czule na cisnienie (ang. pressure sensitive paint — PSP) zawierajace lumino-
fory czule na ci$nienie (ang. pressure sensitive luminophore — PSL), (ii) farby czute na
temperaturg¢ (ang. temperature sensitive paint — TSP) zawierajace luminofory czule na
temperaturg (ang. temperature sensitive luminophore — TSL) oraz (iii) farby wielolumino-
forowe, ktore w zaleznos$ci od posiadanych rodzajow luminoforow, sa czule na kilka wy-
branych parametrow jednoczes$nie.

Wszystkie PSP sa w wigkszym lub mniejszym stopniu czute takze na temperaturg,
natomiast TSP na dziatanie tlenu (ci$nienia) (zaleznosc stezenia od cisnienia opisuje prawo
Henry’ego — Czgsé 1. ,,Technologii...”). Dodatkowo odpowiedZ optyczna obydwu typow
sensorow jest wrazliwa na kilka innych czynnikéw takich, jak fluktuacji promieniowania
wzbudzajacego 1 drobnych ruchéw modelu podczas przeprowadzania pomiardéw.
W zwiazku z tym, powstato wiele metod kalibracji odpowiedzi optycznej sensorow.

Prace nad nowymi metodami kalibracji PSP i TSP daty poczatek farbie podwojnie
luminoforowej czulej na ci$nienie (tlen) i temperature (ang. dual luminophore pressure
sensitive paint — DL-PSP).?®! Farba ta, oprocz mozliwosci okreslania w stosunkowo wy-
godny sposob wpltywu wyzej wymienionych czynnikow na prace zawartych w farbie lumi-
noforéw, oferuje obrazowanie dwoch parametrow jednoczesnie.”® W przypadku kazdego
rodzaju farb wieloluminoforowych bardzo wazne jest, aby przed kalibracja emisji uzy¢
skutecznej metody rozdziatu emisji farby. W ten sposob mozliwa jest doktadna kalibracja
pojedynczych sygnatéw (od kazdego rodzaju luminoforow farby) z osobna.

Niniejsza praca prezentuje charakterystyke powszechnie stosowanych metod ka-
libracji oraz gtéwne metody separacji sygnatéw wspotczesnych pojedynczo, podwdjnie
i potrdjnie luminoforowych sensorow luminescencyjnych. Czes$¢ pierwsza ,,Technologii...”
przedstawia charakterystyke, mechanizm dziatania oraz zastosowanie sensoréw lumines-
cencyjnych, do ktorych odnosza sie¢ prezentowane w niniejszej czesci drugiej metody kali-
bracji i separacji sygnatow. Zawartos¢ obydwu czeéci przedstawia zaledwie fragment in-
formacji dotyczacych ogromnego obszaru jaki stanowi technologia sensoréw lumines-
cencyjnych.

1. Pojedynczo luminoforowe sensory luminescencyjne
1.1. Kalibracja sensoréw czutych na tlen i ci$nienie
OdpowiedZ optyczna sensorow czutych na tlen i ci$nienie zalezy nie tylko od

wplywu temperatury, lecz takze od kilku innych czynnikéw. W niniejszym podrozdziale
przedstawiono metody kalibracji obejmujace wszystkie te czynniki.
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1.1.1. Kalibracja wzgledem wplywu temperatury

Wszystkie PSP sa w wigkszym lub mniejszym stopniu czute takze na temperaturg.
Dzieje sig tak z dwoch powodow: (i) termicznego wygaszania luminescencji PSP oraz (ii)
zaleznej od temperatury przepuszczalnosci tlenu; ten drugi powod dotyczy matrycy polime-
rowej. Podczas podmuchu powietrza, wraz z wzrostem ci$nienia na powierzchni modelu
wzrasta roéwniez temperatura. Zatem do obliczen barometrycznych informacja
o temperaturze jest niezbedna. W zwiazku z tym, dla pomiaréw ci$nienia tworzy si¢ wa-
runki odniesienia.!”? W tym celu PSP poddaje sig kalibracji polegajacej na odczycie lumine-
scencji PSP w kilku ustalonych temperaturach (Rys. 1).[®! Nastepnie przy uzyciu wlasciwej
kalibracji, obniza si¢ warto$ci otrzymane z pomiaréw barometrycznych.

Komora kalibracyjna PSP pozwala w spos6b prosty i wygodny okresla¢ zaleznosé
migdzy wplywem ci$nienia a wptywem temperatury na wtasciwosci luminescencyjne PSP
(Rys. 2). Maty ptat aluminium jest malowany farba czula na cisnienie. Nastgpnie alumi-
nium z PSP jest umieszczane na podstawce grzejnej wewnatrz komory cisnieniowej. Tem-
peratura i ci§nienie sa sterowane komputerowo. Zrédto wzbudzenia oswietla PSP, a detek-
tor rejestruje jej luminescencjg. Kalibracja rozpoczyna si¢ od rejestracji luminescencji PSP
w warunkach T =298 K i p = 14.696 psi (1 atm) stuzacych za warunki odniesienia. PdZniej
nastepuje odczyt luminescencji PSP w ustalonych warunkach T i p. Luminescencja PSP jest
rejestrowana poprzez stosunek intensywnosci luminescencji w warunkach odniesienia
(Iret (Trer, Prer)) do intensywnosci luminescencji w ustalonych warunkach (I(T, p)).”! Wyniki
kalibracji sa przedstawiane za pomoca funkcji:

I
ﬁ:f( P ) (Réwn. 1)
1 Pref
UF470 Pressure-Sensitive Paint gdzie p oznacza wartoSci cis-
15 T T nienia w ustalonych warunkach,

a Prer W Warunkach odniesienia.
Istnieje dogodniejsza
i Dbardziej] obiecujaca metoda
minimalizujaca wptyw temperatu-
ry na prace PSP. Metoda ta pole-
ga na wprowadzeniu luminoforu
czulego na temperatur¢ do matry-
cy zawierajacej luminofor czuly
na cisnienie, tworzac podwdjnie
T =208K e luminoforowy  sensor  lumines-
I e 208K cencyjny — DL-PSP (wiecej o tej
= 318K metodzie kalibracji — 2.1). Réw-
0.5 1 1.5  nie dobry efekt mozna otrzymac
P/P dodajac do matrycy z luminofo-
Rysunek 1. Przyktad kalibracji PSP poprzez odczyt jej M Czu_lym na ciSnienie lumm(?'
luminescencji w wybranych temperaturach. Wyniki kalibra- ~ for odniesienia, ktorego wiasci-
cji PSP przedstawiaja, ze PSL wykazuje stosunkowo dobra Wosci luminescencyjne sa nieza-
czuto$é na cisnienie (-5.5 %/psi) oraz stosunkowo niska lezne od mierzonego parametru —
czuto$¢ na temperature (-0.5 %/K).! farba podwojnie luminoforowa
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Rysunek 2. Uktad kalibracyjny dla sensoréw pojedynczo luminoforowych.

(ang. dual luminophore paint — DL-P) (wiecej o tej metodzie kalibracji — 2.2).

1.1.2. Kalibracja wzgledem pozostatych czynnikow

Praca PSP zalezy takze od (i) fluktuacji promieniowania wzbudzajacego, (ii) drob-
nych ruchow modelu pokrytego PSP podczas przeprowadzania pomiaru, (iii) stezenia PSL
(zbyt duze stezenie prowadzi do efektu samowygaszania[m]), (iv) grubosci warstwy PSP
oraz (v) czulosci detektora. Wptyw wymienionych czynnikow polega na fluktuacji inten-
sywnosci luminescencji PSL rejestrowanej przez detektor.

Fluktuacje promieniowania wzbudzajacego polegaja na braku réwnomiernego
o$wietlenia kazdego punktu powierzchni modelu pokrytego PSP. Przyczyna tego zjawiska
sa drobne zmiany intensywnosci promieniowania wzbudzajacego wychodzacego z lampy
lub (co jest bardziej powszechne) drobne ruchy modelu w obszarze oswietlenia podczas
pomiaru aerodynamicznego.

Bledy powstate wskutek nierownomiernego o$wietlenia sa wigksze przy mniej-
szych predkosciach podmuchu powietrza, poniewaz odchylenia ci$nienia wywieranego na
powierzchni¢ (< 1 psi) powoduja odchylenia czuto$ci luminescencji PSP na cis$nienie
(~1 %). W zwiazku z tym, fluktuacje promieniowania wzbudzajacego obnizaja jako$§¢
wynikéw pomiarow barometrycznych przeprowadzonych przy matych predkosciach. Na-
tomiast przy stosowaniu duzych predkosci podczas pomiaréw barometrycznych, btad do-
minujacy stanowia drobne ruchy modelu.
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W celu zminimalizowania wptywu obydwu bteddéw, oblicza sie stosunek inten-
sywnosci luminescencji w warunkach pomiarowych (przy podmuchu powietrza) (1) do
intensywnosci luminescencji w warunkach odniesienia (w warunkach bezwietrznych) (l ).
Opracowane wyniki przedstawia si¢ za pomoca funkcji podanej w Rownaniu 1. Wynale-
ziony zostal rowniez algorytm zaznaczajacy konkretne punkty na powierzchni modelu
w warunkach bezwietrznych i faczacy je z punktami w warunkach podmuchu powietrza.™!
Jednak obydwie metody wykazuja pewna niedoktadno$¢ w porownaniu z metoda dodania
luminoforu odniesienia do farby czulej na ci$nienie (wigcej o tej metodzie kalibracji
— 2.2).

1.2. Kalibracja sensorow czulych na temperature

Intensywno$¢ luminescencji TSP nie jest zalezna wylacznie od temperatury.
Oprocz czutosci pewnych TSP na tlen, praca wszystkich TSP zalezy takze od (i) fluktuacji
promieniowania wzbudzajacego, (ii) drobnych ruchéw modelu pokrytego TSP podczas
przeprowadzania pomiaru, (iii) stezenia TSL (podobnie jak w przypadku PSL moze dojs¢
do efektu samowygaszanial*?), (iv) grubosci warstwy TSP oraz (v) czulosci detektora.
Wptyw wymienionych czynnikéw polega na fluktuacji intensywno$ci luminescencji TSL
rejestrowanej przez detektor.

