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Vibrationszirkulardichroismusanalyse eines Analyten,
die umfasst:

eine Laserlichtquelle (2) zum Bereitstellen eines
Laserstrahls (3);
einen Strahlenteiler (5) zum Teilen des Laserstrahls

(3) in einen Probenstrahl (6a) und einen
Referenzstrahl (6b);
einen Modulator (11) zum Modulieren der

Polarisation des Probenstrahls (6a) und wahlweise
des Referenzstrahls (6b);

eine Probenzelle (14a) und eine Referenzzelle
(14b);

einen Probendetektor (15a) zum Detektieren des
Probenstrahls (6a) und Erhalten eines
Probenstrahlsignals, das einer Intensitdt des
Probenstrahls (6a) entspricht;

einen Referenzdetektor (15b) zum Detektieren des

Referenzstrahls (6b) und  Erhalten eines
Referenzsignals, das einer Intensitit des
Referenzstrahls (6b) entspricht;

einen Subtrahierer (16) zum Bilden eines
Differenzsignals des Probensignals und des
Referenzsignals. Dariiber hinaus ein

entsprechendes Verfahren.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Vibrationszirkulardichrois-
musanalyse eines Analyten.

[0002] Die Zirkulardichroismusspektroskopie (CD-Spektroskopie) bezieht sich auf die differenti-
elle Absorbanz von Licht und rechtszirkularem polarisiertem Licht durch eine Probe. Daher kann
sie bei der Untersuchung von stereochemisch relevanten Molekillen in Lésung verwendet wer-
den. Ein Teilgebiet dieses Forschungsbereichs ist der Vibrationszirkulardichroismus (VCD), der
sich mit Vibrationsiibergangen befasst, groBtenteils im Mittelinfrarotbereich (MIR). Dieser Bereich
umfasst viele Bander, die fiir organische molekulare Bindungen charakteristisch sind, wodurch er
sich fur eine breite Anwendung in stereochemischen und biologischen Studien eignet. Im IR-
Bereich liegen die beobachteten Absorptionsdifferenzen in der Regel zwischen 10* und 10°S.
Darliber hinaus sind viele Lésungsmittel in dem Bereich von Interesse stark absorbierend,
wodurch der spekirale Durchsatz verringert und die Verwendung von sehr kurzen Strahlengang-
langen in der herkdmmlichen MIR- Absorptionsspektroskopie bedingt wird. Diese Charakteristika
stellen erhebliche Nachteile dar, da schwache Signale unter vergleichsweise hohen Rauschpe-
geln zu detektieren sind. Kommerzielle Instrumente, die hauptséchlich auf Fourier-Transforma-
tions-Infrarotspektrometern (FT-IR) basieren, arbeiten mit der Mittelung wiederholter Abtastun-
gen, um in VCD-Messungen annehmbare Signal-Rausch-Verhaltnisse zu erzielen, die eine an-
gemessene Auslegung der Spektren ermdglichen, wobei diese haufig zu Messzeiten von mehre-
ren Stunden pro Probe fiihren.

[0003] Durch diesen Nachteil gibt es stetige Bemiihungen, sowohl das Interferometerdesign als
auch die allgemeine VCD-Geratschaft zu verbessern, um Rauschpegel zu senken und Artefakte
zu verringern. Bei der VCD-Geratschaft konnten Artefakte durch sorgfaltiges optisches Design
und Polarisationsmodulationsschemata unterdriickt werden (siehe Nafie, L. A. Dual Polarization
Modulation: A Real-Time, Spectral-Multiplex Separation of Circular Dichroism from Linear Biref-
ringence Spectral Intensities. Appl. Spectrosc. 2000, 54 (11), 1634-1645).

[0004] Gleichzeitig wurde die Mittel-IR-Spektroskopie in Bezug auf die Empfindlichkeit durch die
Verwendung neuartiger abstimmbarer Lichtquellen im Allgemeinen stark verbessert. Insbeson-
dere erméglichte hier die Einflihrung von brillanten Quanten-Kaskaden-Lasern mit externem Re-
sonator die Verwendung langerer Strahlenganglangen und fihrte zu einer héheren Empfindlich-
keit und geringeren Nachweisgrenzen (siehe: Akhgar, C. K.; Ramer, G.; Zbik, M.; Trajnerowicz,
A.; Pawluczyk, J.; Schwaighofer, A.; Lendl, B. The Next Generation of IR Spectroscopy: EC-QCL-
Based Mid-IR Transmission Spectroscopy of Proteins with Balanced Detection. Anal. Chem.
2020, 92 (14), 9901-9907). Ein logischer Schritt bestand darin, Quanten-Kaskaden-Laser (QCL)
mit einem VCD-Aufbau zu kombinieren. S. Liideke, M. Pfeifer und P. Fischer, J. Am. Chem. Soc.,
2011, 133, 5704-5707, stellten einen Vergleich zwischen einem spezifischen QCL-basierten Auf-
bau und einem kommerziellen FTIR-VCD-Instrument an, wobei sie die Eignung von QCLs fir
einen VCD aufzeigten.

[0005] Mittelinfrarotlaser, wie z. B. QCLs, bieten eine hochbrillante und polarisierte Strahlung,
wodurch sogar bei stark absorbierenden Losungsmitteln, wie Wasser, langere Weglangen még-
lich sind, wodurch die Probenabsorbanz erhéht und die Handhabung von Proben vereinfacht
wird. Sie bringen jedoch zuséatzliches Rauschen in das System ein, das bei klassischen Quellen
thermischen Lichts nicht vorhanden ist. Rauschen in Laserquellen kann die Form von Schwan-
kungen von Impuls zu Impuls, Intensitdtsabwanderungen, spektralem Fehlabgleich durch fehler-
hafte Gitterbewegungen und niederfrequentem Rauschen annehmen, wodurch die Ergebnisse
eines VCD negativ beeinflusst werden. Aus diesem Grund ist es bislang nicht gelungen, die Mess-
zeit im Vergleich zu FTIR-Systemen mit unveréanderten Rauschpegeln zufriedenstellend zu ver-
kirzen.

[0006] Ferner zeigen M. Bonmarin und J. Helbinj, "A picosecond time-resolved vibrational circular
dichroism spectrometer”, Opt. Lett. 33, 2086-2088 (2008), ein VCD-System, bei dem ein Infrarot-
laserimpuls durch einen Strahlenteiler geteilt wird. Ein Strahl wird durch einen spannungsopti-
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schen Modulator moduliert und durch eine Probe geleitet. Beide Strahlen werden detektiert. Da
der Referenzstrahl jedoch keine Referenz durchlauft, ist mit diesem Schema keine exakte Besei-
tigung von Rauschen mdoglich. Auf diese Weise werden die Absorbanzeffekte, die sich aus dem
Lésungsmittel sowie aus polarisationsabhangigen Strahlenteilungsartefakten ergeben, nicht kor-
rigiert. DarUber hinaus wird nur jeder 50. Zyklus des spannungsoptischen Modulators verwendet.
Ein weiteres VCD-Verfahren zeigt die EP 38653852 A1. Dabei wird ein Doppelkamm durch Uber-
lagerung der Ausgénge von zwei Quantenkaskadenlaserquellen erzeugt. Jedoch wird auch bei
diesem Verfahren keine Referenz durchlaufen.

[0007] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, einen oder mehrere der Nachteile
im Stand der Technik zu mindern bzw. zu beseitigen. Insbesondere liegt eine Aufgabe der vorlie-
genden Erfindung darin, ein VCD-Verfahren und eine VCD-Vorrichtung mit verringertem Rau-
schen und/oder hbherer Zeitauflésung (d. h. mehr Messungen pro Zeiteinheit) bereitzustellen.

[0008] Dies wird durch ein Verfahren zur Vibrationszirkulardichroismusanalyse eines Analyten
erzielt, das die Schritte umfasst:

a) Erzeugen eines Laserstrahls in einer Wellenlange, vorzugsweise im Infrarotbereich;

b) Teilen des Laserstrahls in einen Probenstrahl und einen Referenzstrahl;
Modulieren der Polarisation des Probenstrahls;
Wechselwirkenlassen des Probenstrahls mit einer Probe;
Wechselwirkenlassen des Referenzstrahls mit einer Referenz;
) Messen der Intensitat des Probenstrahls, um ein Probensignal zu erhalten;

g) Messen der Intensitat des Referenzstrahls, um ein Referenzsignal zu erhalten;

h) Subtrahieren des Probensignals und des Referenzsignals, um ein Differenzsignal zu
erhalten

iy Zurickgewinnen einer polarisationsabhangigen Intensitatsveranderung, die durch den
Analyten eingebracht wird, aus dem Differenzsignal.

S N
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[0009] Dariiber hinaus wird dies durch eine Vorrichtung zur Vibrationszirkulardichroismusanalyse
eines Analyten erzielt, die umfasst:

- eine Laserlichtquelle zum Bereitstellen eines Laserstrahls;

- einen Strahlenteiler zum Teilen des Laserstrahls in einen Probenstrahl und einen Refe-
renzstrahl;

- einen Modulator zum Modulieren der Polarisation des Probenstrahls;

- eine Probenzelle, um den Probenstrahl mit einer Probe wechselwirken zu lassen, die
den Analyten umfasst;

- eine Referenzzelle, um den Referenzstrahl mit einer Referenz wechselwirken zu lassen;

- einen Probendetektor zum Detektieren des Probenstrahls und Erhalten eines Proben-
strahlsignals, das einer Intensitat des Probenstrahls entspricht;

- einen Referenzdetektor zum Detektieren des Referenzstrahls und Erhalten eines Refe-
renzsignals, das einer Intensitat des Referenzstrahls entspricht;

- einen Subtrahierer zum Bilden eines Differenzsignals des Probensignals und des Refe-
renzsignals.

