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Kivonat

A dolgozat bemutatja egy i1dd-korreldlt egyfotonszamlalason (TCSPC - Time-Correlated
Single Photon Counting) alapulé mérdrendszer tervezését és megépitését, amely lehetvé teszi
fluoreszcens anyagok élettartamanak meghatdrozasat. A rendszer célja kifejezetten alacsony
intenzitdsu fluoreszcens jelek detektaldsa, igy kiillonos figyelmet forditottunk a zajcsokkentésre
és arnyékolasra. A berendezés f6 egységei egy gerjesztd UV 1ézer, két egyfoton detektor (SPAD
- Single Photon Avalanche Diode) €s egy jelszamlal6 kartya, amely vezérlését sajat fejlesztésti
szoftver biztositja.

A mért jeleket konvolicids €s dekonvoliciés mddszerekkel is elemeztiik, az utobbi
bizonyult hatékonyabbnak. A rendszer miikodését klorofilloldat vizsgalataval demonstréltuk,
a kapott élettartam értékek dsszhangban vannak a szakirodalmi adatokkal.

Az eredmények igazoljik, hogy a sajit épitésti mérdrendszer alkalmas fluoreszcens oldatok
élettartamdnak meghatdrozdsdra. A dolgozatban bemutatott mddszer rugalmas és konnyen
bovithets, igy akdr tovabbi fejlesztéssel elldtva, eszkozt biztosithat mas egyetemi karokon

tevékenykedd kutatdk szdmara is.



Abstract

The thesis presents the design and construction of a time-correlated single photon counting
(TCSPC) device that allows fluorescent lifetime measurements. The system is specifically
designed for detecting low-intensity fluorescent signals, so special attention was paid to noise
reduction and shielding. The main components of the device are an UV laser for excitation,
two single photon avalanche detectors (SPAD), and a time-to-digital converter card, which is
controlled by a custom-developed software.

The measured signals were analyzed using both convolution and deconvolution methods,
with the latter proving to be more effective. The system’s operation was demonstrated by
examining a chlorophyll solution, with the obtained lifetime values being in agreement with
literature data.

The results confirm that the custom-built measurement system is suitable for determining
the lifetimes of fluorescent solutions. The method presented in the thesis is flexible and easily
expandable, making it a potential tool for researchers in other university departments with

minimal further development.
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1. Roviditések

A dolgozatban hasznalt roviditések listdja:

TCSPC: Time-Correlated Single Photon Counting — id6-korrelalt egyfotonszdmlélas

FP: Fluorescent Photon — fluoreszcens foton

QY: Quantum Yield — kvantumhozam

PMT: Photomultiplier Tube — fotoelektron sokszorozé cs6

APD: Avalanche Photodiode — lavina fotodidda

SPAD: Single-Photon Avalanche Diode — egyfotonos lavina fotodidda

IRF: Instrument Response Function — miiszer valaszfiiggvénye

TTL: Transistor-Transistor Logic — tranzisztor-tranzisztor logika



2. Bevezeto

2.1. Fluoreszcencia

A fotolumineszcencia olyan fizikai jelenség, amely sordn egy anyag elnyel egy fotont,
gerjesztett allapotba keriil, majd ezt kovetGen visszatér egy alacsonyabb energiaszintre,
mikozben udjra fotont bocsat ki. A fluoreszcencia esetében a fotonelnyelés €s kibocsdjtas
kozti iddintervallum jellemzéen néhdny nanoszekundum, ami j6l mérhetd modern optikai
technikakkal.

Fluoreszcencia sordn az anyagot alkot6 molekuldk gerjesztett dllapotba keriilnek, innen
nem-radiativan relaxdlnak egy alacsonyabb energiaszintre, majd a gerjesztd fotonndl kisebb
energidju fotont kibocsatva lekeriilnek az eredeti (kiindulasi) szintre. Mivel a kibocsitds nem
azonnali, az igy keletkezd fény iddbeli viselkedésébdl fontos informdcidk nyerhetdk ki az
anyag szerkezetére, kolcsonhatdsaira és kornyezetére vonatkozdan. A fluoreszcencia jelenség
kvantitativ jellemzéséhez a kvantumhozamot €s az élettartamot hasznaljuk: el6bbi a kibocsatott
és elnyelt fotonok ardnyat, utébbi a fényintenzitds lecsengésének karakterisztikus idejét irja le.

A fluoreszcencia kvantumhozam (QY - quantum yield ¢) a kibocsatott (Npp) és elnyelt

fotonok (/V,ps) aranyat adja meg:
_ Npp

¢ Nabs .

Y]

A kvantumhozam értéke 0 és 1 k6zott mozog, ahol az 1 azt jelenti, hogy minden elnyelt foton
utdn egy FP keletkezik, mig a 0 azt jelenti, hogy egy elnyelt foton sem eredményez fluoreszcens
kibocsatast. A kvantumhozamot jellemezhetjiik az egységnyi id6 alatt kibocsatott FP-ok (kpp)

€s a fluoreszcens, nem-radiativ (kyg) €s litkoz€s altali tranzicidk (kgr) ratdinak aranyaval is:

& krp

krpp + kngr + kpr @)

A fluoreszcencia élettartam (7) az emisszidval zdarulé relaxacié iddallanddjat jelenti.

Segitségével a kovetkezOkeppen jellemezhetjiik a fluoreszcencia iddbeli viselkedését:

p(t) x e, 3)

ahol p(t) a fluoreszcens molekula radiativ relaxacidjanak valdsziniisége az id6 fiiggvényében.



2.2. TCSPC

A fluoreszcencia élettartamdnak pontos mérése fontos szerepet jatszik a biofizikéban,
anyagtudomanyban €s orvosi diagnosztikdban is. A legelterjedtebb technika ezen mennyiség
mérésére az idb-korreldlt egyfotonszdmldlds (Time-Correlated Single Photon Counting —
TCSPC), amely lehetdvé teszi a fluoreszcens fotonok kibocsatdsanak iddbeli statisztikai
elemzését.

A TCSPC sordn a mintit egy iddzitett fényimpulzus gerjeszti, majd a kibocsatott
fluoreszcens fotonok érkezési idejét (2.1. dbra) egy rendkiviil pontos id6zit6 rogziti. Fontos
hogy ciklusonként csak egyetlen fotont regisztraljunk, méasképp a detektor holtideje miatt a
mérés pontatlan lehet. A mérési ciklusokat ismételve, a detektor dltal észlelt fotonok érkezési
idejét egy hisztogramon dbrazoljuk (2.2. dbra), mind a gerjesztd impulzus, mind a fluoreszcens

fotonok esetében. A hisztogramokbdl a fluoreszcencia élettartaméra vonatkozé informaciok

nyerhet6k ki, amelyeket 4ltalaban exponencidlis illesztéssel elemeznek. A TCSPC technika
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2.2. abra. Fotonérkezési statisztika felépitése
tobb mérési ciklus soran [1]

nagy eldnye, hogy rendkiviil érzékeny, képes detektdlni a nagyon gyenge fluoreszcens jeleket
is, csupdn id6 kérdése egy j6 mindségli mérés elvégzése.

A kereskedelemben kaphat6é eszkozok id6felbontdsa par picoszekundumtdl kezdddik, a
gerjesztési impulzusok 10kH z-t6l akar 100M Hz-ig is terjedhetnek, de ez a vdlasztds a
kutatési igénytdl fiigg. A nagy felbontdsi TCSPC moduljairdl ismert Becker & Hickl, olyan

rendszereket kindl, amelyek 1.1ps id6felbontdst képesek elérni. Termékeik tobbcsatornas



TCSPC technikdkat tdmogatnak, ezzel nem csak id6, hanem hulldimhosszfiiggd elemzést
is végre lehet egyszerien hajtani [3]. A PicoQuant rendszerei rugalmassigra lettek
tervezve, tdmogatjdk a kiilonb6z6 i1d6zitési mdédokat és interfészeket, és egycsatornds és
tobbcsatornds alkalmazdsokhoz egyarant alkalmasak [6]. A HORIBA DeltaFlex TCSPC
rendszere egy moduldris és testreszabhaté megoldas a fluoreszcencia élettartamdnak mérésére.
Pikoszekundumtdl masodpercekig terjedd széles élettartam-tartomanyt timogat, és kompatibilis
kiilonboz6 fényforrasokkal, beleértve a pulzdlé diddalézereket és LED-eket, igy sokféle

kisérleti felépitéshez alkalmazhaté [7].



3. Kisérleti eszkoz

A dolgozat célja egy TCSPC berendezés megépitése és miikodésének demonstraldsa.
Ellentétben a legtobb kereskedelemben kaphaté rendszerrel, amelyek 4&ltaldban a gyors
adatbegyjtéstre helyezik a hangsulyt, mi gy terveztiik a berendezésiinket, hogy nagyon
kis intenzitdsu fluoreszcens jeleket (alacsony koncentrdcidju fluoreszcens oldatokat) is tudjon
elemezni.