Podobnie jak w przypadku kalibracji PSP, zaré6wno fluktuacje promieniowania
wzbudzajacego, jak i drobne ruchy modelu podczas pomiaréw moga zosta¢ zminimalizo-
wane poprzez (i) obliczenie stosunku intensywnosci luminescencji w warunkach pomiaro-
wych do intensywnosci luminescencji w warunkach odniesienia, (ii) zastosowanie algoryt-

mu zaznaczajacego i faczacego
Temperature-Sensitive Paint konkretne punkty na po-
' wierzchni modelu w warun-
kach pomiarowych i warun-
kach odniesienia™ oraz (iii)
potaczenie TSL z luminoforem
1+ i odniesienia w wspolnej matry-
cy (wiecej o tej metodzie kali-
bracji — 2.2).

Pierwsza z trzech
przedstawionych wyzej moz-
0.5 liwych kalibracji TSP polega
na okresleniu zalezno$ci po-
migdzy temperatura a wiasci-

1.5

ref

I/l

Ing™ ek A UniT-01 wosciami  luminescencyjnymi

i 02 . .
) i ol TSP. Dokonuje si¢ tego po-
230 300 350 przez pomalowanie matego

T [K) ptata farba czula na temperatu-
Rysunek 3. Przyklad alibracji dwéch TSP poprzez odezytich 1% POcZym nastepuje poddanie
znormalizowanej luminescencji w temperaturze odniesienia. ~Pomalowanego plata na d?'f"
Farba UniT-02 wykazuje stosunkowo dobra czulo$¢ na tempe- tanie kﬂk}l temperatur, wsrod
rature (-1 %/K).1 ktorych jedna z temperatur
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(zazwyczaj T = 298 K) jest uznawana za warunki odniesienia. Podczas tej kalibracji, inten-
sywnosci luminescencji TSP przy kazdej z temperatur sg rejestrowane. Na koniec, odczyty
luminescencji sa normalizowane poprzez korekte tych wynikoéw wynikami pomiaréw tem-
peratury uznanych za warunki odniesienia (Ty) 1 przedstawiane sa za pomoca funkcji:

L =D (Réwn. 2)
Iref

Efekt opisywanej kalibracji przeprowadzonej na dwoch roéznych TSP prezentuje Rysu-
nek 3.0

2. Podwojnie luminoforowe sensory luminescencyjne

2.1. Kalibracja sensorow podwojnie luminoforowych czutych na odmienne para-
metry

Od czasu powstania DL-PSP czutej na ci$nienie (tlen) i temperatur¢, mozna
w sposoOb prosty okre$la¢ wptyw temperatury na wiasciwosci luminescencyjne PSL. Doko-
nuje si¢ tego w sposob podobny do kalibracji PSP wzgledem temperatury w komorze kali-
bracyjnej. Metoda ta umozliwia rowniez jednoczesna kalibracje wlasciwosci luminescen-
cyjnych PSL wzgledem TSL.

Maly ptat aluminium pokrywa si¢ DL-PSP i umieszcza si¢ go wewnatrz komory
kalibracyjnej. Nastepnie ustala si¢ wybrane warunki ci$nienia i temperatury wewnatrz ko-
mory (Rys. 4). Uktad kalibracyjny wyposazony jest ponadto w obracany bgbenek umozli-
wiajacy szybka zmiane filtru." Uzycie filtrow ma na celu separacje emisji poszczegdlnych
rodzajow luminoforéw wchodzacych w sklad kalibrowanej DL-PSP. Niekiedy uzycie fil-
trow optycznych w celu separacji emisji obydwu rodzajéw luminoforéw bywa niewystar-
czajace (wiecej o metodach rozdziatu sygnatéw — 2.3). Po wzbudzeniu DL-PSP, kalibracja
rozpoczyna si¢ od odczytu sygnatu PSL, a nastgpnie odczytu TSL w warunkach T =
=298 K i p = 14.696 psi (1 atm) stuzacych za warunki odniesienia. W dalszym etapie,
warto$ci T i p zmienia si¢ w szerokim zakresie skali. Po kazdej zmianie przeprowadza si¢
rejestracje emisji obydwu rodzajow luminoforow. Wyniki otrzymane z odczytow zostaja
opracowane za pomocg analogicznych rownan, jak w przypadku kalibracji DL-P zawieraja-
cych luminofor odniesienia (wiecej o tej metodzie kalibracji — 2.2). Na koniec opracowane
wyniki przedstawia si¢ za pomoca funkcji:

Dref = f (L) (Réwn. 3)
r Pref

gdzie p oznacza wartosci cisnienia w warunkach ustalonych, a p,es W warunkach odniesienia
(znaczenie pozostatych symboli — 2.2).
Za pomoca kalibracji DL-PSP przeprowadzonej w komorze kalibracyjnej, czuto§é

PSL na temperature zostata zmniejszona do -0.003 %/K (Rys. 5).1¥! Zatem, ta metoda kalib-
racji jest bardziej korzystna niz metoda kalibracji pojedynczej PSP przeprowadzonej w tej

! Chodzi o filtr optyczny i tylko o tego typu filtrach jest mowa w niniejszej pracy.
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Rysunek 4. Uktad kalibracyjny dla sensoréw wieloluminoforowych.

samej komorze kalibracyjnej, poniewaz czuto§¢ PSL na temperatur¢ w metodzie kalibracji
PSP zostata zmniejszona do -0.5 %/K.