[0010] Durch Implementieren einer Laserlichtquelle in Verbindung mit einem symmetrischen De-
tektionsschema (d. h. Teilen des Laserstrahls in einen Probenstrahl und einen Referenzstrahl
und Messen dieser sowie Bestimmen deren Differenz) kann die hohe Brillanz von Laserquellen
genutzt werden, ohne zusatzliches Rauschen in das System einzubringen, da Schwankungen
durch Messen des Referenzstrahls und Subtrahieren des Signals des Probenstrahls und des Re-
ferenzstrahls (d. h. des Probensignals und des Referenzsignals) ausgeglichen werden kdnnen.
Dadurch sind Messungen mit geringem Rauschpegel und signifikant héherer Zeitauflosung még-
lich und es werden potenziell neue Anwendungsmdéglichkeiten der VCD-Spektroskopie geschaf-
fen, insbesondere bei biopharmazeutischen Anwendungen.

[0011] Die Laserlichtquelle umfasst vorzugsweise einen (insbesondere abstimmbaren) Halb-
leiterlaser. Die Laserlichtquelle umfasst vorzugsweise einen Quanten-Kaskaden-Laser (QCL),
insbesondere einen QCL mit externem Resonator. Wahlweise umfasst die Laserlichtquelle einen
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Interband-Kaskaden-Laser (ICL). Der Laserstrahl wird vorzugsweise gepulst. Der Probendetektor
und der Referenzdetektor umfassen jeweils einen HgCdTe-Detektor (d. h. einen MCT-Detektor).
Wahlweise umfasst die Vorrichtung einen symmetrischen Detektor, wobei der symmetrische De-
tektor den Probendetektor, den Referenzdetektor und den Subtrahierer umfasst. Wahlweise weist
das symmetrische Modul einen ersten Ausgang fir das Referenzsignal, einen zweiten Ausgang
fir das Probensignal und einen dritten Ausgang fiir das Differenzsignal (das auch als symmetri-
sches Signal bezeichnet werden kann) auf. Wahlweise sind der Probendetektor und/oder der
Referenzdetektor mit einer Dunkelstromkompensation versehen.

[0012] Der Probenstrahl wird insbesondere derart moduliert, dass der Probenstrahl eine Veran-
derung dessen Grad der zirkularen Polarisation umfasst. Der Probenstrahl wird insbesondere
derart moduliert, dass er Zustéande von linearer, elliptischer und/oder zirkularer Polarisation auf-
weist. Wahlweise wird der Probenstrahl gemal einem Modulationszyklus moduliert, wobei der
Probenstrahl derart moduliert wird, dass er an einem Maximum und einem Minimum des Modu-
lationszyklus eine zirkulare Polarisation aufweist. Der Modulator kann so eingestellt sein, dass er
eine Viertelwellenverzégerung bei einer spezifischen Wellenzahl (z. B. bei 1666, 67 cm™, d. h. 6
um), insbesondere bei der Wellenzahl des Laserstrahls und insbesondere bei einem Maximum
und einem Minimum des Modulationszyklus des Modulators, erreicht. Wahlweise wird der Modu-
lator wahrend der Messung angepasst (z. B. um eine Viertelwellenverzégerung bei diversen ver-
schiedenen Wellenlangen zu erzielen, insbesondere bei einem Maximum und einem Minimum in
dem Modulationszyklus). Wahlweise umfasst die Probe ein Losungsmittel. Wahlweise umfasst
die Referenz ein Lésungsmittel. Vorzugsweise umfassen die Probe und die Referenz das gleiche
Losungsmittel. Wahlweise umfassen sowohl die Probe als auch die Referenz eine Feststoffprobe
(d. h. eine reine Feststoffsubstanz oder eine Mischung von Feststoffen, wie z. B. ein Pellet von
KBr und einem Analyten). Wahlweise umfassen die Probe und die Referenz ein Gas (d. h. ein
reines Gas oder ein Gemisch von Gasen, das einen Analyten in einem Matrixgas umfasst). Wahl-
weise umfasst nur die Probe den Analyten (d. h., wahlweise umfasst die Referenz den Analyten
nicht). Dieser Aufbau kann von einem Gehause umschlossen sein und/oder kann (konstant) mit
trockener Luft gespult werden, um eine Interferenz durch Wasserdampf wéahrend der Spektrums-
erfassung zu verhindern. Insbesondere sind das Verfahren und die Vorrichtung fiir eine Vibrati-
onszirkulardichroismusspektroskopie eines Analyten vorgesehen.

[0013] Der Infrarotbereich ist als Wellenlange zwischen 0,75 pm und 1.000 pum definiert. Wahl-
weise wird der Laserstrahl in Schritt a) bei einer Wellenldnge im Mittelinfrarotbereich erzeugt, der
als Wellenlange zwischen 2,5 pm und 50 um definiert ist. Der Strahlenteiler stellt einen Gbertra-
genen Strahl und einen reflektierten Strahl bereit, wobei einer davon als Probenstrahl und der
andere als Referenzstrahl verwendet wird. Der Strahlenteiler ist vorzugsweise ein 50/50-Strah-
lenteiler. Der Probenstrahl wird insbesondere auf die Probenzelle, oder spezifischer durch den
Modulator und die Probenzelle, auf den Probendetektor gerichtet, und der Referenzstrahl wird
insbesondere auf die Referenzzelle, oder spezifischer, durch die Referenzzelle auf den Referenz-
detektor gerichtet. Die Probenzelle und/oder die Referenzzelle sind vorzugsweise temperatursta-
bilisiert. Der Subtrahierer kann ein analoger Subtrahierer sein.

[0014] Wahlweise umfasst das Verfahren vorzugsweise dartiber hinaus den Schritt:
c1) Modulieren der Polarisation des Referenzstrahls (6b).

[0015] Wahlweise wird Schritt c1) im Wesentlichen gleichzeitig mit Schritt ¢) durchgefiihrt.

[0016] Wahlweise ist die polarisationsabhangige Intensitatsveranderung auf eine Differenz in der
Absorption von links- und rechtszirkular polarisiertem Licht in der Probe oder in dem Analyten
zurtickzufuhren.

[0017] Wahlweise wird ein Intensitatssignal aus dem Differenzsignal und dem Referenzsignal
und/oder dem Probensignal berechnet.

[0018] Wahlweise umfasst das Verfahren das Verwenden des Intensitatssignals zum Skalieren
der polarisationsabhangigen Intensitatsveranderung.

[0019] Mehr als einer der Schritte kann gleichzeitig durchgefiihrt werden. Vorzugsweise wird

3/24



AT 525 942 B1 2024-10-15

E o
gy

v 4

Ay

Schritt ¢) vor Schritt d) durchgefiihrt.

[0020] Wahlweise wird der Laserstrahl in Impulsen mit einer Laserfolgefrequenz (d. h. Laserpuls-
frequenz) erzeugt und wobei der Probenstrahl durch einen Modulator moduliert wird, der eine
Veranderung der Polarisation bewirkt, die geman einer Modulatorfrequenz periodisch oszilliert,
wobei die Laserfolgefrequenz wahlweise gleich oder gréBer als die Modulatorfrequenz ist. Die
Veranderung der Polarisation (d. h. die optische Verzdgerung), die der Modulator bei einem Strahl
bewirkt, der diesen durchlauft, oszilliert mit der Modulatorfrequenz. Darin umfasst jede Periode
der periodisch oszillierenden Veranderung der Polarisation ein Maximum und ein Minimum (d. h.
ein Maximum einer negativen Verzégerung) einer Veranderung der Polarisation (d. h. bewirkte
Verzégerung). Wahlweise umfassen die Maximalwerte und Minimalwerte eine links- bzw. rechts-
zirkulare Polarisation. Der Probenstrahl wird demnach durch einen Modulator moduliert, der in
Modulationszyklen arbeitet, die eine periodisch oszillierende Veranderung der Polarisation (d. h.
optische Verzdgerung) bewirken, wobei jeder Modulationszyklus ein Maximum und ein Minimum
beinhaltet, wobei zumindest ein Impuls des Laserstrahls in jedem der Modulationszyklen erzeugt
wird. Die Laserfolgefrequenz ist die Frequenz der Impulserzeugung durch die Laserlichtquelle.
Wahlweise ist die Laserfolgefrequenz zumindest das Zweifache der Modulatorfrequenz. Somit
kann ein Laserimpuls fiir jedes Minimum und jedes Maximum einer Veranderung der Polarisation
(d. h. Verzégerung), die durch den Modulator bewirkt wird, erzeugt werden. Wahlweise werden
Impulse zu spezifischen Zeitpunkten wahrend des Modulatorzyklus erzeugt, damit sie mit spezi-
fizierten Veranderungen der Polarisation (d. h. Verzdgerungen) zusammenfallen. Wahlweise sind
die spezifizierten Veranderungen der Polarisation (d. h. Verzdgerungen) die Maximum- und Mi-
nimumveranderung der Polarisation (d. h. Verzdgerung). Wahlweise entsprechen diese spezifi-
zierten Veranderungen der Polarisation (d. h. Verzégerungen) spezifischen resultierenden Pola-
risationszusténden, z. B. maximal links- und rechtszirkular polarisierten und/oder linear polarisier-
ten Zustanden.