Egy standard TCSPC berendezés harom {6 részbdl 4ll: egy gerjeszts fényforrdsbol, egyfoton

detektrokbdl és egy szamlalobol (3.1. dbra).

Time
controller

pulzusos
fényforras ~————— — — — — —

3.1. dbra. A TCSPC elrendezés altalanos  3.2. dbra. A 3.1 dbrdnak megfelelé optikai
felépitése asztalon megépitett berendezés

3.1. Detektor

A TCSPC berendezések detektorai, egyfoton detektorok. Ezek a detektorok nagy
érzékenységiikkel egyetlen foton érkezését is észlelni tudjak. Jellemzden két tipusu egyfoton
detektorral taldlkozhatunk: fotoelektron-sokszorozé cséveket (photomultiplier tubes - PMT)
vagy félvezetd alapu detektorokat, lavina diddédkat (avalanche photodiodes - APD) haszndlnak.

A PMT-k miikodése a fotoelektromos hatdson alapul, ahol a fotonok egy fém feliiletébe
csapddnak, és elektronokat iitnek ki. Ezeket az elektronokat a cs6ben levd nagy elektrosztatikus
tér gyorsitja, majd tobb egymads utdn elhelyezett dindda segitségével tobbszorosen felerdsiti.
Minden din6dédnél az elektronok iitk6zése tovabbi elektronokat szabadit fel, igy az eredeti foton

27 s

altal kivaltott elektrondram jelent6sen megnd. Ez a tobbszords erdsités teszi lehetdvé, hogy



Above Below

3.3. abra. Az APD miikodési ciklusa[12]

a PMT-k egyetlen foton detektdldsara is alkalmasak legyenek. Az igy keletkezd elektromos
impulzusokat a tovabbi elektronika dolgozza fel [2].

Az APD-k miikodése inkdbb hasonlit a Geiger-Miiller csdvekhez, innen az alternativ
Geiger-mddu lavinadiédédk elnevezés. Az lavinadiddat eldfeszitett dllapotban miikodtetik (bias
voltage), a letorési fesziiltségnél valamivel nagyobb fesziiltséggel. A didda egy metastabil
allapotban (3.3. dbra A) van addig, amig egy elsddleges toltéshordoz6 nem keletkezik. Ekkor
elegendd egyetlen foton is ahhoz, hogy egy lavina-dramot inditson el, effektiv végtelen erdsitést
biztositva (3.3. dbra B). Ezt az makroszkdpikus dramot a megfeleld elektronika képes detektalni.
Ahhoz, hogy az eszkdzben ne szélljon el az d&ram - meghibdsitva a diddét - a lavina-dramot le
kell fojtani és a diodat ki kell iiriteni a toltéshordozoktdl. A lavina-aram lefojtasdra a diddat
vissza kell kapcsolni normal miikodési dllapotba, azaz a bias fesziiltséget le kell csokkenteni a
letorési fesziiltség ald (3.3. dbra C). Ez a folyamat di6datdl fiigglien néhany nanoszekundum,
a kiiirités alatt nem képes fotonokat érzékelni, ez az 1d6 a holtidd, ami a TCSPC mérésekben
figyelmet 1gényld tényezd. Egy masik fontos tényezét, a sotét detektéldsi ratat (dark noise) is
figyelembe kell venni, ami nem fotonok, hanem véletlenszertien keletkezd toltéshordozok altal
okozott dram, és hamis pozitiv detektaldsokat eredményezhet. Az egyik legegyszerlibb modja a
véletlenszertien (termikus mozgdsbol) keletkez6 toltéshordozok szamanak csokkentésének, ha
a detektort hiitjiik [12].

A PMT-k (fotoelektron-sokszorozé csovek) hagyomanyosan elterjedtek voltak a TCSPC
mérésekben, mivel nagy érzékenységet €s alacsony dark noise szintet kindlnak. Azonban
idovel egyre inkdbb el6térbe keriiltek a félvezetd alapu lavina diddak (APD-k), mivel ezeknek

tobb eldnyiik is van: kompaktabbak, alacsonyabb miikodési fesziiltséget igényelnek, nagyobb



kvantumhatédsfokkal rendelkeznek a lithaté tartomédnyban, valamint kevésbé érzékenyek a
maégneses térre és mechanikai behatdsokra. Emellett az APD-k id6felbontédsa is kedvez&bb
lehet, ami kiillonosen fontos a TCSPC alkalmazdasokban, ahol a detektor idébeli valasza
meghatdrozza a mérés pontossagat [9].

Az &ltalunk haszndlt detektor két ID Quantique ID120-STD tipusi APD. Ez a modell
foleg lathatd és kozeli infravords tartomdanyban mikodik hatékonyan, 800nm-nél éri el a
maximas érzékelési hatasfokat (80%). Holtideje 1xs, dark noise szintje pedig 1000/ z alatti. A
detektorokat a beépitett Peltier elemmel —40°C'-ra hiitjiik, hogy a dark noise szintet minimalisra
csokkentsiik [11].

A fotonok az optikai szalbol detektorba vald irdnyitdsat egy optikai ketrec (optical cage)
segitségével oldottuk meg. A ketrec négy ridbdl 4ll6 keret, amin a kiillonbdz6 opto-mechanikai
foglalatokban mindenféle optikai elemeket (lencsék, sziirdk, detektorok) poziciondlhatjuk
és rogzithetjiik. Az els6 elem egy kicsatolé rendszer(optical coupler), amely az optikai
szalbol kilépd széttarté sugarakat parhuzamos nyaldbba alakitja. A kollimatort tartalmazé
keret orientdciéjat harom csavarral tudjuk megfeleléen hangolni, annak érdekében, hogy a
kollimatorbdl kilépd parhuzamos nyaldb, a cage kozepén haladé egyenes mentén terjedjen.
Ezeket kovette egy aszférikus lencse, melynek feladata a parhuzamos nyaldbot a detektor
500pm atmérdji aktiv feliiletére irdnyitani. Ennek csupédn egy szabadsdgi foka volt: egy csavar
a cage irdnya mentén tudta elGre-hatra tolni. A rendszeriink finombedllitasit ugy folytattuk
le, hogy az optikai szl szabad végét egy kis teljesitményi égb elé fogattuk, mig a masik
felét becsatoltuk a cage-be. A detektor szdmitégépes interfészén figyelve a fotonszdmot és
a kiilonb6z6 csavarokat finoman mozgatva, maximumokat kerestiink. Kozben oda kellett
figyeljiink, hogy a fényforrds nem legyen tul erds, hiszen ha a detektorba til sok foton jut be
(szaturdcid), akkor az altala mért fotonszdm csokkeni kezd. Ezt figyelmen kiviil hagyva konnyen
megtorténhet az, hogy habar jo irdnyba mozditottunk el egy csavart a detektor kimenetébdl
mégis azt latjuk, hogy a fotonszdm csokken.

A korai hangolési kisérleteknél feltlint, hogy mennyire befolydsoljak a méréseket a kiviilrdl
beszlirddo fény, ezért ezen zajforrds minimalizdldsa érdekében tobb 1€pést is tettiink. Eleinte a
rendszert csupdn alufélidval takartuk be, utdna drnyékold burkot terveztiink hozza Fusion360
programban, majd PLA-bdl kinyomtattuk. Tovabba azt is tapasztaltuk, hogy annyira érzékeny
a detektor, hogy optikai szdl mentén a paldstjdn atszlir6dd fényt is kijelzi, ezért az egész

berendezés (beleértve detektorok, minta, optika, fényforras) koré arnyékol6é dobozt épitettiink.



aszférikus lencse + finomhangolé

moduléris tévtarté

kollimdtor lencse + optikai szdl becsatolés

3.4. abra. Optikai cage. A fény jobbrdl balra halad, a detektor irdnyadba. A kék szini elemek az
altalunk tervezett és nyomtatott &rnyékol6 burok elemei.

Ugy a burkold, mint a doboz tervezésekor és épitésekor szem elétt tartottuk, hogy ezek

moduldrisak, a jovében konnyen bdvithetdk, mas kisérletre atalakithat6ak legyenek.

3.5. abra. Aluf6lidval majd drnyékolo burokkal drnyékolt detektorok

Az opto-mechanikai bedllitdsok utdn a detektorok el6feszitését is be kellett allitanunk. Ezt
a detektorokkal érkezd szoftveren keresztiil tudtuk elvégezni, USB-n keresztiil csatlakoztatva a
szamitogéphez. A bias fesziiltséggel egyensilyozni tudunk az érzékenység és alacsony dark
noise szint kozott. Ez a fesziiltség a detektorokban levd félvezetd geometridjatdl is fiigg,
ugyanarra a bias fesziiltségre a kiillonboz6 tipust detektorok mds-mds érzékenységet és dark
noise szintet produkélnak. Ugy etalondltuk a detektorokat, hogy egy fotonpar generétor egy-egy
kimenetét a két detektorhoz csatlakoztattuk, majd szoftverrel Gigy allitottuk be a fesziiltségeket,

hogy a detektalt fotonszdmok megegyezzenek.