2.2. Kalibracja sensoréw podwojnie luminoforowych czutych na ten sam parametr

Typ farby podwdjnie luminoforowej zawierajacej luminofor odniesienia jest sze-
roko stosowany ze wzgledu na mozliwo$¢ przeprowadzenia stosunkowo wygodnej, prostej
oraz wysoce skutecznej kalibracji PSP lub TSP. Co wigcej, kalibracja moze zostaé przep-
rowadzona zar6wno wzglgdem wptywu temperatury na pracg luminoforu, fluktuacji pro-
mieniowania wzbudzajacego, jak i drobnych ruchow modelu podczas pomiaréw. Kalibracjg
wzgledem wplywu temperatury na pracg¢ luminoforu prowadzi si¢ réwniez przy uzyciu
sensora zawierajacego jednoczesnie PSL i TSL — DL-PSP.

Luminescencja luminoforu odniesienia (L) wprowadzonego do matrycy zawiera-
jacej PSL lub TSL (luminofor czuly na mierzony parametr — L) jest niezalezna (lub bar-
dzo stabo zalezna) od mierzonego parametru. W zwiazku z tym, luminescencja L petni
tym samym rolg wzorca, korygujac odchylenia luminescencji Leens. Kalibracj¢ wykonuje sig
poprzez okreslenie stosunku (r) luminescencji Leens (Ssens) d0 luminescencji Lyes (Sres):

— Ssens(T.p) .
r(T,p) = Srer(T0) (Rown. 4)
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Rysunek 5. Przyktad kalibracji DL-PSP. Po kalibracji,
zawarty w DL-PSP luminofor PSL wykazuje stosunkowo
dobra czuto$¢ na cisnienie (-4.5 %/psi) oraz bardzo niska

czulo§é na temperature (-0.003 %/K).!
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Rysunek 6. Przyktad korzystnego wptywu kalibracji na
odpowiedz luminescencyjng sensora podwdjnie luminofo-
rowego pokrywajacego badana powierzchni¢. Zmodyfi-
kowano.

Stosunek ten zaklada,
ze iloraz Seens | Syer jest zalezny
od temperatury i cisnienia.
Oprocz tego, stosunek r jest
wprost proporcjonalny do ilora-
zu stezen odpowiadajacych im
luminoforow.

W teorii, stosunek S/
Sref powinien by¢ staty. Jednak
w praktyce tak nie jest. Nierow-
nomierno$¢  stosunku  Seens/Sret
jest spowodowana wplywem
temperatury na prace PSL
oraz fluktuacja promieniowania
wzbudzajacego 1 drobnymi ru-
chami modelu podczas pomia-
réw wplywajacymi na prac¢ PSL
i TSL. W celu zmniejszenia od-
chylenia wartoéci r (Rown. 4),
spowodowanego nieréwnomier-
nym stosunkiem Sgens/Sres, uzywa
si¢ stosunku 7

rl(T’p) _ To(To,po)

) (Réwn. 5)

gdzie r oznacza stosunek Sgens/
Sref Przy podmuchu powietrza,
a ry (rp) ten sam stosunek
w  warunkach bezwietrznych
(odniesienia).["**!

Proces kalibracji opisa-
ny w Roéwnaniu 5 odbywa sie
w dwoch etapach. W pierwszym
obliczane sa wartosci r oraz r.
W drugim, zobrazowane na
powierzchni modelu wartosci r
oraz ry naklada si¢ na siebie,
tworzac r’. Skutecznos¢ tej kali-
bracji przedstawia Rysunek 6
ukazujacy obraz przed kalibracja
i po Kkalibracji.’! Zaklécenia
powstale wskutek nieré6wno-
miernego  stosunku  Sgens/Sres
zostaly znacznie zmniejszone,
a tym samym Lg,s Wykazuje
nienaruszona czulo$¢ na cisnie-
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nie (tlen) lub temperatur¢ w zaleznoéci od rodzaju kalibrowanego sensora (charakterystyka
bardziej wyszukanych metod kalibracyjnych — 2.3).["**!