[0021] Wahlweise ist die Laserfolgefrequenz zumindest viermal héher als die Modulatorfrequenz.
Wahlweise weist der Laser einen hohen Tastgrad (z. B. > 10 %) auf, um ein hohes Signal bereit-
zustellen, insbesondere wenn er in Verbindung mit einem Lock-in-Verstéarker verwendet wird. Der
Wert der bewirkten Verzégerung definiert die Veranderung der Polarisation des Laserstrahls.

[0022] Wahlweise werden das Referenzsignal und das Differenzsignal (auch als symmetrisches
Signal bezeichnet) bei der Laserfolgefrequenz und/oder der Modulatorfrequenz erfasst. Die fiir
die VCD-Messungen verwendeten Informationen sind insbesondere in der Modulatorfrequenz-
komponente enthalten. Insbesondere enthalt das Differenzsignal alle Informationen, die in dem
Probensignal vorhanden sind, ohne dass das Rauschen vorhanden ist. Das Referenzsignal wird
insbesondere erfasst, um als Versatz fiir das bei der Laserfrequenz erfasste Differenzsignal ver-
wendet zu werden. Dadurch ist gewdahrleistet, dass das einzelne Kanalintensitatssignal korrekt
gewonnen wird. Alternativ werden das Referenzsignal und das Differenzsignal bei einer entspre-
chenden Aufldsung und Geschwindigkeit erfasst (und insbesondere digitalisiert), insbesondere
wobei zumindest ein Abtastpunkt fir jeden Laserimpuls erfasst wird, wobei vorzugsweise zumin-
dest 3 oder zumindest 5 Abtastpunkte firr jeden Laserimpuls erfasst werden. Wahlweise kann
das Signal fir einen Teil der Dauer eines Impulses oder die gesamte Dauer des Impulses gemit-
telt werden. Insbesondere wird ein VCD-Spektrum anhand der aufgezeichneten Impulse be-
stimmt, wobei die Modulatoramplitude, die Modulatorphase und/oder die durch den Modulator
induzierte Verzdégerung berticksichtigt werden. Wahlweise kann dies unter Verwendung eines
Lock-in-Detektors oder digitaler Signalverarbeitung oder eines feldprogrammierbaren Gate-Ar-
rays (FPGA) umgesetzt werden.

[0023] Wahlweise umfasst jede Periode der periodisch oszillierenden Veranderung der Polarisa-
tion (d. h. optische Verzégerung), die durch den Modulator bewirkt wird, ein Maximum und ein
Minimum einer bewirkten Veranderung der Polarisation (d. h. Verzégerung), wobei die Impulse
des Laserstrahls zu spezifischen Zeitpunkten wahrend der periodischen Oszillation des Modula-
tors (d. h. zu spezifischen Zeitpunkten wahrend des Modulationszyklus) erzeugt werden. Wahl-
weise werden die spezifischen Zeitpunkte derart gewahlt, dass sie mit dem Maximum und dem
Minimum einer bewirkten Veranderung der Polarisation zusammenfallen. Wahlweise werden die

4/24



AT 525 942 B1 2024-10-15

spezifischen Zeitpunkte derart gewahlt, dass sie mit einer bewirkten maximalzirkularen Polarisa-
tion und/oder einer bewirkten maximallinearen Polarisation zusammenfallen. Wahlweise wird ein
Impuls des Laserstrahls fiir jedes Maximum einer bewirkten Verzdgerung erzeugt und wird ein
Impuls des Laserstrahls fiir jedes Minimum einer bewirkten Verzégerung erzeugt. Wahlweise wird
die Laserfolgefrequenz mit der Modulatorfrequenz synchronisiert, so dass der Laser bei der zwei-
ten Harmonischen der Modulatorfrequenz arbeitet. Eine zeitliche Verschiebung zwischen den La-
serimpulsen und den Modulatorzyklen wird danach derart angepasst, dass die Laserimpulse
durch den Modulator tbertragen werden, wenn dessen Veranderung der Polarisation (d. h. Ver-
zOgerung) einem maximalzirkular polarisierten Licht entspricht. Dies ermdglicht die Verwendung
der gesamten Laserleistung fiir jeden "perfekten" zirkularen Polarisationszustand (wobei sich
"perfekt" auf einen Zustand der vollstandig rechts- und linkszirkularen Polarisation bezieht). Dar-
Uber hinaus ist dieses Schema auch hilfreich, wenn keine 100%ige zirkulare Polarisation erreicht
wird. AuBerdem ist dieses Schema niitzlich, wenn eine Anpassung der Modulatoramplitude ver-
mieden werden sollte, die lineare Polarisation jedoch immer noch minimiert werden sollte. In die-
sem Fall wird die maximale Verzdgerung (d. h. die Modulatoramplitude) derart eingestellt (aus-
reichend hoch), dass die zirkulare Polarisation fir jede zu messende Wellenldnge erreicht wird.
Dies bedeutet, dass die maximale Verzégerung bei einigen Wellenldngen bereits Gber die zirku-
lare Polarisation hinaus zuriick zu einer linearen Polarisation in die andere Richtung verlaufen
kann. In diesem Fall kénnen die Impulse verschoben werden, so dass sie nicht mit dem Maximum
und dem Minimum einer bewirkten Veréanderung der Polarisation zusammenfallen, sondern mit
einem Bruchteil (z. B. mehr als 50 %, aber weniger als 100 %) des Maximums und des Minimums
zusammenfallen. Wahlweise wird das Referenzsignal bei dem Zweifachen der Modulatorfre-
quenz (d. h. bei einer Variante der Laserfolgefrequenz) erfasst und wird das Differenzsignal bei
der Modulatorfrequenz und bei dem Zweifachen der Modulatorfrequenz erfasst. Dies ist vorteil-
haft, da das Differenzsignal insbesondere die in dem Probenkanal vorhandenen Informationen
beinhaltet, d. h. in diesem Fall das VCD-Signal, wahrend das Referenzsignal nur bei der Laser-
frequenz erfasst werden muss, da es insbesondere nur Informationen zu der Intensitét des Lasers
beinhaltet.

[0024] Wahlweise umfasst das Verfahren dariiber hinaus den Schritt:

j) Ubertragen des Referenzsignals und des Differenzsignals an eine Datenerfassungsein-
heit und Referenzieren des Referenzsignals und des Differenzsignals auf die Laserfolgefrequenz
und/oder die Modulatorfrequenz. Das Referenzieren des Referenzsignals und des Differenzsig-
nals auf die Laserfolgefrequenz und/oder die Modulatorfrequenz bezieht sich auf das Demodu-
lieren des Referenzsignals und des Differenzsignals bei der Laserfolgefrequenz und/oder der
Modulatorfrequenz. Wahlweise werden die Intensitéat des Probenstrahls und die Intensitat des
Referenzstrahls wiederholt gemessen und mit der Laserfolgefrequenz und/oder der Modulatorfre-
quenz synchronisiert.

[0025] Wahlweise umfasst das Verfahren vor dem Wechselwirkenlassen des Probenstrahls mit
der Probe und vorzugsweise vor dem Modulieren des Probenstrahls das Verringern des Strahl-
durchmessers des Probenstrahls mit einem Teleskopsystem. Das Teleskopsystem umfasst wahl-
weise ein galildisches Teleskop. Unter einem galilaischen Teleskop wird verstanden, dass das
System eine Sammellinse (insbesondere Plankonvex-Linse oder eine Konvexkonvex-Linse) und
eine Zerstreuungslinse (insbesondere eine Plankonkav-Linse) umfasst. Wahlweise wird der
Strahldurchmesser des Probenstrahls auf weniger als 5 mm, ferner wahlweise auf weniger als 2
mm, ferner wahlweise auf weniger als 1 mm, (an dem Probendetektor) verringert. Der verringerte
Strahl wird insbesondere zu einem geneigten spannungsoptischen Modulator gelenkt, wobei
durch den verringerten Strahldurchmesser eine erfolgreiche Trennung des Gbertragenen und des
reflektierten Strahls gewahrleistet ist. Der reflektierte Strahl stammt aus Teilreflexionen auf den
optischen Oberflachen des Modulators und durch seine Trennung kdnnen Interferenzstreifen ver-
mieden werden.

[0026] Das Teleskopsystem ermdglicht es, das Vorhandensein von Interferenzstreifen auf dem
Modulator zu verringern: Interferenzstreifen treten immer dann auf, wenn der Strahl an einer
Oberflache reflektiert wird und sich selbst interferiert. Macht man den Strahl schmaéler und plat-
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ziert man optische Elemente in einem Winkel, trifft die Reflexion in Bezug auf den einfallenden
Strahl etwas versetzt auf. Wenn der Strahldurchmesser ausreichend klein gemacht wird, kann
insbesondere eine Blende oder eine Rasierklinge derart platziert werden, dass sie zwar den re-
flektierten Strahl blockiert, der urspriingliche Strahl jedoch ungehindert hindurchlaufen kann. Auf
diese Weise wird eine Interferenz verhindert.