3.2. Fényforras

A TCSPC berendezések altaldban egy kék vagy ibolyan tili 1ézeres vagy LED-es fényforrast
haszndlnak, amely képes gerjeszteni a fluoreszcens mintét. Olyan fényforrdsra van sziikségiink,
aminek kikapcsoldsi karakterisztikus ideje nincs hasonld skédldn a FP-ok élettartamdval,
valamint az 4ltala generdlt fényipulzus alakja minél inkdbb kozelit egy Dirac-deltdhoz. A
fluoreszcens fotonok élettartama altaldban néhdny nanoszekundum, ezért az adatfeldolgozas
szempontjabodl fontos, hoogy a gerjeszté impulzus ne legyen sokkal nagyobb id6skélan.

El6szor LED-ekkel probélkoztunk, ezek vezérlésére egy MOSFET tranzisztort hasznéltunk,
amit egy Raspberry Pi Pico mikrokontroller vezérelt. Ez a vezérld megoldas nem bizonyult elég
gyorsnak, igy a mikrokontrollert egy jelgeneratorra (Tektronix AFG 3252) cseréltiik a kapcsolo
elektronikat meghagyva. Tobb UV LED-el kisérleteztiink, de a gyenge intenzitds és hosszu
lecsengés jelentdsen megnehezitette a FP élettartam mérését. A LED jelének hosszu lecsengése
nem csak az elektron-lyuk rekombinécidjadnak tudhaté be, hanem egyes LED-eknél a tokozat
gyantdja is fluoreszkalt.

A kapcsol6 elektronika nemkivdnatos tranziens zajokat generdlt (csengés, visszaver8dés),
ezért a lézer ki-be kapcsoldsit a tliz6lapos, tranzisztoros vezérlés helyett egyszerlien a
jelgenerétorra biztuk. Ugyan a LED-es gerjesztés nem volt elegendGen sikeres, de a gerjesztd
impulzus alakja jelent6sen javult és a jelgenerator is képes volt elégséges elektromos
teljesitményt szolgaltatni Gigy a LED-hez, mint a 1ézerhez.

A berendezés végsé fényforrdsa egy 405 nm-es hulldmhosszi 20 mW teljesitményii
1ézerdidda, aminek a fényjele sokkal élesebb kikapcsoldssal rendelkezett, mint azt kordbban

a LED-eknék lattuk.

3.3. Szamlalo

TCSPC soran nem csak szamolnunk kell a fotonokat, hanem ezek érkezési idejébdl eloszlast
kell gyéartsunk. A detektorok minden foton érzékelésekor a kimenetiikon kiildenek egy TTL
jelet. A szamlalo6 feladata, hogy ezekhez a TTL jelekhez rendeljen egy id6bélyeget.

Jelen esetben a szdmldlé6 hdrom csatorndn fogad jeleket: a fényforrdst meghajté
jelgenerdtortdl (A), a fluoreszcens 4g detektordtdl (B) és a referencia dg detektoratdl (C). A
szamlal6 az Trigger csatornin érkezd jel emelkedd €lénél elindit egy belsd szamlalot, majd az

A és B csatorndkon érkezd jelek emelkedd és ereszkedd €leinél is elmenti az id6bélyeget (i.e.

/////
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3.6. dbra. Ahhoz, hogy a az elektromos gerjesztést és a diddan atfoly6 dramot is mérhessiik,
a jelgenerator jelét (parhuzamosan a 1ézerrel) valamint egy, a lézerrel sorba kapcsolt 100£2-0s
ellendllas fesziiltségesését is mérjiik. A jelgenerator jelét egy 502 impedancidju csatlakozon
keresztiil tovabbitjuk. A 1€zer és az ellendllds kozotti fesziiltségesést egy oszcilloszkdppal
rogzitjiik, amely lehet6vé teszi a gerjesztd impulzus alakjanak €s id6tartamdnak, valamint a
didda elektromos vélaszanak elemzését.

ellendrizni tudjuk hogy teljes csomagokat kaptunk-e, azaz az A és B csatorndkon érkezd jelek
koziil az egyik sem veszett el.

A berendezésiinkben a szamldlé egy Cronologic TimeTagger4[4] tipusu kartya, amit
egy laboratoriumi szamitogép PCle foglalatiba illesztettiink. A kartya rendelkezik négy
all-purpose és egy kiilon trigger csatorndval, mi csak harmat hasznaltunk (trigger, A, B). Az
1idobélyegek kartyardl vald kimentéséért felelos programot C/C++ programozasi nyelven irtuk
a gyartd altal biztositott példaprogrambdl kiindulva. A program létrehoz mindkét detektor
csatorndra egy-egy eldre definidlt hosszisagu tombot, amely mindegyik eleméhez rendeltiink
egy 500ps hosszisdgu iddablakot. Minden detektdldsi eseménykor a program azonositja az
id6bélyegnek megfeleld indexi elemet, majd az értékét noveli eggyel. Az adatok kimentésekor
csatorndnként még vizsgaltuk az elsd beérkezd fotonok id6bélyegét. Ezt 6sszehasonlitva az
Osszes adott csatornan bejovo jellel ellendrizni tudjuk, hogy a detektorok tilcsorduldsa miatt

nem vesztettiink-e el adatokat. Idedlis esetben, amikor gerjesztésenként legtobb egy fotont

fogunk be az optikai szdllal, a két eloszlds azonos kell legyen.
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3.4. Optikai elrendezés

Az optikai elrendezés a fény utjat hivatott megszabni, a gerjeszt6 fényforrastol a detektorig.
A 1ézer fényét egy nyaldbosztd két irdnyba osztja, ahogy ez a 3.1 dbrdn szaggatott vonallal
bekeretezett részen lathatd: egyik a fluoreszcens g, a mésik a referencia ag.

A fluoreszcens dgban a nyalab a kémcsdben térolt fluoreszcens oldatra irdnyul. Fontos, hogy
a mintét tarol6 kémcsd anyaga 4tlatszo legyen a gerjesztd fény szamadra, €s ne fluoreszkdljon. A
kémcs6hoz oldalirdnybdl, tartjuk oda az optika szdlat, ami a FP-okat a detektorhoz tovébbitja.
A kémcsd és az optikai szdl kozé egy piros tartomdnyban dteresztd szlirdt (A < 600nm) rakunk,
hogy a gerjesztd nyaldbbdl kiszorédo fotonokat is kiszirjiikk. Ezt a sz{ir6t ha egy piezoval
mozgathat6 diffrakcids racsra cseréljiik, akkor hullimhossz szertinti felboltast is mérhetiink,
de ez a jelen berendezésben nem volt cél.

A referencia dgban a nyaldb el6bb egy polarizitor-analizdtor szlirén halad at, majd
egy gyljtélencsés becsatolon és egy optikai szdlon keresztiil a misodik detektorhoz jut. A

polarizator-analizator sziirére azért van sziikség, hogy a referencia jelet méré detektort ne

szaturaljuk, mert igy hamis referencia fényjelet kapnéank.
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4. Adatfeldolgozas

4.1. Konvolucio

Legyen f,,(t) a mért fényjel, ami a fluoreszcens fotonok érkezési valdszintiségi
eloszlasat irja le id6 fliggvényében, feladatunk viszont a vizsgdlt fluoreszcens molekula
fotonkibocstdsdnak idSbeli eloszldsat megadé f(t) fiiggvény meghatdrozédsa. A két jel kozott
azért van kiilonbség, mert a gerjesztd fényjel (/ RF'(t) - Instrument Response Function) nem
egy Dirac-delta szer(i, hanem egy id6ben kiterjedt, bizonyos formaval rendelkez6 impulzus.