2.3. Metody separacji sygnatow pojedynczo i wieloluminoforowych sensoréw
opartych na czestotliwo$ciowej i czasowej metodzie rozdziatu (FLIM)

Istnieje wiele roznorodnych metod separacji sygnatéw DL-P i analizy sygnatow
PSP, TSP oraz DL-P. Tytulowa metoda stanowi jedna z najlepszych metod rozdziatu syg-
natéw warstw sensorowych w przypadkach, gdy uzycie filtrow optycznych nie przynosi
pozadanych rezultatdéw. W bezposrednim ttumaczeniu skrét FLIM oznacza obrazowanie
czasem zycia fluorescencji (ang. fluorescence lifetime imaging). Jednak metoda FLIM nie
oznacza obrazowania przy uzyciu czasu zycia luminescencji, poniewaz stanowiloby to
kosztowny i skomplikowany zabieg. Istota metody FLIM jest okreslanie czasu zycia lumi-
nescencji luminoforu za pomoca czestotliwo$ciowej (ang. frequency domain) lub czasowej
(ang. time domain) metody rozdziatu (Rys. 7).***! Zaleta obydwu postaci metody FLIM
jest brak wptywu na mierzony sygnat sygnatéw powstatych wskutek rozproszenia lub odbi-
cia. Metod¢ FLIM mozna stosowaé¢ w celu separacji Sygnatow zarowno pojedynczo, jak
i wieloluminoforowych sensorow luminescencyjnych.

A B

zrédto zrédto
1 wzbudzenia wzbudzenia
AD N1
‘v
© o
E s
=0 5
Q. (7] i
E c emisja
< emisja 9 luminoforu
luminoforu £
-14 E
0 90 180 270 360 Czas
@[]

Rysunek 7. Metoda FLIM bedaca w postaci (A): czgstotliwosciowej lub (B): czasowej metody roz-
dziatu. Zmodyfikowano.?%

W czestotliwosciowej metodzie rozdziatu luminofor jest wzbudzany przy pomocy
$wiatta zmodulowanego sinusoidalnie. Sygnat luminescencji wyprzedza sygnat wzbudzenia
0 warto$¢ przesunigcia fazy (4®). Ta warto$¢ jest zalezna od czasu zycia luminescencji
i jej okreslenie stanowi glowny cel pomiaru czgstotliwo$ciowej metody rozdziatu.

Czasowa metoda rozdzialu wymaga impulsu $wiatta wzbudzajacego zmodulowa-
nego w sposob standardowy (ang. square shaped). Metoda ta stanowi klasyczny pomiar
kinetyki luminescencji. Na poczatku odpowiedZ optyczna luminoforu wzrasta, po czym
maleje z pewnym opdznieniem zaleznym od czasu zycia luminescencji danego luminoforu.
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Na podstawie réznic warto$ci czasu zycia luminescencji (ang. luminescence lifetime — 1)
mozna dokonywa¢ rozdziatu emisji luminoforéw.

Czestotliwosciowa metoda rozdzialu moze zosta¢ skonwertowana na czasowa me-
todg rozdzialu (i na odwrdt) przy uzyciu transformacji Fouriera. Co cickawe, sprzet nie-
zbedny do pomiaréw czasu zycia luminescencji przy pomocy czasowej metody rozdziatu
jest tanszy, a jego konfiguracja jest mniej skomplikowana w poréwnaniu z czgstotliwos-
ciowa metoda rozdziatu. Dalsze podrozdzialy przedstawiaja charakterystyke metod naleza-
cych do rodziny czasowej metody rozdzialu znajdujacej zastosowanie zarowno dla poje-
dynczo jak i wieloluminoforowych sensorow luminescencyjnych (wiecej o innej metodzie
rozdziatu sygnatéow wieloluminoforowych sensoréw — 3.1).

2.3.1. Stosunek faz (PDR)

Metoda stosunku faz (PDR) (ang. phase delay rationing) polega na ustaleniu prze-
dzialow czasu (ang. time gate) odpowiedzialnych za rejestracje intensywno$ci luminescen-
cji. Ustala sie dwa przedzialy czasu. Pierwszy znajduje sie w fazie wzbudzenia luminoforu
(A,), a drugi w fazie emisji luminoforu (A,) (Rys. 8). Stosunek intensywno$ci sygnatow
z obydwu przedziatdéw czasu (A; i Ay) jest zalezny od czasu zycia luminescencji lu-
T 8 | 4 | minoforu. Tym samym, stosu-

nek ten stanowi skalibrowang

-1 1P odpowiedz luminescencyjna sen-

[} sora.?*# W zwiazku z tym,
metoda PDR moze stanowié

J reiestraciadetektora  jedna z metod kalibracyjnych

“ nieaktywne zrodio Sensorow. )
wzbudzenia W praktyce ustalanie
I aktywne Zrodio doktadnych warto$ci czasu zycia
wzbudzenia

luminescencji nie jest konieczne,
poniewaz metoda PDR gtownie
okresla zmiany czaséw zycia
luminescencji. Natomiast wada
tej metody jest rejestracja fluo-
rescencji tta w przedziale czasu
A, poniewaz jest to obszar fazy
wzbudzenia. W zwiazku z po-

% & b & t

Rysunek 8. Schemat dziatania metody PDR. Po wzbudzeniu - !
luminoforu, luminescencja jest rejestrowana za pomoca  WYZSZym, metoda PDR  jest
dwéch przedzialéow czasu. Pierwszy jest umieszczony — rzadko wykorzystywana w zas-
w fazie wzbudzenia (A,), drugi w fazie emisji (A,). Zmody-  tosowaniach biologicznych lub
fikowano.” medycznych.