[0027] Wahlweise umfasst das Verfahren den Schritt:

k) Abschwéachen des Probenstrahls und/oder des Referenzstrahls, so dass deren Intensi-
taten néher aneinander liegen und/oder so dass deren Intensitaten innerhalb eines dynamischen
Bereichs eines Probendetektors, der die Intensitat des Probenstrahls misst, und eines Referenz-
detektors, der die Intensitat des Referenzstrahls misst, liegen. Wahlweise werden der Proben-
strahl und/oder der Referenzstrahl vor dem Wechselwirkenlassen mit der Probe/Referenz und/o-
der vor dem Modulator und/oder vor dem Teleskopsystem abgeschwacht. Wahlweise werden der
Probenstrahl und/oder der Referenzstrahl derart abgeschwéacht, dass ihre Intensitaten an dem
jeweiligen Detektor ndher aneinander liegen. Vorzugsweise werden der Probenstrahl und/oder
der Referenzstrahl derart abgeschwécht, dass sich ihre Intensitaten an dem jeweiligen Detektor
um weniger als 5 %, wahlweise um weniger als 3 %, der gesamten Laserleistung unterscheiden,
wenn sie den jeweiligen Detektor erreichen. Eine kleinere Intensitatsdifferenz des Lasers wird
bevorzugt. Vorzugsweise werden der Probenstrahl und/oder der Referenzstrahl durch reflektie-
rende optische Elemente in ihren jeweiligen Strahlenwegen abgeschwécht. Die reflektierenden
optischen Elemente kdnnen insbesondere mit Metall (z. B. Gold) gesputterte gekeilte (z. B. 0,5°)
Fenster (z. B. BaF», CaF2, ZnSe, ZnS) sein. Wahlweise ist die Abschwachung nicht Uber das
gesamte Spektrum konstant. Vorzugsweise ist sie in Teilen des Spektrum, in denen die Probe
eine schwache Absorption zeigt und/oder der Laser eine héhere Intensitat aufweist, hdher.

[0028] Wahlweise werden die oben erwéhnten Schritte fir weitere Wellenlangen wiederholt, um
ein (VCD-)Spektrum des Analyten aufzuzeichnen. Insbesondere werden wahlweise die Schritte
a) bis h) und wahlweise i), j) und/oder k) wiederholt, wobei der Laserstrahl bei weiteren Wellen-
langen erzeugt wird, um ein Spektrum des Analyten aufzuzeichnen. Beispielsweise kdnnen Spek-
tren durch Abstimmen des Lasers auf spezifische Wellenldngen oder in einem Sweep-Modus, z.
B. zwischen 1780 und 1550 cm, z. B. mit einer Abtastgeschwindigkeit von 640 cm'/s, erfasst
werden, wobei die Laserwellenlange Uber einen Bereich von Wellenlangen kontinuierlich abge-
stimmt wird. Wahlweise wird die Ansteuerspannung des Modulators (insbesondere ein EOM)
wahrend der Spektrumserfassung kontinuierlich angepasst (d. h., die Ansteuerspannung des Mo-
dulators wird geman der aktuellen Wellenlange angepasst). Dadurch ist es mdglich, den Modu-
lator Gber den gesamten Spektrumsbereich in einem Zustand der konstanten (perfekten) Viertel-
welle zu halten. Da die fiir den Modulator (insbesondere den EOM) nach jedem Spannungswech-
sel erforderliche Ausregelungszeit kurz ist, wird die Messzeit durch diesen Schritt nur marginal
verlangert. Gleichzeitig kann der Einfluss von polarisationsabhangigen Artefakten verringert wer-
den, da die Phasenverzdgerung Uber den Wellenldngenbereich kontinuierlich angepasst wird.
Wahlweise kann der Spannungswechsel gemaf einer ermittelten Beziehung zwischen Span-
nung, Wellenlange und Verzdgerung durchgefiihrt werden. Diese Beziehung kann auf Basis the-
oretischer Uberlegungen oder durch eine experimentelle Charakterisierung des Modulators be-
stimmt werden.

[0029] Wahlweise wird die Modulation der Polarisation des Probenstrahls derart angepasst, dass
eine spezifische Modulation der Polarisation erzielt wird, vorzugsweise fir jede Wellenlédnge in-
nerhalb des Spektrums.

[0030] Unter erneuter Bezugnahme auf die Vorrichtung wird bevorzugt, dass die Vorrichtung eine
Zurlickgewinnungseinheit umfasst, die so konfiguriert ist, dass sie eine probenstrahlpolarisations-
abhangige Intensitédtsveranderung aus dem Differenzsignal zurlickgewinnt.

[0031] Wahlweise umfasst die Vorrichtung einen Probenstrahlabschwacher zum Abschwéchen
des Probenstrahls und einen Referenzstrahlabschwécher zum Abschwéachen des Referenz-
strahls, insbesondere derart, dass der jeweilige Strahl innerhalb eines dynamischen Bereichs des
jeweiligen Detektors liegt, wobei der Probenstrahlabschwacher und der Referenzstrahlabschwa-
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cher wahlweise reflektierende Abschwécher sind. Wahlweise kann ein zusétzlicher Abschwécher
zwischen dem Laser und dem Strahlenteiler eingefiigt werden.

[0032] Wahlweise umfasst die Vorrichtung ein Teleskopsystem in einem Strahlengang des Pro-
benstrahls vor der Probenzelle zum Verringern eines Strahldurchmessers des Probenstrahls, wo-
bei das Teleskopsystem wahlweise ein galildisches Teleskop umfasst.

[0033] Wahlweise sind die Probenzelle und die Referenzzelle durch eine Ubertragungszelle mit
zwei Wegen bereitgestellt.

[0034] Wahlweise entspricht eine Weglange des Probenstrahls in der Probenzelle einer Weg-
lange des Referenzstrahls in der Referenzzelle. Wahlweise unterscheidet sich eine Weglange
des Probenstrahls in der Probenzelle um weniger als 2 % von einer Weglange des Referenz-
strahls in der Referenzzelle.

[0035] Wahlweise sind eine Probenstrahlfokussierlinse zum Fokussieren des Probenstrahls
durch den Modulator und durch die Probenzelle auf den Probendetektor und Referenzstrahlfo-
kussierlinse zum Fokussieren des Referenzstrahls durch die Referenzzelle auf den Referenzde-
tektor bereitgestellt.

[0036] Wahlweise umfasst der Modulator einen spannungsoptischen Modulator (PEM). Wahl-
weise kann der PEM ZnSe umfassen.

[0037] Wahlweise ist der Modulator in dem Strahlengang des Probenstrahls angeordnet, der in
einer Neigung zu einer Ebene normal zu einem optischen Strahlenweg des Probenstrahls plat-
ziert ist, vorzugsweise um zwischen 5° und 20°, insbesondere 15°, relativ zu der normalen Ebene
geneigt. Der Modulator ist um zwischen 5 und 20°, insbesondere 15°, entlang der vertikalen
Achse geneigt. Wahlweise ist der Modulator um seine optische Achse geneigt, die 45° zu der
Vertikalen ausgerichtet ist. (Bei der vorliegenden Offenbarung wird insbesondere davon ausge-
gangen, dass die lineare Polarisation des Probenstrahls vertikal ist. Diese Wahl wurde willkrlich
getroffen und Verdnderungen auf eine andere Ausrichtung der Polarisation, die bei dem opti-
schen Aufbau erforderlich ist, sind einfach.) Dadurch ist eine Trennung des reflektierten (d. h.
Referenz-)Strahls mdglich, wodurch Interferenzeffekte bei der Modulationsfrequenz verringert
werden. Der reflektierte Strahl kann danach durch eine Blockade oder eine Blende blockiert wer-
den.

[0038] Wahlweise umfasst der Modulator einen elektrooptischen Modulator (EOM). Vorzugs-
weise ist der EOM orthogonal zu dem Laserstrahl angeordnet. Wahlweise wird dieser EOM bei
Frequenzen betrieben, die zumindest eine GréBenordnung hdher als die in der Regel verwende-
ten PEM-Modulatorfrequenzen sind. Dadurch ist es mdéglich, die Abtastrate zu erhéhen (und so-
mit das Rauschen aufgrund des 1/Frequenz-Vorteils zu verringern), wahrend gleichzeitig Wech-
selwirkungen zwischen der Abtastrate und der Modulatorfrequenz vermieden werden. Dies er-
héht die Spektren pro Zeitauflésung. Die Ausregelungszeit nach Veranderungen der Spannung
(d. h. Modulationstiefe/Amplitude) ist bei EOMs signifikant kiirzer als bei PEMs. Dadurch ist es
mdglich, die Modulationstiefe tGber die Wellenlange anzupassen, ohne dabei die Messzeit zu er-
héhen.

[0039] Wahlweise ist eine optische Achse des Modulators (d. h. bei einem spannungsoptischen
Modulator die Spannungsachse) 45° zu einer intrinsisch linearen Polarisation der Laserlichtquelle
ausgerichtet.