Egy t = 0 iddpillanatban alkalmazott Dirac-delta szerli gerjesztés esetén a fluoreszcens

molekula id6beli viselkedése az aldbbi exponencidlis lecsengési fiiggvénnyel irhat6 le:
ft)=1I-e~, @)

Abban az esetben, a gerjesztés a t’ idGpontban torténik, akkor a fluoreszcens fotonok idSbeli

eloszlasa modosul:

Ie™ 5 >t
ft) = ~ 5)
0 t<t

Nem idedlis gerjesztés esetén az I RF(t)-el jellemmzett gerjesztd impulzus felbonthatd dt
hosszusagu diszkrét szakaszokra. Kell6en kis dt* esetén minden egyes szakasz egy kiilonallé
Dirac-delta gerjesztésnek tekinthets. A (¢,t* + dt‘) indGintervallumhoz rendelhetd gerjesztés

hozz4jarulédsa a t id6pontban detektalt fluoreszcencia fotonszamhoz:

t/

dF,(t)=C - IRF(')-Iy-e = dt, (6)

ahol a C egyiitthat6 tartalmazza a gerjesztdimpulzus amplitidéjat és a fluoreszcencia
folyamat ® kvantumhatékonysagat. Osszegezve az Osszes szakas hozzdjaruldsat a kovetkezd

Osszefliggéshez jutunk:

F,.(t) = C/Oo Io- IRF(t') - S dt = C/OO IRF(t") - f(t —t)dt', (7)
0 —00
amit normalva
fm(t) = C/ IRF(t') - f(t —t)dt )
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megkaptuk a kisérletileg mért fotoneloszlast. Tehat a mért fényjel az exponencidlis lecsengés és

a gerjesztd fényjel konvolicidjaként irhaté fel:

fm(t) = F(t) % IRE(2). ©)

4.2. Dekonvolucio

Ahhoz hogy a fluoreszcens molekula iddbeli viselkedését megkapjuk, a mért
fényjelet dekonvolicidval kell feldolgozni. Tudjuk azt, hogy két fiiggvény konvolicidjdnak

Fourier-transzformadltja a két fliggvény Fourier-transzformaltjdnak szorzataként irhaté fel:

FL @) +g0)} = F{f(1)} - F{a(t)}, (10)

ahol F{f(t)} a f(t) fuggvény Fourier-transzformdltja. Valamelyik fiiggvényt tehdt inverz

Fourier transzformdciéval (F ') dgy tudjuk visszafejteni, hogy:

(11

jiy -+ {FUO a0}

F{g(t)}

Tehét a fluoreszcens molekula iddbeli viselkedését a kovetkezoképpen tudjuk meghatarozni:

F{fa(0)
10 =7 Ry 1

A dekonvoliciéndl gyakran el6fordul, hogy a Fourier transzformélandé fiigvények zaja
miatt, a dekonvolicié sordn még zajosabb eredményt kapunk. A zaj csokkentésére Wiener

sz{r6t hasznalunk, amely a kovetkez6képpen alklamazunk:

fi = 5 { AZURFON_FUial0) | 03

|F{IRF(t)}|| + a« F{IRF(t)}

ahol a egy manudlisan bedllitott konstans.

4.3. Rekonvolucio

A rekonvolicié egy alternativ mdédszer a fluoreszcens élettartam meghatdrozdsira. A
dekonvolicidval ellentétben itt indirekt médon hatdrozzuk meg a fluoreszcens molekula idébeli

viselkedését [13].
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Els6 1épésben feltételeziink egy paraméteres modellt, példaul egy exponencidlis fliggvények
linedris kombinécidjat:
et m ey = Y e (14)

i=1
ahol ¢; az 7-edik exponencidlis fiiggvény amplitiddja, 7; pedig az :-edik exponencidlis lecsengés
karakterisztikus ideje.

Ezt kovetden kiszamitjuk a modell és a mért gerjesztd fényjel konvolicidjat, megkapva a

modell szerint jésolt fluoreszcens fényjelet:
(b 7, G) = [0 (7, )« TRF(L). (15)

Utols6 1épésben a modell és a mért fényjel kozotti eltérést minimalizaljuk, példaul a

legkisebb négyzetek mddszerével.

4.4. A fényjel zajanak sziirése

A mért fényjelben zaj is jelen van, ez a beszlirddd nem kivanatos fotonokbdl és a detektor
termikus zajabol adédik. Ezt gy tudjuk lekezelni, hogy a gerjesztést kikapcsolva futtatva
a mérést meghatarozzuk az alapzajt (hattérzajt) mindkét agra kiilon, amit a fényjelekbdl
kivonunk.

A statisztikai zaj mérsékelésére mozgdatlagot haszndlunk. Ez adott idéablakban (w) 1évo
értékek atlagolasat jelenti, igy csokkentve a véletlenszerli zaj hatdsat. A mozgdatlagot a
kovetkezSképpen szamithatjuk ki:

T; = — Xy, (16)
w

Az elemzés sordn az exponencidlis kitevOket keressiik, ezért tudnunk kell, hogy a mozgdatlag

nem modositja a kitevoket:

1 [thaAe T t+3At
[=— Ipe rdt = ——1Iye 7| °
At 1At At t—1A¢
T t At t | At
=——1] [e_?_? — @—?+?]
At? (I7)
— —&]0 [6_% — €+%i| e_é
= O - e %7

tehat csak egy ardnyossagi tényezdben valtozik.
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5.1. abra. Berendezés felépitése a gerjesztd impulzus alakjanak meghatarozasahoz.

5. Gerjeszto impulzus alakjanak meghatarozasa

A fluoreszcens viselkedés meghatarozasidhoz elengedhetetlen a gerjeszté6 impulzus
alakjanak ismerete. Ennek mér akkor nekildttunk amikor még LED-ekkel dolgoztunk. A
berendezésiinkben csak egyik dgat nézziik, a mdsikat nem hasznéljuk, ahogy az a 5.1. dbran
is lathato.

Eloszor egy egyszeri UV LED-del prébdlkoztunk. A vezérld fesziiltség kikapcsoldsa
utdn furcsdn hosszd lecsengést tapasztaltunk, joval hosszabbat, mint tipikus kisebbségi
toltéshordoz6 élettartam. A jelalak elsé ranézésre egy gyors lecsengés utdn kovetkezd
plato-szerd lecsengésbdl dllt, ezek forrasaként két kiiloboz6 jelenségre gyanakodtunk. Hogy
megnézzilk, mi lehet a kiillonboz6 lecsengések okozdja, a LED és az optikai szdl kozé

7 27

szinszlirGket tettiink. Ezen mérések kiértékelésekor ugy tekintettiik, hogy a gerjesztd jelalak
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5.2. dbra. A szinsziir6k ateresztoképesség. ) .
5.3. dbra. Az epoxygyanta tokozati UV LED

fényjele kiilonbozd szinszlirokkel.

Dirac-delta szerd, igy nem kellett dekonvoliciéval foglalkoznunk. Tovabba a fluoreszcens jel
maximum utdni részét exponencidlis fiiggvények Osszegével kozelitettiik:

Nc:cp
t

Proaen(t) = C- + Y Cie™ 7, (18)
0

ahol C, a hattérzaj, C; az egyes exponencidlis tagok amplitiddja, 7, pedig az egyes
exponencidlis tagok élettartama. A lassd lecsengés a hosszabb hulldmhosszi tartomanyokra
jellemzd és sok komponensti (10 ~ 120us), mig a rovidebb hulldimhosszud tartomdnyokban a
domindns élettartam konszisztensen 2pus koriili (5.3. dbra). A LED éltal kibocsétott fotonok
400nm koriiliek, a gyors lecsengést a LED-ben kikapcsolés utdni rekombinacids folyamatnak
tulajdonitottuk, mig a lassu lecsengést Osszetettsége €és nagy hulldmhossz tartomédnya miatt a
LED epoxy tokozatidnak fluoreszcens viselkedésének.

Hogy ennek a magyarazatnak bizonyossagat erdsitsiik, a hétkoznapi UV LED-et egy kvarc
tokozati UV LED-re cseréltiik. Tudva azt, hogy a kvarc tokozat nem fluoreszkél, a méréstdl azt
varjuk, hogy a gyors lecsengés legyen domindns, mig a lassu lecsengés kozel eltinjon. A kvarc
tokozatu LED esetében a gyors lecsengés valoban domindlt, ugyan az epoxy tokozati LED-nél
joval kisebb ~ 14ns é€lettartammal (5.4. dbra). Az élettartamok kozotti kiillonbség a LED-ek
kiilonboz6 parazitakapacitdsdbol adddhat, de ezt nem vizsgaltuk mélyremenden.