2.3.2. Porbwnywanie stosunku faz (DLR)

Metoda porownywania stosunku faz (DLR) (ang. dual lifetime referencing) jest
scisle powiazana z metoda PDR, o ktorej byta mowa w poprzednim podrozdziale. Co wig-
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cej, metoda DLR jest czgéciej stosowana W celu rozdziatu emisji luminoforow rézniacych
sig czasem zycia luminescencji niz metoda PDR.

Po wzbudzeniu luminoforow, przedziaty czasu A; i A, znajduja si¢ w tych samych
pozycjach, co w metodzie PDR (Rys. 8). Przedziat czasu A; bedacy w fazie wzbudzenia
rejestruje intensywnos$¢ wzbudzenia obydwu rodzajow luminoforow jednoczeénie. Nato-
miast przedziat czasu A, bedacy w fazie emisji rejestruje intensywno$¢ emisji tylko jedne-
go z luminoforow. Rejestracja intensywnosci emisji drugiego luminoforu jest mozliwa
poprzez przeniesienie przedziatu czasu A, w inny przedziat czasu t. To znaczy, ze jezeli
warto$¢ rdrugiego luminoforu jest mniejsza niz luminoforu pierwszego, przedziat czasu A,
nalezatoby przenie$¢ w obszar poczatkowej fazy emisji. Podobnie jak w przypadku metody
PDR, stosunek A; do A, z metody DLR stanowi skalibrowana odpowiedz luminescencyjna
sensora.”**! Ponadto, uzyskuje si¢ informacje na temat wktadu poszczeg6lnych luminofo-
réw w krzywa kinetyki luminescencji (Rys. 8).

Metoda DLR charakteryzuje si¢ analogiczna wada jak metoda PDR, tj. na inten-
sywno$¢ z przedziatu czasu A; wplywa fluorescencja tta probki. Co wigcej, metoda DLR
odznacza si¢ wrazliwoscia na efekt rozktadu luminoforu pod wptywem §wiatla wzbudzenia.
To znaczy, ze gdy jeden z luminoforoéw ulega temu efektowi, intensywnos$¢ luminescencji
obydwu rodzajow luminoforéw rejestrowana w przedziale czasu A; ulega zmianie, a zatem,
stosunek A; do A, staje sie niezgodny z prawda.

2.3.3. Szybkie okreslanie czasu zycia (RLD)

W odrdznieniu od poprzednich metod, metoda szybkiego okreslania czasu zycia
(RLD) (ang. rapid lifetime determination) opiera si¢ na wykorzystaniu dwoch przedzia-
Iow czasu bedacych razem w fazie emisji (Rys. 9). Czas Zycia luminescencji oblicza si¢

Za pomoca wyrazenia:
e S ¢ |
tr—ty

gdzie 7 oznacza czas zycia lu-
[ relestracjadetektora  minescenciji, t; i t, czasy rozpo-
4 nieaktywne zrodlo  CZ€Cia Trejestracji intensywnos-

wzbudzenia ci luminescencji w ustalonych
§  wwnefrodio  przedzialach czasu, a A; i A,
wzbudzenia

warto$ci  zarejestrowanych in-
tensywno$ci z tych przedzia-
1ow. 6125281 W cely prawidto-
Wego pomiaru T przy uzyciu
Rownania 6, przedzialy A; i A,
t muszg posiada¢ réwna szero-
t t kos¢, a krzywa kinetyki lumines-

Rysunek 9. Schemat dziatania metody RLD. Po wzbudzeniu 1! [rzr;ggll bYF Jgdnogksponen-
luminoforu, luminescencja jest rejestrowana za pomoca cjalna. Uzycie Rownania 6
dwoch przedzialéw czasu, umieszczonych w fazie emisji (A, ~ Wiaze sig z Kalibracja odpowie-
i A;). Zmodyfikowano.” dzi optycznej sensora.
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Metoda RLD stanowi porgczne narzedzie z powodu swoich licznych zalet. Sa to:
(i) niska podatno$¢ na interferencje, (ii) brak koniecznosci korekcji obszaru, w ktérym
rozchodzi si¢ promieniowanie wzbudzajace (poniewaz T jest niezalezny od intensywnosci),
(ii1) wykazywanie tolerancji na niskie poziomy $wiatta z otoczenia oraz na przesunigcia
sprzetu pomiarowego miedzy kalibracja a pomiarami,®® (iv) brak wrazliwosci na fotodeg-
radacje luminoforu oraz (v) zwiekszanie doktadno$ci pomiaru 7za pomoca Rownania 6
poprzez 50 % nalozenie przedzialow czasu (A; i A,) na siebie.*"!

Ostatnia zaleta wiaze si¢ Z mozliwos$cia pracy z krzywymi dwueksponencjalnymi
kinetyki luminescencji wystepujacymi czgsto przy kompleksach metal-ligand (ML). Szero-
kos$¢ przedziatow A; i A, oraz ich pozycja wzgledem siebie odgrywa istotng rol¢ w okres-
laniu 7.*Y Wiasciwe rozmieszczenie A; i A, W czasie t wptywa na otrzymana warto$¢ 7. To
znaczy, ze jezeli przedzialy czasu A; i A, zostana umieszczone na poczatku krzywej dwu-
eksponencjalnej kinetyki luminescencji, warto$¢ 7bedzie mniejsza niz gdyby A; i A, znaj-
dowaly si¢ na koncu krzywe;j.