[0040] Wahlweise ist eine Steuereinheit bereitgestellt, die eine Datenerfassungseinheit umfasst,
die mit dem Subtrahierer verbunden ist, die mit dem Modulator verbunden ist und die mit einem
Wellenformgenerator verbunden ist, wobei der Wellenformgenerator mit einem Lasertreiber der
Laserlichtquelle verbunden ist. Alternativ kann die Datenerfassungseinheit (direkt) mit dem La-
sertreiber verbunden sein, anstatt mit einem Wellenformgenerator verbunden zu sein. Wahlweise
ist die Steuereinheit so konfiguriert, dass sie das Verfahren gemaf einer beliebigen der in dieser
Offenbarung beschriebenen Varianten durchfiihrt. Die Datenerfassungseinheit kann einen Lock-
in-Verstarker und/oder einen Hochgeschwindigkeits-Analog-zu-Digital-Wandler und/oder ein Ana-
log-Abtast-Halte-Glied umfassen. Die Datenerfassungseinheit kann auf die Modulatorfrequenz
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und/oder die Laserfolgefrequenz referenziert werden. Dies kann entweder direkt tiber den Modu-
lator bzw. den Lasertreiber oder indirekt unter Verwendung des Wellenformgenerators erfolgen.
Bei einer Ausfiihrungsform (einer "freilaufenden" Ausfiihrungsform) wird der Laser nicht auf den
Modulator referenziert. Bei einer weiteren Ausfiihrungsform (der "referenzierten" Laserkonfigura-
tion) wird der Laser auf den Modulator referenziert, z. B. unter Verwendung eines Wellenformge-
nerators, der auf den Modulator referenziert ist. Danach steuert der Wellenformgenerator die La-
serimpulse gemafi einem Impulsschema, z. B. so dass die Laserimpulse an den Punkten der
maximalen Amplitude (d. h. Maximal- und Minimumverzégerung) durch den Modulator laufen. In
dieser Offenbarung bezieht sich "Referenz" insbesondere auf die Synchronisation des Wellen-
formgenerators und des Modulators, wobei die Phase und Frequenz zwischen den beiden kon-
stant gehalten wird. Dies kann z. B. durch ein Signal auf Transistor-Transistor-Logik-Pegel (TTL-
Pegel) realisiert werden, das in die Phasenregelschleife des Wellenformgenerators eingespeist
wird. Wahlweise kann dies dadurch realisiert werden, dass sowohl der Laser als auch der Modu-
lator mit dem Wellenformgenerator gesteuert werden. Die zeitliche Verschiebung des Wellen-
formgenerators kann so eingestellt werden, dass die Impulse den Maximalwerten/Minimalwerten
des sinusformigen Modulationszyklus oder einer anderen definierten Verzégerung entsprechen.
Ein Detektormodul kann den Probendetektor, den Referenzdetektor und den Subtrahierer umfas-
sen. Das Differenzsignal und/oder das Referenzsignal kénnen aus dem Detektormodul unter Re-
ferenz auf die Laserfolgefrequenz und die Modulatorfrequenz ausgelesen werden. Wahlweise
umfasst die Steuereinheit die Zuriickgewinneinheit.

[0041] Wahlweise ist die Steuereinheit so konfiguriert, dass die Datenerfassungseinheit Daten
aus dem Subtrahierer und/oder dem Referenzdetektor und/oder dem Probendetektor unter Syn-
chronisation mit einer Laserfolgefrequenz der Laserlichtquelle und/oder mit einer Modulatorfre-
quenz des Modulators (und insbesondere unter Synchronisation mit sowohl der Laserfolgefre-
quenz als auch der Modulatorfrequenz) erfasst.

[0042] Wahlweise ist der Modulator mit dem Wellenformgenerator verbunden und ist die Steuer-
einheit ferner so konfiguriert, dass der Wellenformgenerator die Laserlichtquelle in Abhangigkeit
von einem Zustand des Modulators zum Aussenden von Laserimpulsen steuert. Auf diese Weise
kann die Laserlichtquelle zum Aussenden der Laserimpulse gesteuert werden, so dass diese den
Modulator wahrend eines bestimmten Modulationszustands, z. B. bei maximaler Amplitude,
durchlaufen.

[0043] Das VCD-Spektrum ist als die Differenz einer Absorption fir linkszirkular (LHC) und
rechtszirkular (RHC) polarisiertes Licht definiert (siehe: Nafie, L. A. Vibrational Optical Activity;
John Wiley & Sons, Ltd: Chichester, UK, 2011). Fiir den vorliegenden Aufbau werden insbeson-
dere die nachstehenden Schritte zur Bestimmung des VCD-Spektrums durchgefiihrt:

» Die Probenzelle und die Referenzzelle werden mit dem L&sungsmittel gefillt.

+ Das Referenzsignal wird bei der Laserfrequenz erfasst (als "einzelner Referenzkanal”
bezeichnet)
Das Differenzsignal wird bei der Laserfrequenz und der Modulatorfrequenz erfasst.
Die Probenzelle wird mit der Probe (d. h. dem Lésungsmittel und dem Analyten) gefillt
Das Differenzsignal wird bei der Laserfrequenz und der Modulatorfrequenz erfasst.
Die Berechnungen sehen wie folgt aus:

o Das bei der Modulatorfrequenz erfasste Differenzsignal wird durch die Summe
des bei der Laserfolgefrequenz und dem einzelnen Referenzkanal erfassten
Differenzsignals dividiert.

o Dies wird sowohl fiir das Lésungsmittel als auch die Probe durchgefiihrt.

o Danach wird das Ergebnis fiir das Lésungsmittel von dem Ergebnis der Probe
subtrahiert, wobei die VCD-Spektren der Probe erhalten werden.

o Wahlweise kénnen einige Korrekturen durchgefiihrt werden, um ein genaueres
VCD-Spektrum zu erzielen:

"Enantiomere Korrektur": Zwei Enantiomere werden gemessen (nachei-
nander). Eine Basislinienkorrektur wird als Mittelwert der Enantiomeren-
VCD-Spektren berechnet, anstatt das Lésungsmittel zu verwenden.
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"Racemische Korrektur": Basislinienkorrektur unter Verwendung eines
VCD-Spektrums eines racemischen Gemischs des Probenmolekiils

[0044] Im Folgenden wird die Offenbarung unter Bezugnahme auf die Figuren weiter erlautert,
die vorteilhafte Ausfiihrungsformen und Varianten zeigen und in keinster Weise als die Erfindung
einschrankend auszulegen sind:

[0045] Fig.
[0046] Fig.
[0047] Fig.

[0048] Fig.

[0049] Fig.
[0050] Fig.
[0051] Fig.

[0052] Fig.
[0053] Fig.

[0054] Fig.
[0055] Fig.

[0056] Fig.
[0057] Fig.

[0058] Fig.
[0059] Fig.
[0060] Fig.

[0061] Fig.
[0062] Fig.
[0063] Fig.

1

2A

2B

3

4

5

6A

6B
6C

7A

7B

7C
8A

8B
8C
9

10A
10B
11

zeigt eine bevorzugte Ausfiihrungsform der Vorrichtung zur Zirkulardichrois-
musanalyse eines Analyten schematisch.

zeigt ein Beispiel fir eine Steuereinheit der in Fig. 1 gezeigten Vorrichtung
schematisch.

zeigt ein weiteres Beispiel fir eine Steuereinheit der in Fig. 1 gezeigten Vor-
richtung schematisch.

zeigt ein VCD-Spektrum, das von der Vorrichtung von Fig. 1 erfasst wurde,
und einen Vergleich der Rauschpegel geman dem Stand der Technik und
geman der vorliegenden Erfindung.

zeigt die Ergebnisse von Langzeitmessungen geman dem Stand der Tech-
nik und geman der vorliegenden Erfindung.

veranschaulicht eine Anpassung der Ansteuerspannung des Modulators in
Abhéangigkeit von der Wellenlénge.

zeigt das Probensignal, das Referenzsignal und das Differenzsignal, die bei
der Laserfolgefrequenz demoduliert wurden.

zeigt das Probensignal von Fig. 6A vergroBert.

zeigt das Probensignal und das Differenzsignal, die bei der Modulatorfre-
quenz demoduliert wurden.

zeigt Spektren, die bei der Laserfrequenz aus dem Differenzsignal fir das
Lésungsmittel und den Analyten erfasst wurden.

zeigt Spektren fir das Lésungsmittel und den Analyten nach der Versatzkor-
rektur.

zeigt die klassischen Absorbanzspektren des Analyten.

zeigt Spektren, die aus dem bei der Modulatorfrequenz demodulierten Diffe-
renzsignal fir das Losungsmittel und den Analyten erfasst wurden.

zeigt Roh-VCD-Spektren fir den Analyten und das Lésungsmittel.
zeigt l16sungsmittelkorrigierte VCD-Spektren des Analyten.

zeigt Abbildungen der bei der Laserfrequenz erfassten Intensitat und der bei
der Modulatorfrequenz erfassten Differenz in der Absorbanz fiir links- und
rechtszirkular polarisiertes Licht.

zeigt eine Abbildung einer "freilaufenden" Konfiguration.
zeigt eine Abbildung einer "referenzierten" Laserkonfiguration.

zeigt einen Ablaufplan, der einen beispielhaften Arbeitsablauf fiir eine VCD-
Messung mit einem beispielhaften Aufbau, z. B. wie in Fig. 1 gezeigt, dar-
stellt.

[0064] Fig. 1 zeigt schematisch eine bevorzugte Ausfiihrungsform der Vorrichtung 1 zur Zirkular-
dichroismusanalyse eines Analyten. Die Vorrichtung 1 umfasst eine Laserlichtquelle 2 zum Be-
reitstellen eines Laserstrahls 3. Vorzugsweise ist die Laserlichtquelle 2 ein abstimmbarer Halb-
leiterlaser. Der Laserstrahl 3 wird Gber einen Spiegel 4 auf einen Strahlenteiler 5, insbesondere
einen 50/50-Strahlenteiler, gelenkt. Der Strahlenteiler 5 teilt den Laserstrahl 3 in einen Proben-
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strahl 6a (in diesem Fall den an dem Strahlenteiler 5 Ubertragenen Strahl) und einen Referenz-
strahl 6b (in diesem Fall den an dem Strahlenteiler 5 reflektierten Strahl). Der Probenstrahl 6a
wird an einem weiteren Spiegel 7 reflektiert. In dem Strahlengang des Probenstrahls 6a ist ein
Probenstrahlabschwéacher 8a zum Abschwéachen des Probenstrahls 6a bereitgestellt, und in ei-
nem Strahlengang des Referenzstrahls 6b ist ein Referenzstrahlabschwéacher 8b bereitgestellt.
Die Abschwacher 8a, 8b werden verwendet, um die Intensitaten beider Strahlen 6a, 6b derart
anzupassen, dass sie ahnlich sind und innerhalb eines dynamischen Bereichs ihrer Detektoren
liegen.