A berendezésiink szempontjabél fontos, hogy a gerjesztd jel ne tartalmazzon hasonlé vagy
nagyobb élettartamu komponenseket, mint a vizsgdland6 minta, mert megneheziti, ha nem pont
ellehetetleniti a vizsgdlni kivant fluoreszcens jelet (elkiilonithetetlenné teszi a nemkivanatos

és vizsgalandd lecsengéseket). Ez a probléma kikiiszobolhetd lett volna a gerjesztd fényjel
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5.4. abra. A kvarc tokozatd UV LED fényjele  5.5. 4bra. 500ns hosszisagi elektromos
500ns hosszusagu elektromos gerjesztéssel. pulzus éltal vezérelt 1ézer fényjele.

szlirésével, az epoxy tokozat esetében, de ahogy azt a kvarcled esetében lathattuk, a gyorsabbik
lecsengés élettartama sem idedlis a ns nagysdgrendii fluoreszcens élettartamok vizsgalatdhoz.
A gyorsabb ki és bekapcsolds érdekében a 1ézeres gerjesztést valasztottunk. Ugyanolyan 51
amplituddju 500n.s hosszusagu impulzussal gerjesztve sokkal jobb valaszideje van (5.5. abra).
A jobb vilaszideje miatt, a gerjesztés hosszusidgit egy egész nagysdgrenddel le
tudtuk csokkenteni. A lézeres gerjesztésnél is megjelenik egy lassi lecsengés ami nem
fluoreszcencidabol addédik, hanem feltehetéen az optikai ketrecben haszndlt kollimétor és
aszférikus lecséktdl. Ezek a lencsék infravoros és lathatd fényre vannak optimalizélva (feliiletiik
810nm hullamszosszisagu fényre tervezett tikkrozésgatlo réteggel van bevonva), igy ultraibolya
tartomanyban nagy visszaverdképeséggel rendelkeznek, igy egy rezondtorként miikodik. Ezt
kikuszobolhet6 lenne, ha a mostani lencséket az UV taromdnyban nagy ateresztoképességii

modellekre cserélnénk, de jelenleg ezek nem éllnak rendelkezésiinkre.
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6.1. édbra. A fluoreszcens és referencia  6.2. dbra. A fluoreszcens és referencia jel
jel nyers adatai. A ldthatosdg kedvéért a  normalt mozgéatlagolt adatai, logaritmikus
gerjesztési periédus 1/50-ed részét mutatjuk skalan.

6. Klorofilloldat fluoreszcenciaidejének vizsgalata

A berendezésiink mikodésének és a kiértékeld eszkozeink alkalmazhatésdgénak
demonstraldsara, klorofilloldat fluoreszcens élettartaménak meghatarozasat valasztottuk.

A méréshez a 3.1 dbran feltiintetett elrendezést haszndltuk, 1ézer gerjesztéssel. A klorofillt
cikdria levélbdl nyertiik ki, tomény metilalkoholban hagyva dzni. Miel6tt a méréshez hasznaltuk
volna, a klorofillt higitottuk, hogy a fluoreszcens fotonok kevésbé reabszordlédjanak, ezzel
novelve az optikai szdlba jutd fotonok szamat.

A jelgenerdtort 150kHz gerjesztési frekvencidji, 5V amplitidéji, 50ns hosszi
négyszogjelre allitottuk.

A fényjel j6 meghatdrozasdhoz a referenciadgban elegendd volt 10® gerjesztési ciklust
mérni, a fluoreszcens dgon viszont az alacsonyabb intenzitds miatt 10° ciklust kellett mérni.

Az lenne az elvérdsunk, a fluoreszcens jel konvolicids természete miatt, hogy az a gerjesztd
jelhez képest egy id6beli késéssel rendelkezzen, ami a 6.1 és 6.2 dbrdk alapjan teljesiil is,
viszont a két jel 0sszehasonlitdsakor azt is észrevettiik, hogy a maximum utdn a fluoreszcens
ag valasza gyorsabban lecsengett, a gerjesztd jelhez képest, ami nem magyardzhaté konvolicié
segitségével. Ahogy ezt a 5. fejezetben emlitettiik ez nagy valdszinliséggel a cage-ben levd
lencsék bevonata altal 1étrehozott rezondtorba csapdazott fotonoknak tulajdonithaté. Ezt a
jelenséget a jelenlegi berendezésiinkkel képtelenek vagyunk kikiiszobolni, de a jovobeli
fejlesztések soran érdemes lesz figyelembe venni. Az adatfeldolgozds soran ezt gy kezeltiik,
hogy eldobtuk a gerjesztd jeliink azon szakaszat, ahol ez a rezonans zaj domindlt.

A dekonvoliciéndl a Wiener-sziirés nem eredményezett érdemi javulast, ezért mell§ztiik
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6.4. abra. Dekonvolicié eredménye alapjan

6.3. dbra. A dekonvolici6 eredménye rekonstrudlt fluoreszcens jel és mért fényjelek
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6.5. dbra. A rekonvolicié eredményével rekonstrudlt fluoreszcens jel és mért fényjelek

alkalmazasat. Az igy kapott dekonvoludlt jel nagyon zajos volt, de igy is megkiséreltiink
exponencidlis illesztést végezni egy Aexp(—f) + B alaki modellfiiggvénnyel (6.3. dbra). A
kapott élettartam habdr a varhat6é nagysdgrendi tartoményba esik, nem tartjuk til megbizhaténak
a dekonvoludlt jel zajossdga és a modellfiiggvény erdltetettsége (B paraméter) miatt.

A rekonvoluciét a 4. fejezetben bemutatott modszerrel végeztiik el, a 6.5. dbran lathatd
eredménnyel.

Az eredményeket Osszehasonlitva a szakirodalomban taldlhaté értékekkel j6 tartomdnyban
vagyunk, a klorofill fluoreszcens élettartama 3 —7ns kdzott mozog fliggden a koncentraciétol[8]
az oldészertSI[10], és a klorofill tipusatdl (a vagy b). Az eredmények jo nagysdgrendiek
ugy a dekonvolicié (7p = 4.68ns), mint a rekonvolicid (7g = 3.36ns) mddszerrel, de

a rekonvolicié eredménye megbizhatobb és j6 egyezést mutat a szakirodalomban taldlhat6

19



——=- Sajat mérés (rekonvolucié)
——=- Sajat mérés (dekonvolicid)

Klorofill fluorescnes életidé [ns]

Oldészer

6.6. dbra. A sajat mérés (metanolban oldott klorofill) eredményének 0Osszehasonlitdsa
szakirodalommal[10]

3.3 £ 0.1ns értékkel[8, 10] metilalkoholban.
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7. Osszegzés és jovobeli kilatasok

A dolgozatban egy iddkorreldlt egyfotonszdmldlé (TCSPC) berendezés miikodését,
megépitését, hozzd tarsuld adatfeldolgozdsi modszereket és miikodésének demonstralasat
mutattuk be. A rendszer tervezése sordn elsddleges tervezési szempontként jelent meg a gyenge,
alacsony koncentraciéji mintdkbdl szarmazo fluoreszcens jelek detektéldsa, és a berendezés
modularitdsa, hogy a jovébeli fejlesztések sordn konnyen bodvithetd legyen.

A megépitett berendezés harom {6 részbdl all: a gerjesztd fényforrdsbdl, a detektorokbdl és
az jelszamlalo elektronikdbdl. A megfeleld gerjeszd fényforrds kialakitdsidhoz tobb megoldést
is kiprobéltunk (UV LED, Iézerdiéda), végiil a 405nm-es ézerdidda megfeleld valaszidot és
intenzitdst biztositott. Detektoraink az ID Quantique ID120-STD SPAD tipusai voltak, ezek
beallitdsakor folottébb nagy figyelmet forditottunk a zajszint minimalizaldsdra, a detektorokat
hitve —40°C*-ra és egy sajat tervezésli arnyékoldval. A detektorok &ltal kiildott TTL szinti
digitalis impulzusok feldolgozasara egy Cronologic TimeTagger4 szamlalot hasznaltunk. Ennek
vezérlésére a gyarto altal biztositott példaprogrambdl kiindulva sajat C/C++ programot irtunk,
amely a szdml4lo6 altal kiildott adatokat feldolgozta, és a megfeleld formdtumban elmentette.

A mért statisztikdk kiértékelését de- és rekonvoliciés moddszerekkel végeztiik el.
Tapasztalatunk alapjan a rekonvolici6 megbizhatébb eredményeket ad, mint a dekonvolucid,
mivel az ut6ébbi sordn a mérési zaj jelentdsen torzitotta az eredményt.

A berendezés ¢és adatfeldolgozé programunk miikddését klorofilloldat fluoreszcens
élettartamanak meghatdrozdsaval demonstraltuk. A kapott eredményeket a szakirodalomban
taldlhaté értékekkel Osszehasonlitva nagysagrendileg helyesek, a klorofill fluoreszcens
élettartama 3—7ns k6zott mozog, a kapott eredmények pedig 4.68ns dekonvolicidval €s 3.36ns
rekonvolidcidval. A rekonvolicié eredménye megbizhatdbb, és taldl a szakirodalomban taldlhaté
3.3 £ 0.1ns értékkel metil-alkoholban.

A berendezésiink és a hozz4 tartoz6 adatfeldolgoz6 programunk jol miikodik, de a jovobeli
fejlesztések sordn érdemes lenne figyelembe venni a referenciadgon fellépd fotoncsapdazas
miatti jeltorzuldst, ami megoldhaté ebben az 4g optikai cage-ében levd lencsék cseréjével.
Tovabbd a berendezés haszndlatit lehetdvé tenni azdltal, hogy a felhaszndldbaratabb,
konnyebben konfiguralhatd, els6 1épésben konzolos, késdbb grafikus felhasznaléi feliiletet
készitiink a vezérlprogramhoz. Erdemes lenne a fluoreszcens minta kémcsovének rogzitését
szabvanyositani, megel6zve a mintdk elmozduldsat, esetleg berendezésre valé kiomlését

figyelmetlenség miatt.
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8. Fiiggelék

8.1. Alkatrészlista

Alkatrész Meg;j.