2.3.4. Podwojne okreslanie czasu zycia (DLD)

Sygnaty sensoréw podwodjnie luminoforowych powinny by¢ oddzielane poprzez
wykorzystanie roéznic wystepujacych w widmach i/lub czasach zycia luminescencji lumino-
forow.[*32 Metoda podwojnego okreslania czasu zycia (DLD) (ang. dual lifetime determi-
nation) pozwala rozdziela¢ sygnaly pochodzace od dwoch rodzajow luminoforéw emituja-
cych jednoczesnie (Rys. 10). Metoda DLD jest najskuteczniejsza, jezeli czas zycia lumines-
bt ¢ i cencji jednego z luminoforow

i, ! roézni si¢ co najmniej 10x od
111 ] |- - czasu Zycia luminescencji dru-
giego.

W metodzie DLD sto-
l rejestracja detektora Suj? SiQ cztery przedz_ialy czasu
) . umieszczane w fazie emisji.

nieaktywne zrodto . , . A
v wzbudzenia Pierwsze dwa, réwnie szerokie,
5 aktywne zrodio przedziaty (A; i Ay) sa umiesz-
weblidzenja czane w obszarze fazy emisji
obydwu rodzajow luminoforow.
Przedzialy te rejestruja laczna
intensywno$¢, a tym samym T
obydwu rodzajow luminoforow.
Kolejne dwa przedziaty (As
4t bt i As) o tej samej szeroko$ci sa
umieszczane w obszarze t,

Rysunek 10. Schemat dziatania metody DLD. Po wzbudze- dzie lumi in ied
niu luminoforu, luminescencja jest rejestrowana za pomoca gazie . umln{ascenq-a Jednego
czterech przedzialéw czasu umieszczonych w fazie emisji. 2 lumlnoforow Juz Wygasl.a.
Dwa z nich (A; i A,) rejestruja sygnat obydwu luminoforow, _Zatem, p_rzedzmly te _nabywaj_%
natomiast dwa pozostate (Az i A) sygnat luminoforu wyka-  informacje o  luminescencji
zujacego dluzszy czas zycia luminescencji. Zmodyfikowa-  luminoforu wykazujacego dtuz-

no.? szy 7. Przedzialy czasu umiesz-
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czone na poczatku fazy emisji (A; i A) nie odzwierciedlaja prawdziwej wartosci 7 lumino-
foru wykazujacego krétszy 7, poniewaz sygnat ten stanowi potaczenie sygnalow obydwu
rodzajéw luminoforéw. Informacja o doktadnym 7luminoforu wykazujacego krotszy t jest
uzyskiwana poprzez rejestracje zmian czasoOw zycia luminescencji przy pomocy Rownania
6.13%1 A zatem, metoda DLD stanowi dwie metody RLD przeprowadzane w innych obsza-
rach t, umozliwiajac okreslanie zmian 7 dwoch réznych rodzajow luminoforow w tym
samym czasie.

2.3.5. Odmiana metody DLD

Metody RLD i DLD opierajg si¢ na stosowaniu kilku przedziatow czasu w fazie
emisji luminoforu na krzywej kinetyki luminescencji. Im wigksza liczba stosowanych prze-
dzialow czasu, tym wyzsza rozdzielczo$¢ i precyzja wynik(’)w.m] Wysoka rozdzielczos¢

| g % 4 | i precyzja wynikow moze
zosta¢  utrzymana rowniez
HH - przez odpowiednie ustawienie

przedziatow czasu w czasie t,
gdy warto$ci 7 obydwu rodza-
jow luminoforéw sa juz zna-
§ rieakwnezrodio g [ poprzez  ustawienie
didiywme Erodio przedziatdéw czasu na wilasci-
4 wzbudzenia wych pozycjach czasu t oraz
poprzez odpowiednia szero-
ko$¢ tych przedziatow, mozli-
we jest okre§lanie nawet
dwoch parametrow jednoczes-
nie (cisnienia i temperatury) za
ot ta pomoca jednego  pomiaru.
Rysunek 11. Schemat dziatania odmiany metody DLD. Po W ten sposoéb powstata
wzbudzeniu luminoforu, luminescencja jest rejestrowana za odmiana metody DLD stu-
pomocg trzech przedziatow czasu (Aq, Az I Ag) umieszczonych  zaca do kalibracji odpowie-
W fazie emisji. Parametry kazdego przedzigfu czasu sa usta-  (jzj luminescencyjnej sensoréw
wione tak, by rejestrowana byta taka sama intensywno$¢ emi- (Rys. 11).[35]

sji. Zmodyfikowano. ™ Ta metoda pozwala
obliczy¢ Tz krzywej kinetyki luminescencji kilkueksponencjalnej. Szeroko$¢ i ustalenie
obszaru przedzialow czasu (A, A, i Az) sa dostosowane tak, aby wszystkie rejestrowaty te
samg intensywno$¢. Stosunki intensywnosci przedzialow czasu (Ry, i Ry3) sa obliczane
przy uzyciu metody RLD:

l rejestracja detektora

A

Rip=1=f(T) (Rown. 7)
Ris=5=f®T) (Réwn. 8)

Skoro otrzymywane sa dwa rownania stosunku intensywnosci z jednego pomiaru, to moz-
liwe jest jednoczesne okre$lanie dwoch nieznanych parametréw (ci$nienia i temperatury).
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W zwiazku z tym, obydwa parametry moga by¢ okre$lane na podstawie emisji juz nawet
jednego luminoforu.