[0065] In dem Strahlengang des Probenstrahls 6a ist ein Teleskopsystem 10 zum Verringern
eines Strahldurchmessers des Probenstrahls 6a bereitgestellt, insbesondere zum Verringern des
Probenstrahldurchmessers auf unter 1 mm. Das Teleskopsystem 10 umfasst ein galildisches Te-
leskop mit einer Sammellinse 10a und einer Zerstreuungslinse 10b. Ein Modulator 11 zum Mo-
dulieren der Polarisation des Probenstrahls 6a ist bereitgestellt. Der Modulator 11 ist so angeord-
net, dass seine optische Achse 45° zu einer intrinsisch linearen Polarisation der Laserlichtquelle
2 ausgerichtet ist.

[0066] Die Einfligung A von Fig. 1 zeigt zwei bevorzugte Ausfiihrungsformen des Modulators 11.
Gemaf Ausfiihrungsform | umfasst der Modulator 11 einen PEM 12. Der PEM 12 ist in dem
Strahlengang des Probenstrahls 6a angeordnet, wobei er um 15° zu einer Ebene orthogonal zu
dem Probenstrahl 6a geneigt ist. Dadurch ist es mdglich, den reflektierten Strahl abzutrennen,
wodurch der Einfluss von Interferenzeffekten verringert wird. Der reflektierte Strahl kann danach
durch eine Blockade oder eine Blende blockiert werden. Gemaf einer rechts dargestellten Aus-
fihrungsform |l umfasst der Modulator 11 einen EOM 13. Der EOM 13 ist orthogonal zu dem
Probenstrahl 6a angeordnet.

[0067] Nach dem Modulator 11 ist eine Probenzelle 14a bereitgestellt, um den Probenstrahl 6a
mit einer einen Analyten umfassenden Probe wechselwirken zu lassen. Darliber hinaus ist eine
Referenzzelle 14b bereitgestellt, um den Referenzstrahl 6b mit einer Referenz wechselwirken zu
lassen. Die Probenzelle 14a und die Referenzzelle 14b sind durch eine Ubertragungszelle 15 mit
zwei Wegen bereitgestellt. Eine Wegléange des Probenstrahls 6a in der Probenzelle 14a ent-
spricht einer Weglange des Referenzstrahls 6b in der Referenzzelle 14b.

[0068] Ein Probendetektor 15a detektiert den Probenstrahl 6a nach der Wechselwirkung mit der
Probe in der Probenzelle 14a, um ein Probenstrahlsignal zu erhalten, das einer Intensitat des
Probenstrahls 6a entspricht. Ein Referenzdetektor 15b detektiert den Referenzstrahl 6b nach der
Wechselwirkung mit der Referenz in der Referenzzelle 14b, um ein Referenzstrahlsignal zu er-
halten, das einer Intensitat des Referenzstrahls 6b entspricht. Ein Subtrahierer 16 bildet ein Dif-
ferenzsignal des Probensignals und des Referenzsignals. Ein symmetrisches Modul 17 umfasst
den Probendetektor 15a, den Referenzdetektor 15b und den Subtrahierer 16.

[0069] Eine Probenstrahlfokussierlinse 9a ist in dem Strahlengang des Probenstrahls 6a zwi-
schen dem Teleskopsystem 10 und dem Modulator 11 bereitgestellt und fokussiert den Proben-
strahl 6a durch den Modulator 11 und die Probenzelle 14a an dem Probendetektor 15. Eine Re-
ferenzstrahlfokussierlinse 9b ist in dem Strahlengang des Referenzstrahls 6b zwischen dem Re-
ferenzstrahlabschwacher 8b und der Referenzzelle 14b bereitgestellt und fokussiert den Refe-
renzstrahl 6b durch die Referenzzelle 14b an dem Referenzdetektor 15b.

[0070] Die Vorrichtung 1 umfasst eine Steuereinheit. Zwei Ausfihrungsbeispiele der Steuerein-
heit (oder des elektronischen Aufbaus und der Verbindungen der Vorrichtung 1) sind in Fig. 2A
bzw. in Fig. 2B gezeigt. Diese kdnnen jeweils in Verbindung mit der Ausfiihrungsform von Fig. 1
verwendet werden.

[0071] Bei den beiden Ausfihrungsformen umfasst die Steuereinheit eine Datenerfassungsein-
heit 18, die mit dem symmetrischen Modul 17, dem Modulator 11 und einem Wellenformgenerator
19 verbunden ist, der wiederum mit einem Lasertreiber 20 der Laserlichtquelle 2 verbunden ist.
Alternativ kann die Datenerfassungseinheit 18 direkt mit dem Lasertreiber 20 verbunden sein.
Der Lasertreiber 20 steuert ein Pulsschema der Laserlichtquelle 2. Die Datenerfassungseinheit
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18 kann ein Lock-in-Verstarker, ein Hochgeschwindigkeits-Analog-zu-Digital-Wandler oder ein
Analog- Abtast-Halte-Glied sein.

[0072] Bei der in Fig. 2A gezeigten Ausfiihrungsform (die auch als "freilaufende" Laserkonfigura-
tion bezeichnet wird) wird die Datenerfassungseinheit 18 auf eine Modulatorfrequenz und eine
Laserfolgefrequenz referenziert. Die Datenerfassungseinheit 18 erfasst demnach Daten aus dem
symmetrischen Modul 17, insbesondere aus dem Subtrahierer 16 und dem Referenzdetektor
15b, unter Synchronisation mit einer Laserfolgefrequenz der Laserlichtquelle 2 und unter Syn-
chronisation mit einer Modulatorfrequenz des Modulators 11. Die Datenerfassungseinheit 18
kann demnach Daten firr jeden Laserimpuls der Laserlichtquelle 2 und fir jeden Modulationszyk-
lus des Modulators 11 aus dem symmetrischen Modul 17 erfassen. Bei dieser Ausfiihrungsform
wird der Laser nicht auf den Modulator referenziert. Vorzugsweise ist die Laserfolgefrequenz ho-
her als die Modulatorfrequenz.

[0073] Bei der in Fig. 2B gezeigten Ausfihrungsform (die auch als "referenzierte" Laserkonfigu-
ration bezeichnet wird) ist der Wellenformgenerator 19 mit dem Modulator 11 verbunden und wird
der Wellenformgenerator 19 (und somit das Pulsschema der Laserlichtquelle 2) auf den Modula-
tor 11 referenziert. Der Wellenformgenerator 19 wird demnach durch den Modulator 11 gesteuert
oder empféangt Steuersignale von dem Modulator 11, so dass der Wellenformgenerator 19 das
Pulsschema geman der Modulatorfrequenz steuern kann. Der Wellenformgenerator 19 steuert
sodann die Laserimpulse gemal dem in der Einfligung | von Fig. 2B gezeigten Pulsschema. Die
zeitliche Verschiebung des Wellenformgenerators 19 wird derart eingestellt, dass die Laserimp-
ulse (als Linien 21 gezeigt) den Maximalwerten und den Minimalwerten des sinusférmigen Mo-
dulationszyklus (als Linie 22 gezeigt) entsprechen. Die Laserfolgefrequenz ist demnach das Zwei-
fache der Modulationsfrequenz. Wie bei der Ausfiihrungsform von Fig. 2A erfasst die Datenerfas-
sungseinheit 18 das Differenzsignal und das Referenzsignal aus dem symmetrischen Modul 17
unter Referenzierung auf die Laserfolgefrequenz und die Modulatorfrequenz.

[0074] Fir die Messung der VCD-Spektren wird zunachst ein Referenzspektrum erfasst, wobei
die beiden Zellen 14a, 14b mit dem L&sungsmittel gefillt sind (d. h., das Lésungsmittel wird als
Probe und als Referenz verwendet). Danach wird ein Hintergrundspektrum erfasst, wobei wiede-
rum die beiden Zellen 14a, 14b mit dem Ldsungsmittel gefillt sind (d. h., das Lésungsmittel wird
als Probe und als Referenz verwendet). Danach wird die Probenzelle 14a mit dem Analyten gefullt
und wird das Analytenspektrum erfasst. Das Referenzspekirum bei der Laserfolgefrequenz wird
zu den Spekiren des symmetrischen Kanals sowohl des Losungsmittels als auch des Analyten
addiert. Danach werden die jeweiligen VCD-Spektren fir das Losungsmittel und den Analyten
berechnet, indem das Spektrum bei der Modulatorfrequenz durch das Spektrum bei der Laser-
folgefrequenz dividiert wird. Die entstehenden VCD-Spektren des Losungsmittels werden danach
von den VCD-Spektren des Analyten subtrahiert, wobei die basislinienkorrigierten VCD-Spektren
des Analyten erhalten werden.