Tektronix AFG 3252 Arbitrary function generator

Tektronix DPO 3032 Oscilloscope

Ampul laser diode, 405nm, 20mW, diameter 5.6mm

Thorlabs Kinematic Mirror Mount for 1" Optics with Post-Centered Front Plate, | 1ézer

M4 Taps (KM100CP/M) rogzitéséhez
+ 3DP adapter

Thorlabs EBP1 - Economy 30:70 Beamsplitter, @1", AOIL: 45°

Thorlabs LMR1.5/M - Lens Mount with Retaining Ring for @#1.5" Optics, M4

Tap

LEYBOLD 472 401 Polarization filter 2 pcs

Band color filter from a projector disassembly

Thorlabs M421.02 - @50 um, 0.22 NA, Low OH, FC/PC-FC/PC Fiber Patch | 2 pcs

Cable, 2 m Long

Thorlabs Cage Assembly Rod, 8" Long, @6 mm, 4 Pack (ER8-P4) 1 pcs/SPAD

Thorlabs @25.0 mm Pedestal Pillar Post, M6 Taps, L = 50 mm (RS2P/M)

Thorlabs Clamping Fork, 1.24" Counterbored Slot, Universal (CF125)

Thorlabs Kinematic, SM1-Threaded, 30 mm-Cage-Compatible Mount for @1" | 1  pcs/SPAD

Optic, Metric (KC1T/M)

Thorlabs SM1-Threaded Adapter for @11 mm, >0.35" (8.9 mm) Long Cylindrical
Components (AD11F)

Thorlabs 780 nm, f = 11.07 mm, NA = 0.26 FC/PC Fiber Collimation Pkg

(Osszesen 3)

Thorlabs Z-Axis Translation Mount, 30 mm Cage Compatible (SM1ZA) 1 pcs/SPAD
Thorlabs SM1 to M9 x 0.5 Lens Cell Adapter (S1TM09)

Thorlabs f = 11.00 mm, NA = 0.26, WD = 6.91 mm, Mounted Aspheric Lens,

ARC: 650 - 1050 nm (A220TM-B)

ID Qunatique ID120 Single Photon Avalanche Diode (SPAD) 2 pcs

Cronologic Timetagger4 Time-to-Digital converter

1. tdblazat. F6bb alkatrészek és mér6eszkozok listdja
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8.2. Tervrajzok

A kovetkezd oldalakon megtaldlhat6 az optikai cage-et arnyékol6 alkatelemek rajzai:
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8.3. Illesztoprogram

Az aldbbiakban a Timetagger4 szamlalot vezérld a gyarté példaprogramjabol[S] kiinduld
C++ kéd lathato:

// timetagger4_user_guide_example.cpp : Example application for the
«» TimeTagger4

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <chrono>

#include <thread>

#include <fstream>

#include "TimeTagger4_interface.h"

// If true the time tagger triggers a start periodically

// The time difference of signals on channel A are measured

// else start signal either from input or tiger is used (see below)

// frequency of start signal is printed and the hits are sampled

const bool USE_CONTINUOUS_MODE = false;

const bool USE_TIGER_START = false; // if false, external signal
< must be provided on start; not applicable if continuous mode is

—» enabled

const bool USE_TIGER_STOPS = true; // if false please connect
< signals to some of channels A-D

#define MAX_BIN 250000 // divide by two to get the period in us
timetagger4_device * initialize_timetagger(int buffer_size, int
< board_id, int card_index) {

// prepare initialization

timetagger4_init_parameters params;

timetagger4_get_default_init_parameters(&params) ;
params.buffer_size[0] =

< buffer_size; // size of the
— packet buffer

params.board_id =

— board_id;

< value copied to "card" field of every packet, allowed range

— 0..255

params.card_index =

— card_index; //
— which of the TimeTagger4 board found in the system to be

~ used

int error_code;
const char * err_message;

30

//



timetagger4_device * device = timetagger4_init(&params,
- &error_code, &err_message);
if (error_code != CRONO_OK) {
printf("Could not init TimeTagger4 compatible board:
— %s\n", err_message);
return nullptr;
}
timetagger4_static_info static_info;
timetagger4_get_static_info(device, &static_info);
bool timeTaggerNG = static_info.board_revision >= 7;
if (USE_CONTINUOUS_MODE && !timeTaggerNG) {
printf("Cannot use continuous mode with TimeTagger
— 1G/2G: %s\n", err_message);
timetagger4_close(device);
return nullptr;

return device;

}

int configure_timetagger(timetagger4_device * device) {
// prepare configuration
timetagger4_static_info static_info;
timetagger4_get_static_info(device, &static_info);
timetagger4_configuration config;
// fill configuration data structure with default values
// so that the configuration is valid and only parameters
// of interest have to be set explicitly
timetagger4_get_default_configuration(device, &config);

// set config of the 4 TDC channels
for (int i = 0; i < 1; i++)
// for (int 1 = 0; i < TIMETAGGER4_TDC_CHANNEL_COUNT; i++)
{
// enable recording hits on TDC channel
config.channel[i].enabled = true;

// define range of the group
config.channel[i].start = 0; // range begins
— right after start pulse
if (!USE_CONTINUOUS_MODE) {
config.channel[i].stop = MAX_BIN; //
— recording window stops after ~15 us

else {
config.channel[i].stop = 0x7fffffff; // trigger
— 1s independent of stops
// set to maximal value
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}

// measure only rising edge for tiger (positive) pulse
— or falling for user (negative) pulse

// config.trigger[TIMETAGGER4_TRIGGER_A + i].falling =
— USE_TIGER_STOPS ? 0 : 1;

// config.trigger[ TIMETAGGER4_TRIGGER_A + i].rising
— USE_TIGER_STOPS ? 1 : O;
config.trigger[TIMETAGGER4_TRIGGER_A + i].falling =
config.trigger[TIMETAGGER4_TRIGGER_A + i].rising =

=

}

// config.channel[1].enabled= true;
// config.channel[1l].start=0;

// config.channel[1].stop = 300000;
// config.trigger[1].falling = true;
// config.trigger[1].rising = true;

// generate an internal 25 kHz trigger, used for tiger and
- continuous mode

config.auto_trigger_period =

« (int) (static_info.auto_trigger_ref clock / 5000);
config.auto_trigger_random_exponent = 0;

// setup TiGeR

// sending a signal to the LEMO outputs (and to the TDC on the
- same channel)

// requires proper 50 Ohm termination on the LEMO output to work
« reliably

// width of the 12ns pulse in the auto_trigger clock periods
int pulse_width = (int) (12e-9 *
< static_info.auto_trigger_ref clock);

if ('USE_CONTINUOUS_MODE) {
// use 200 kHz auto trigger to generate

// generate above configured auto trigger to generate a
// signal with 12 ns pulse width on LEMO output Start
config.tiger_block[0].enable = 0; //USE_TIGER_START ? 1
- = 0;

config.tiger_block[0].start = 0;
config.tiger_block[0].stop = config.tiger_block[0].start
< + pulse_width;

config.tiger_block[0] .negate = 0;
config.tiger_block[0].retrigger = 0;
config.tiger_block[0].extend = 0;
config.tiger_block[0].enable_lemo_output = 1;
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config.tiger_block[0].sources =
— TIMETAGGER4_TRIGGER_SOURCE_AUTO;
// if TiGeR is used for triggering with positive pulses
if (USE_TIGER_START)
config.dc_offset[0] =
«» TIMETAGGER4_DC_OFFSET_P_LVCMOS_18;
else // user input expect NIM signal
config.dc_offset[0] =
—»  TIMETAGGER4_DC_OFFSET_P_TTL;

// start group on falling edges on the start channel 0
config.trigger [ TIMETAGGER4_TRIGGER_S].falling =
«» USE_TIGER_START ? 0 : 1;
config.trigger[TIMETAGGER4_TRIGGER_S].rising =
— USE_TIGER_START ? 1 : 0;

} else {
// Auto trigger is used as a start signal
config.tdc_mode = TIMETAGGER4_TDC_MODE_CONTINUOUS;

}

for (int i = 1; i < TDC4_TIGER_COUNT; i++) {
config.tiger_block[i].enable = 0; // USE_TIGER_STOPS ? 1
- 0;
config.tiger_block[i].start = i * 100;
config.tiger_block[i].stop = config.tiger_block[i].start
< + pulse_width;
config.tiger_block[i].negate = 0;
config.tiger_block[i].retrigger = 0;
config.tiger_block[i].extend = 0;
config.tiger_block[i].enable_lemo_output =
—  USE_TIGER_STOPS ? 1 : 0;
config.tiger_block[i].sources =
<, TIMETAGGER4_TRIGGER_SOURCE_AUTO;

if (USE_TIGER_STOPS)
config.dc_offset[i] =
— TIMETAGGER4_DC_OFFSET_P_LVCMOS_18;
else // user input expect NIM signal
config.dc_offset[i] =
«» TIMETAGGER4_DC_OFFSET_P_TTL;