3. Potrgjnie luminoforowe sensory luminescencyjne

3.1. Metody separacji sygnatow wieloluminoforowych sensoréw oparte na modelu
przestrzeni barw RGB

Detektory oparte na matrycach CCD (ang. charge-coupled device) naleza do sze-
roko stosowanych urzadzen stuzacych do rejestracji odpowiedzi optycznej sensoréw lumi-
nescencyjnych, dajac mozliwos¢ przestrzennego obrazowania wynikow. Jezeli rejestrowa-
ny sygnal pomiarowy powstaje z nalozenia si¢ odpowiedzi optycznych od dwoch lub wig-
cej rodzajow luminoforow sensora, odpowiedzi te musza by¢ od siebie oddzielone. Zazwy-
czaj dokonuje si¢ tego poprzez optyczny rozdzial za pomoca obracanego bebenka z filtrami
(wiecej o tej metodzie rozdziatu — 2.1) lub poprzez czasowy rozdzial przy uzyciu metody
FLIM (wiecej o tej metodzie rozdziatu — 2.3).1%%)

Jednak powstala jeszcze inna metoda separacji. Wykorzystuje ona jeden z podsta-
wowych modeli przestrzeni barw: czerwony, zielony, niebieski (ang. red, green, blue —
RGB). Te metodeg separacji mozna stosowaé wzgledem mikrouktadéw detekcyjnych opar-
tych (i) na matrycach CCD i CMOS (ang. complementary metal oxide semiconductor) lub
(ii) na matrycy CMOS typu FOVEON X3.

W przypadku matryc CCD i CMOS, zasada polega na nakryciu obiektywu detek-
tora trzema réznymi filtrami optycznymi (kolejno niebieskim, zielonym i czerwonym).
Kazdy z filtrow jest uformowany w inny sposob. Umozliwia to wzajemne uzupehianie si¢

-ﬁﬂ
s W

Rysunek 12. Uktad elementéw dwoch metod separacji sygnatow opartych na modelu przestrzeni
barw RGB. (A): Metoda stosowana wzgledem matryc CCD i CMOS wykorzystujaca trzy filtry
optyczne (kolejno niebieski, zielony i czerwony) uformowane w odmienny sposob oraz (B): meto-
da stosowana wzgledem matryc CMOS typu FOVEON X3 wykorzystujaca trzy warstwy (kolejno
niebieska, zielona i czerwong) absorbujace promieniowanie o odmiennym zakresie dhugosci fali.
Zmodyfikowano.?%




70 B. Kalota, M. Tsvirko

Stru[glét%r] filtrow (Rys. 12).%% Rozklad barw jest rozpoznawany przez mikrouktad detekcyj-
ny.>®

Natomiast przy zastosowaniu matrycy CMOS typu FOVEON X3, zamiast optycz-
nych filtrow o odmiennej strukturze, uzywa si¢ trzech réznych warstw (w tej samej kolej-
nosci jak wyzej). Kazda z warstw jest dostosowana do innego zakresu dlugosci fal. Pierw-
sza z warstw absorbuje niebieski zakres wpadajacego $wiatta, druga zielony zakres, a pozo-
staly czerwony zakres jest rejestrowany przez ostatnia warstwe (Rys. 12).5%%% Intensyw-
nos$¢ kazdej z barw jest rejestrowana i przetwarzana w odmiennym obszarze mikrouktadu
detektora. Informacje o intensywnos$ci sa przenoszone za pomoca trzech réznych kanatow
(kazdy dla jednej barwy), a nastgpnie obliczane, dajac kolorowy obraz. Jezeli pozwala na to
detektor, poprzez wprowadzenie odpowiednich ustawien, mozliwe jest rejestrowanie cza-
sOW zycia zamiast intensywnosci luminescencji.

Zatem, metoda przestrzennego rozktadu RGB w mikrouktadach detekcyjnych
umozliwia rejestracj¢ intensywnosci trzech odmiennych barw od réznych luminoforéw
z jednego sygnatu pomiarowego.

Podzigkowania: Autorzy pragnq podzigkowac MNiSIW za czesciowe sfinansowanie badan
ze srodkow przeznaczonych na nauke w ramach Grantu N N313 442737 (2009-2012).
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Single, double and triple luminophore luminescent sensors
technology (2): Calibration and signal separation methods

Abstract

In this review, characteristics of commonly used calibration methods in contemporary
single, double and triple luminophore luminescent sensors was presented. Main signal
separation methods of contemporary double and triple luminophore luminescent sensors
were discussed, as well.

Keywords: luminescent sensors; luminescence; technology; signal calibration; signal sepa-
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