[0075] Fig. 3 zeigt typische VCD-Spektren, die mit dem in Fig. 1 gezeigten Aufbau erfasst wer-
den, wobei ein PEM 12 als Modulator 11 verwendet wird, der mit 42 kHz und in der in Zusam-
menhang mit Fig. 2A beschriebenen "freilaufenden” Laserkonfiguration betrieben wird. Das un-
tere Spektrum, das fiir einen symmetrischen Betrieb mit "B" bezeichnet ist, entspricht 0,1 mol S-
1,1"-Bi-2-naphthol (S-BINOL) (d. h. dem Analyten), das in CHClIs (d. h. dem Lésungsmittel) geldst
ist, erfasst fir 4:50 min (Durchschnittswert aus 700 Abtastungen) und mit einer Weglange der
Probenzelle 14a bzw. der Referenzzelle 14b von 160 pm. Die Probe umfasste demnach den
Analyten und das Ldsungsmittel, die Referenz umfasste hingegen nur das L&sungsmittel und
nicht den Analyten. Die entsprechenden Rauschpegel sind versetzt und oben dargestellt. "S" be-
zeichnet den Rauschpegel fiir CHCIs in der Zelle mit einer Weglange von 160 um flr einen Durch-
schnitt von 700 Abtastungen, wobei nur das Probensignal erfasst wurde. Dies ist mit einem klas-
sischen Quanten-Kaskaden-Laser-Messaufbau vergleichbar. "B" bezeichnet den Rauschpegel
fir CHCIs in der Zelle mit einer Wegléange von 160 um fir einen Durchschnitt von 700 Abtastun-
gen, der geman der vorliegenden Erfindung erfasst wurde. Es liegen eine Verringerung des Rau-
schens um einen Faktor 3,5 und geringere Schwankungen zwischen verschiedenen Wiederho-
lungen vor. Im Vergleich zu der Literatur ist der Room-Mean-Square-Fehler (RMS-Fehler) um
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einen Faktor 4 (bei 1/6 der Messzeit) besser. Der Rauschpegelhdhe, also die maximale Abwei-
chung von der 0O-Linie, ist um einen Faktor 13 (bei 1/6 der Messzeit) besser.

[0076] In der Literatur (United States Pharmacopeia und National Formulary (USP 41-NF36))
betrug der Signalrauschpegel 5 x 10-° (bei 60 Minuten), wahrend sich der Signalrauschpegel bei
der vorliegenden Erfindung auf 3,8 x 10 (bei 10 Minuten) belief. Ferner betrug der RMS-Fehler
der Basislinie in der Literatur (M. Bonmarin und J. Helbing, Opt. Lett., 2008, 33, 2086) 8 x 10
(bei 60 Minuten), wahrend sich der RMS-Fehler der Basisline bei der vorliegenden Erfindung auf
1,9 x 10 (bei 10 Minuten) belief.

[0077] In Figur 4 sind die Ergebnisse fiir Langzeitmessungen gezeigt. Sowohl fiir den "klassi-
schen" Aufbau, der einen einzelnen Detektor (,S") beinhaltet, als auch fiir den "symmetrischen"
Aufbau geman der vorliegenden Erfindung, bei dem zwei Ubereinstimmende MCT-Detektoren
(,B") verwendet werden, wurden 100 % der Linien von CHCIs in den 160-um-Zelle 5-mal fir
Durchschnittswerte von bis zu 1500 Abtastungen (10 Minuten) erfasst. Fir jedes Spektrum wur-
den der Root-Mean-Square-Fehler (RMS-Fehler) und die maximale Abweichung von 0O fiir die
Spektren in dem Spektrumsbereich zwischen 1730 und 1600 cm™' berechnet. Die Abweichung ist
eine Gitezahl, die VCD-Spektren gemafi dem US-Arzneibuch (The United States Pharmacopeia.
The National Formulary) charakterisiert. Die gezeigte Kurve vergleicht die Leistung von S und B
als Durchschnitt aus den 5 Messungen, wobei Fehlerbalken die Standardabweichung darstellen.
Die obere Graphik zeigt das RMS-Rauschen relativ zu den gemittelten Abtastungen/der Messzeit
und in der unteren Graphik ist die Abweichung von 0 gegen die gemittelten Abtastungen/die
Messzeit aufgetragen.

[0078] Fig. 5 veranschaulicht eine Anpassung der Ansteuerspannung des Modulators 11 in Ab-
hangigkeit von der Wellenldnge. Zirkular polarisiertes Licht wird durch eine A/4-Verzégerung er-
zielt. Bei einer einzelnen definierten Modulatoransteuerspannung wird eine exakte A/4-Verzdge-
rung jedoch nur bei einer einzigen Wellenlange erzielt. Dies wiirde jedoch fir die restlichen Wel-
lenlangen zu einer elliptischen Polarisation fihren, wenn ein Spektrum aufgezeichnet wird. QCLs
senden monochromatisches Licht aus, dessen Wellenldnge zeitabhéngig ist. Die Verzdgerung,
die der Modulator 11 bei dem Probenstrahl 6a bewirkt, ist zu der Ansteuerspannung des Modu-
lators 11 proportional. Es wird bevorzugt, dass eine Ansteuerspannung des Modulators 11 wah-
rend der Spektrumserfassung angepasst wird (d. h., die Ansteuerspannung des Modulators 11
wird geman der aktuellen Wellenlange angepasst). Dadurch ist es mdglich, den Modulator 11
Uber den gesamten Spektrumsbereich in einem Zustand der konstanten (perfekten) Viertelwelle
der Verzdgerung des Probenstrahls 6a zu halten. Fig. 5 zeigt die bewirkte Verzégerung mit und
ohne diese Korrektur sowie die Ansteuerspannung.

[0079] Beispielhafte Spektren und der Ansatz, mit dem diese erhalten werden, sind im Folgenden
beschrieben.

FUNKTIONSPRINZIP:

[0080] Ein symmetrisches Detektionsmodul (das den Probendetektor 15a, den Referenzdetektor
15b und den Subtrahierer 16 umfasst) gibt die Spannung sowohl aus dem Referenzdetektor 15b
als auch aus dem Probendetektor 15a (bzw. die invertierte Spannung aus dem Probendetektor
15a) aus. AuBerdem gibt das symmetrische Detektionsmodul auch das Differenzsignal zwischen
den beiden aus, was als symmetrischer Kanal bezeichnet wird. Diese Spannung beinhaltet die
Informationen zu der klassischen Absorbanz des Analyten bei der Laserfolgefrequenz und die
Informationen zu den Differenzen in der zirkularen Absorbanz bei der Modulatorfrequenz. Die
erhaltenden Spektren sind in den FIG. 6A bis 6C gezeigt.

[0081] Insbesondere zeigt Fig. 6A das Referenzsignal, das Probensignal (durch die bestimmte
elektronische Konfiguration invertiert) und den symmetrischen Kanal (d. h. das Differenzsignal).
Fig. 6B zeigt den symmetrischen Kanal von Fig. 6A vergroBert. Man beachte die Einheit der
Spannung in Fig. 6B im Vergleich zu Fig. 6A. Die Fig. 6A und 6B sind bei der Laserfolgefrequenz
demoduliert. Fig. 6C zeigt die VCD-Spektren, die bei der Modulatorfrequenz fiir das Probensignal
und den symmetrischen Kanal erfasst wurden.
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LOCK-IN-VERSTARKER ALS DATENERFASSUNG:

[0082] Um die klassische Absorbanz zu berechnen, werden die Intensitat der Hintergrunds und
die Intensitat des Analyten bei der Laserfrequenz erfasst (Gleichung 1):

I
Absorbanz = —log(Llyt)

ILésungsmittel

[0083] Da die bei der Laserfrequenz fiir den symmetrischen Kanal erfasste Spannung nur die
Differenz in der Intensitat enthalt, sollte sie mit einem Versatz angepasst werden. Dieser Versatz
ist die bei der Laserfrequenz fir das Referenzsignal erfasste Spannung (Fig. 6A), die einmal
erfasst wird und zu jedem symmetrischen Ausgang addiert wird, wobei sowohl in der Probenzelle
14a als auch in der Referenzzelle 14b nur das Lésungsmittel vorhanden ist (Gleichung 2):

Laser + ILaser
_ Symmetrie, Analyt Referenz
Absorbanz = —log(ILaseT [Laser

Symmetrie,Losungsmittel + Referenz

[0084] Diese Gleichung ist in den Fig. 7A bis 7C visuell dargestellt, wobei die bei der Laserfre-
quenz erfassten Spektren in Fig. 7A gezeigt sind, die versatzkorrigierten Losungsmittel- und Ana-
lytenspektren in Fig. 7B gezeigt sind und die berechnete Absorbanz des Analyten in Fig. 7C ge-
zeigt ist.

[0085] Insbesondere zeigt Fig. 7A die Spektren, die bei der Laserfrequenz aus dem symmetri-
schen Kanal fir das Lésungsmittel und den Analyten erfasst wurden. Der bei der Laserfrequenz
erfasste Referenzkanal ist ebenfalls gezeigt, da dieser als Versatz fiir die Spektren des symmet-
rischen Kanals verwendet wird. Fig. 7B zeigt die Spektren fir das Losungsmittel und den Analyten
nach der Versatzkorrektur. Fig. 7C zeigt die klassischen Absorbanzspekiren des Analyten, die
anhand der Spektren in Fig. 7B gemaf -log10(Analyt/Lésungsmittel) berechnet wurden.

[0086] Fir die VCD-Spektren ist die allgemeine Gleichung wie folgt (Gleichung 3):

1 IAnalyt Losungsmittel
VCD = AbSl — AbST 2 * (AC _ A(.,.‘ : )
2 [y [°C1(\)/1 (?)] * 1.1513 ]ggalyt Iézsu"ysmlttel

wobei Abs; und Abs,. der Absorbanz fir links- bzw. rechtszirkular polarisiertes Licht entsprechen.
Bei der Messung des VCD mit einem Modulator 11 kann dieser zu der rechten Gleichung trans-
formiert werden, wobei I, dem bei der Frequenz des Modulators (z. B. PEM) demodulierten
Signal entspricht und I der klassischen IR-Intensitat entspricht und J; [x$, ()] der Bessel-Funk-
tion der ersten Ordnung der Modulatorverzdégerung bei jeder Wellenzahl ¥ entspricht. Diese
Transformation kann aufgrund eines kleinen VCD-bedingten Signals durchgefiihrt werden,
wodurch es sich als zweckmaBig erweist, den in normalen Absorbanzmessungen vorhandenen
Logarithmus durch Divisionen zu ersetzen (dies trifft zu, wenn die VCD-Intensitat unter 10 % im
Vergleich zu der Absorbanz liegt).