// this is not related to the tigers, but uses the same
— 1indexing (0 is start)

// optionally increase input delay by 10 * 200 ps for
—» each channel on new TT

// config.delay_config[i].delay = i * 10;
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// write configuration to board
return timetagger4_configure(device, &config);

void print_device_information(timetagger4_device * device,
< timetagger4_static_info * si, timetagger4_param_info * pi) {
// print board information
printf("Board Serial : %d.%d\n", si->board_serial >> 24,
— si->board_serial & Oxffffff);
printf("Board Configuration : %s\n",
— timetagger4_get_device_name(device));

printf("Board Revision : %d\n", si->board_revision);
printf("Firmware Revision : %d.%d\n", si->firmware_revision,

< si->subversion_revision) ;

printf("Driver Revision : %d.%d.%d\n", ((si->driver_revision

< >> 16) & 255), ((si->driver_revision >> 8) & 255),

— (si->driver_revision & 255));

printf("Driver SVN Revision : %d\n", si->driver_build_revision);
printf("\nTDC binsize : %0.2f ps\n", pi->binsize);

double last_abs_ts_on_a = 0;
int64_t last_group_abs_time = 0;

int64_t processPacket(volatile crono_packet *p, bool print,
< timetagger4_static_info *si, timetagger4_param_info *pi, uintl6_t
<~ *stats_rising, uintl6_t *stats_falling, uintl6_t
« *stats_rising_first, uintl6_t *stats_falling_first) {
// do something with the data, e.g. calculate current rate
int64_t group_abs_time = p->timestamp;
if (!USE_CONTINUOUS_MODE) {
// group timestamp increments at binsize, but we see
— only a fraction of the packets (every update_count)
double rate = 1lel2 / ((double) (group_abs_time -
« last_group_abs_time) * pi->packet_binsize);
if (print && last_group_abs_time > 0 && p->length>0) {
printf("\r%.6f kHz", rate / 1000.0);
// ...or print hits (not a good idea at high
- data rates,
printf("Card %d - flags %d - length %d - type %d
— - TS %lu\n", p->card, p->flags, p->length,
< p->type, p->timestamp);
}

last_group_abs_time = group_abs_time;
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}

int hit_count = 2 * (p->length);
// Two hits fit into every 64 bit word. The second in the last

—

word might be empty

// This flag tells us, whether the number of hits in the packet

—

is odd

if ((p->flags & TIMETAGGER4_PACKET_FLAG_ODD_HITS) != 0)
hit_count -= 1;

uint32_t* packet_data = (uint32_t*) (p->data);
uint32_t rollover_count = 0;

//

uint64_t rollover_period_bins = si->rollover_period;

for (int i = 0; i < hit_count; i++)

{

uint32_t hit = packet_data[i];
uint32_t channel = hit & 0xf;

// extract hit flags

uint32_t flags = hit >> 4 & 0xf;

if ((flags & TIMETAGGER4_HIT_FLAG_TIME_OVERFLOW) != 0) {

else {

// this is a overflow of the 23/24 bit counter)
rollover_count++;

// extract channel number (A-D)
char channel_letter = 65 + channel;

// extract hit timestamp
uint32_t ts_offset = hit >> 8 & Oxffffff;

// Convert timestamp to ns, this is relative to
— the start of the group
uint64_t ts_offset_index = ts_offset +
— rollover_count * rollover_period_bins;
if(ts_offset_index<MAX_BIN){
if(flags & TIMETAGGER4_HIT_FLAG_RISING)
— stats_rising[ts_offset_index]++;
else stats_falling[ts_offset_index]++;
if(d == 0){
if(flags &
<. TIMETAGGER4_HIT_FLAG_RISING)
« stats_rising_first[ts_offset_index]++;
else
< stats_falling first[ts_offset_index]++;
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}

else{
printf("ERROR: bigger binsize needed");
}

double ts_offset_ns = (ts_offset_index) *
< pi->binsize / 1000.0;

if (USE_CONTINUOUS_MODE) {
if (channel == 0)

{
// compute the absolute time by
<> adding the group time in ns
double abs_ts_on_a =
<~ (group_abs_time *
— pi->packet_binsize) / 1000 +
— ts_offset_ns;
double diff = abs_ts_on_a -
- last_abs_ts_on_a;
if (last_abs_ts_on_a > 0 &&
< print) {
printf("Time difference
. between hits on A
o %.1f ns\n", diff);
}
last_abs_ts_on_a = abs_ts_on_a;
}
3
else {
if (print)
printf("Hit on channel %c -
— flags %d - offset %u (raw) /
%.1f ns\n", channel_letter,
— flags, ts_offset,
< ts_offset_ns);
}

ks
}
return group_abs_time;

}

int main(int argc, char®* argv[]) {
printf("cronologic timetagger4: %s\n",
— timetagger4_get_driver_revision_str());
timetagger4_device* device = initialize_timetagger(12 * 1024 *
— 1024, 0, 0);
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if (device == nullptr) {
exit(l);
}
int status = configure_timetagger(device);
if (status != CRONO_OK) {
printf("Could not configure TimeTagger4: %s",
— timetagger4_get_last_error_message(device));
timetagger4_close(device);
return status;
}
timetagger4_static_info static_info;
timetagger4_get_static_info(device, &static_info);

timetagger4_param_info parinfo;
timetagger4_get_param_info(device, &parinfo);

print_device_information(device, &static_info, &parinfo);

// configure readout behaviour

timetagger4_read_in read_config;

// automatically acknowledge all data as processed
// on the next call to timetagger4_read()

// old packet pointers are invalid after calling
< timetagger4_read()
read_config.acknowledge_last_read = 1;

// structure with packet pointers for read data
timetagger4_read_out read_data;

// start data capture
status = timetagger4_start_capture(device);
if (status != CRONO_OK) {
printf("Could not start capturing %s",
— timetagger4_get_last_error_message(device));
timetagger4_close(device);
return status;

// start timing generator
timetagger4_start_tiger(device);

// some book keeping

int packet_count = 0;

int empty_packets = 0;

int packets_with_errors = 0;
int get_packet_count = 200;
bool last_read_no_data = false;
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uintl6_t stat_rising[MAX_ BIN];
uintl6_t stat_falling[MAX_BIN];
uintl6_t stat_rising_first[MAX_BIN];
uintl6_t stat_falling first[MAX_BIN];

for(int i = 0; i<MAX_BIN; i++) {
stat_rising[i]=0;
stat_falling[i]=0;
stat_rising_first[i]=0;
stat_falling_first[i]=0;
}

std::ofstream of;

int64_t group_abs_time = 0;
int64_t group_abs_time_old = 0;
int update_count = 100;

int save_count = 100;

bool no_data_printed = false;

if (argc>1){
get_packet_count = atoi(argv[1l]);
}

save_count = get_packet_count/10;
update_count = get_packet_count/10;

// read 10000 packets
printf("Reading %d packets\n", get_packet_count);
// printf("Press Ctrl-C to stop\n');
// loop until all packets are read
while (packet_count < get_packet_count)
{
// get pointers to acquired packets
status = timetagger4_read(device, &read_config,
— &read_data);
// printf("Status: %d\n", status);
if (status != CRONO_OK) {
std::this_thread::sleep_for(std: :chrono
//to avoid a lot of lines with no data
if ('no_data_printed) {
printf(" - No data! -\n");
no_data_printed = true;

else
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// iterate over all packets received with the
— last read
volatile crono_packet® p =
. read_data.first_packet;
while (p <= read_data.last_packet)
{
// printf is slow, so this demo only
- processes every nth packet
// your application would of course
< collect every packet
bool print = packet_count % update_count

- == O;
bool save = packet_count % save_count ==

processPacket( p, print, &static_info,
- &parinfo, stat_rising, stat_falling,
— stat_rising_first,
«— stat_falling_first);
no_data_printed = false;
p = crono_next_packet(p);
// printf("\n%d\n", packet_count);
packet_count++;
if (save){
of.open("out_rising.txt");
// of.open("out_rising.txt",
— std::ios_base::app);
of<<packet_count;
for(int i=0; i<MAX_BIN; i++){
of<<"\t"<<stat_rising[i];
3
of<<"\n";
of.close();

of.open("out_rising_first.txt");

// of.open("out_rising.txt",

— std::ios_base::app);

of<<packet_count;

for(int i=0; i<MAX_BIN; i++){
of<<"\t"<<stat_rising_first[i];

}

of<<"\n";

of.close();

of.open("out_falling.txt");
// of.open("out_falling.txt",
— std::ios_base::app);
of<<packet_count;

for(int i=0; i<MAX_BIN; i++){
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}

of<<"\t"<<stat_falling[i];
}
of<<"\n";
of.close();

of.open("out_falling_first.txt");

// of.open("out_falling.txt",

< std::ios_base::app);

of<<packet_count;

for(int i=0; i<MAX_BIN; i++){
of<<"\t"<<stat_falling_first[i];

3

of<<"\n";

of.close();

// shut down packet generation and DMA transfers
timetagger4_stop_capture(device);

// deactivate timetagger4
timetagger4_close(device);
return 0;

8.4. Kiértékel6 program

import numpy as np

import scipy.signal as signal
import scipy.optimize as opt

from scipy.stats import linregress
import warnings

def load_data(
dir,
log=False,
exc_freqg=1e3,
bin_size=0.5e-9,
noise_level=0

Loads and processes photon arrival histogram data from measurement

o files.

Parameters:

dir (str): Directory containing measurement files.
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log (bool): If True, prints summary information.
exc_freq (float): Excitation frequency in Hz.

bin_size (float): Time bin size in seconds.

noise_level (float): Noise level to subtract from data.

Returns:
time (np.ndarray): Time array for one excitation period.
normalized_rising_all (np.ndarray): Normalized photon counts per
— bin.

# nyers adatok betoltese fajlokbol

rising_first_raw = np.loadtxt(dir + '/out_rising_first.txt')

falling_first_raw = np.loadtxt(dir + '/out_falling_ first.txt')

rising_all_raw = np.loadtxt(dir + '/out_rising.txt')

falling_all_raw = np.loadtxt(dir + '/out_falling.txt")

# hisztogram adatok kinyerese (elso elem kihagyasa, ami a
— ciklusszam)

rising_first = rising_first_raw[1:]

falling first = falling_first_raw[1:]

rising_all = rising_all_raw[1:]

falling_all = falling_all_raw[1:]

# gerjesztesi ciklusok szama
excitation_cycles = int(rising_first_raw[0])

# meresi konzisztencia ellenorzese

if not (
rising_first_raw[0] == falling_first_raw[0] ==
rising_all_raw[0] == falling_all_raw[O0]

raise ValueError("Gerjesztesi ciklusok szama nem egyezik meg!"

if rising_all.sum() != falling_all.sum(Q):
warnings.warn("Csomagvesztesi kockazat az 'all' blokkban!",
<~ RuntimeWarning)

if rising_first.sum() != falling first.sum():
warnings.warn(''Csomagvesztesi kockazat az 'first' blokkban!",
< RuntimeWarning)

reldiff = (rising_all.sum() - rising first.sum()) / rising_all.sum()
if reldiff > 0.01:
warnings.warn(
"Tulszaturacio kockazatos, az 'first' es 'all' kozti elteres
— meghaladja 1%-t",
RuntimeWarning
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def

# normalizalas ciklusonkent
normalized_rising_all = rising_all / excitation_cycles

# csak a relevans [0, periodus] intervallum kivalasztasa
bin_number = normalized_rising_all.shape[0]

period = 1 / exc_freq

time = np.arange(bin_number) * bin_size

normalized_rising_all = normalized_rising_all[time <= period]
time = time[time <= period]

# zajszint kivonasa, ha meg van adva

if noise_level > 0O:
normalized_rising_all = np.maximum(normalized_rising_all -
< nhoise_level, 0)

if log:
print()
print(£"Dir: {dir}")
print(f"Gerjesztesi ciklusok szama: {excitation_cycles:.2e}'")
print (f"Regisztralt fotonok szama 'all' blokkokban:
« {rising_all.sum():.2e}")
print(f"Regisztralt fotonok szama 'first' blokkokban:
« {rising_first.sum():.2e}")
print(f"'first' es 'all' blokkok kozti elteres:
« {reldiff*100:.2f} %")
print()

return time, normalized_rising_all

deconvolution(
fm,

irf,

ignore=None,
ignore_value=1e-9,
wiener=None

Performs deconvolution of a measured signal with an instrument
- response function (IRF).

Parameters:
f m (np.ndarray): Measured signal.
irf (np.ndarray): Instrument response function.

ignore (int or None): If set, replaces a region in the frequency

« domain with ignore_value.
ignore_value (float): Value to use in the ignored region.
wiener (float or None): Wiener filter parameter.
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Returns:
np.ndarray: Deconvoluted signal.
fft_ fm = np.fft.££t(£f_m)
fft_irf = np.fft.fft(irf)
tort = fft_f m / fft_irf

if wiener is not None:
irf_abs = np.abs(fft_irf)
# wiener szuro
return np.abs(np.fft.ifft(tort * (irf_abs / (irf_abs +
< wiener))))
if ignore is not None:
tort[ignore:-ignore] = ignore_value
res = np.abs(np.fft.ifft(tort))
return res

def rolling_average(time, data, window_size):

Computes a rolling average (moving average) of the data.

Parameters:
time (np.ndarray): Time array.
data (np.ndarray): Data array.
window_size (int): Window size for averaging.

Returns:

(np.ndarray, np.ndarray): (smoothed_time, smoothed_data)
smooth_data = np.convolve(data, np.ones(window_size) / window_size,
— mode="valid")
if window_size > 1:

# simitott idoablak szamolasa

smooth_time = time[(window_size-1)//2:-(window_size//2)]
else:

smooth_time = time
return smooth_time, smooth_data

if __name__ == "__main__":
# parameterek
bin_size = 0.5e-9 # 1 bin = 0.5 ns

exc_freq = 150e3  # gerjesztesi frekvencia
log = True

# zajszint meghatarozasa sotét meresekbol (nincs gerjesztes, nincs

- fluoreszcencia)
_, hoise_exc = load_data(
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'meresek/tcspc/uj/exc/dark_cunt',
log=log,

exc_freg=exc_freq,
bin_size=bin_size

)

_, hoise_flu = load_data(
'meresek/tcspc/uj/fluo/dark_cunt',
log=log,
exc_freg=exc_freq,
bin_size=bin_size

)

noise_exc.mean()
noise_flu.mean()

exc_noise_level
flu_noise_level

# foton eloszlasok betoltese meresekbol
time, exc = load_data(
'meresek/tcspc/uj/exc/1le8",
log=log,
exc_freg=exc_freq,
bin_size=bin_size,
noise_level=exc_noise_level
)
time, flu = load_data(
'meresek/tcspc/uj/fluo/1e9",
log=log,
exc_freg=exc_freq,
bin_size=bin_size,
noise_level=flu_noise_level

)

# normalizalas valoszinusegi eloszlassal
exc /= exc.sum()
flu /= flu.sum()

# simitas mozgdatlaggal

w = 20

_, exc = rolling_average(time, exc, w)
time, flu = rolling_average(time, flu, w)

# --- dekonvolucio ---

# csak az elso szelet elemzese (t_max-ig)
t_max le-6

i_max = int(t_max / bin_size)
local_time_array = time[:i_max]

local_exc = exc[:i_max]

local_£flu = flu[:i_max]
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deconvoluted_signal = deconvolution(
local_f£flu,
local_exc,
ignore=170,
ignore_value=1e-4

# exponencialis lecsenges illesztese a dekonvolvalt jelre
def exp_decay(t, A, tau, O:
return A * np.exp(-t / tau) + C

popt, pcov = opt.curve_fit(
exp_decay,
local_time_array,
deconvoluted_signal,
p0=[1, 4e-9, 0]

)

fit_curve = exp_decay(local_time_array, *popt)

print ("Dekonvoliucié eredménye:")

print(£f"Jellemz6 id6 (tau): {popt[1]*1e9:.2f} ns')

perr = np.sqrt(np.diag(pcov))

for i, (param, err) in enumerate(zip(popt, perr)):
print(f"Parameter {i}: {param:.3e} + {err:.3e}
« ({err/abs(param)*100:.2f3}%)")

# --- rekonvolucio (modell ellenorzes) ---

t_test_interval = 0.6e-7
t_test = time[:int(t_test_interval / bin_size)]

def model_convoluted_decay(t, tau, c):

Model: convolution of excitation with exponential decay.

# konvolucio az exc jellel es exponencialis lecsengessel
f m = signal.convolve(

exc,
c * np.exp(-t / tau),
mode="full'

d[:1len(t_test)]
return f_m

popt, pcov = opt.curve_fit(
model_convoluted_decay,

t_test,
flu[:len(t_test)],
p0=[le-7, 1]
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)

print ("Rekonvolucié eredménye:")

print(f"Fitted tau: {popt[0]:.2e} s = {np.sqrt(pcov[0,0]):.2e}")
print(f"Fitted c: {popt[1]:.2e} = {np.sqrt(pcov[1l,1]):.2e}")
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