[0087] Wahrend im Allgemeinen nichtchirale Lésungsmittel gewéhlt werden, kann sich das VCD-
Spektrum des Lésungsmittels immer noch von 0 unterscheiden. Dies ist auf die Doppelbrechung
zurtickzufiihren, die in dem optischen Aufbau auftritt und in den Linsen, den Fenstern des Detek-
tors und den Zellen und in jedem anderen optischen Element nach dem Modulator vorhanden
sein kann. Durch Subtraktion der Losungsmittel-VCD-Spektren wird der Einfluss dieser Artefakte
beseitigt. Manchmal kénnen Absorbanzartefakte, die sich aus der Probe selbst ergeben, das
VCD-Spektrum verzerren, wobei in diesem Fall eine Basislinienkorrektur durch Subtrahieren der
fir das Racemat oder das andere Enantiomer gemessenen Spektren durchgefihrt werden kann.

[0088] Bei diesem beispielhaften Aufbau entspricht 1, der Intensitat, die aus dem Symmetrieka-
nal erfasst und bei der Modulatorfrequenz demoduliert wurde. Da I, der klassischen IR-Intensitat
entspricht, kann sie bei diesem Aufbau als der symmetrische Kanal definiert werden, der bei der
Laserfrequenz demoduliert und versatzkorrigiert wurde (vgl. Gleichung 2, Fig. 7A bis 7C). Aus
diesem Grund kann Gleichung 3 fiir diesen Aufbau wie folgt umformuliert werden (Gleichung 4):
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Modulator IModulator
VCD = Symmetrie, Analyt Symmetrie,Losungsmittel
- ILaser + ILaser ILaser + ILaser
Symmetrie, Analyt Referenz Symmetrie,Losungsmittel Referenz
g

[0089] Die beiden Briiche werden die Roh-VCD-Spektren des Analyten bzw. des Losungsmittels
genannt.

[0090] Dies ist in den Fig. 8A bis 8C visuell dargestellt. In Fig. 8A sind die Spektren gezeigt, die
aus dem symmetrischen Kanal erfasst wurden, der bei der Frequenz des Modulators (insbeson-
dere PEM) demoduliert worden war. Damit kénnen die Roh-VCD-Spektren in Fig. 8B geman
Gleichung 4 berechnet werden. Wenngleich das Losungsmittel (in diesem Fall CHCIs) achiral ist,
weichen die VCD-Spektren von 0 ab und enthalten die Artefakte, die in der Optikbaugruppe vor-
handen sind. Aus diesem Grund ist es notwendig, die VCD-Spektren des Analyten durch Subtra-
hieren der VCD-Spektren des Lésungsmittels zu korrigieren, um diese Artefakte zu beriicksichti-
gen. Die Ergebnisse sind in Fig. 8C gezeigt.

[0091] Insbesondere zeigt Fig. 8A die Spektren, die aus dem bei der Modulatorfrequenz demo-
dulierten, symmetrischen Kanal fir das Lésungsmittel und den Analyten erfasst wurden. Fig. 8B

zeigt Roh-VCD-Spektren (Z‘—Z) fir den Analyten und das Losungsmittel. Fig. 8C zeigt das I6sungs-

mittelkorrigierte VCD-Spektrum des Analyten; berechnet durch Subtrahieren der Spektren in Fig.
8B.

[0092] Fig. 9 zeigt Abbildungen von | und Al. | entspricht der bei der Laserfrequenz erfassten
Intensitat. Al entspricht der Differenz in der Absorbanz fir links- und rechtszirkular polarisiertes
Licht, erfasst bei der Modulatorfrequenz.

[0093] Die obigen Gleichungen sind zutreffend, wenn der Laser in der "freilaufenden" Konfigura-
tion oder der "referenzierten" Konfiguration verwendet wird. Beide Konfigurationen sind in den
Fig. 10A und 10B dargestellt. Die Differenz in der Datenerfassung zwischen der "referenzierten”
und der "freilaufenden" Laserkonfiguration liegt zur Ganze in der Laserfrequenz. Bei der "freilau-
fenden" Konfiguration ist diese Frequenz signifikant hdher als die Modulatorfrequenz (z. B. auf 1
MHz eingestellt), wahrend sie bei der "referenzierten" Laserkonfiguration die zweite Harmonische
der Modulatorfrequenz ist.

[0094] Insbesondere zeigt Fig. 10A eine Darstellung einer "freilaufenden” Konfiguration. Der La-
ser wird nicht auf den Modulator referenziert und auf eine héhere Pulsfrequenz als der Modulator
eingestellt, wodurch Laserimpulse fiir die meisten Minimalwerte/Maximalwerte des Modulatorzyk-
lus bereitgestellt werden. Fig. 10B zeigt die "referenzierte" Laserkonfiguration, wobei der Laser
bei der zweiten Harmonischen des Modulators arbeitet. Jeweils ein Impuls wird fir die Minimal-
werte und die Maximalwerte jedes Modulatorzyklus produziert. Vorzugsweise (jedoch in Fig. 9B
nicht gezeigt, sind sie von den tatséchlichen Maximalwerten und Minimalwerten des Modulati-
onszyklus versetzt, um eine maximale zirkulare Polarisation zu gewabhrleisten).

HOCHGESCHWINDIGKEITS-DAC ODER ABTAST-HALTE-SCHALTUNG:

[0095] Die "referenzierte” Laserkonfiguration bietet eine weitere Option, um die Datenerfassung
zu organisieren. Da die Impulse mit der "perfekten" Verzdgerung ausgerichtet sind, was in unse-
rem Fall einer zirkularen Polarisation entspricht, kénnen sie getrennt digitalisiert und verwendet
werden, um die Absorbanz fir links- bzw. rechtszirkular polarisiertes Licht zu berechnen. Somit
kann Gleichung 1 derart modifiziert werden, dass sie AA = Ajinks — Arecnes Widerspiegelt:

Ilinkler Irecillter
_ Analyt Analyt
VCDkorrigiert - lOg <Ilinkes >+ lOg <1rechtes )

Losungsmittel Losungsmittel

[0096] Die entstehenden VCD-Spektren sind in diesem Fall bereits mit dem Lésungsmittel basis-
linienkorrigiert.
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MODULATOREINSTELLUNG:

[0097] Unabhangig von der Konfiguration kann die durch den Modulator bewirkte Verzégerung
parallel zu dem Wellenlangen-Sweep angepasst werden. Dies gewéhrleistet die korrekte Polari-
sation bei jeder Wellenlange.

[0098] Der Ablaufplan in Figur 11 zeigt einen allgemeinen Ablauf fiir eine VCD-Messung mit sym-
metrischem Detektionsaufbau. Es sei darauf hingewiesen, dass der "Referenz"-Teil nur dann,
wenn das Losungsmittel gedndert wird, oder zu Beginn einer Messreihe durchgefliihrt werden
muss.
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Patentanspriiche

1.

10.

11.

12.

Verfahren zur Vibrationszirkulardichroismusanalyse eines Analyten, das die Schritte um-

fasst:

a) Erzeugen eines Laserstrahls (3) bei einer Wellenlange, vorzugsweise im Infrarotbereich;

b) Teilen des Laserstrahls (3) in einen Probenstrahl (6a) und einen Referenzstrahl (6b);

¢) Modulieren der Polarisation des Probenstrahls (6a);

d) Wechselwirkenlassen des Probenstrahls mit einer Probe, die den Analyten umfasst;

gekennzeichnet durch die Schritte:

e) Wechselwirkenlassen des Referenzstrahls (6b) mit einer Referenz;

fy Messen der Intensitat des Probenstrahls (6a), um ein Probensignal zu erhalten;

g) Messen der Intensitéat des Referenzstrahls (6b), um ein Referenzsignal zu erhalten;

h) Subtrahieren des Probensignals und des Referenzsignals, um ein Differenzsignal zu er-
halten;

i) Zurlickgewinnen einer polarisationsabhangigen Intensitédtsveranderung, die durch den
Analyten eingebracht wird, aus dem Differenzsignal.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die polarisationsabhangige Intensitatsveranderung auf
eine Differenz in der Absorption von links- und rechtszirkular polarisiertem Licht in der Probe
oder in dem Analyten zuriickzufiihren ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2, wobei ein Intensitatssignal aus dem Differenz-
signal und dem Referenzsignal und/oder dem Probensignal berechnet wird.

Verfahren nach Anspruch 3, wobei das Intensitatssignal verwendet wird, um die polarisati-
onsabhangige Intensitatsveranderung zu skalieren.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei der Laserstrahl (3) in Impulsen mit einer
Laserfolgefrequenz erzeugt wird und wobei der Probenstrahl (6a) durch einen Modulator (11)
moduliert wird, der eine Veranderung der Polarisation gemaf einer Modulatorfrequenz be-
wirkt.

Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Laserfolgefrequenz gleich oder gréBer als die Modu-
latorfrequenz ist.

Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei jede Periode der periodisch oszillierenden Veran-
derung der Polarisation, die durch den Modulator (11) bewirkt wird, ein Maximum und ein
Minimum einer bewirkten Veranderung der Polarisation umfasst, und wobei die Impulse des
Laserstrahls (3) zu spezifischen Zeitpunkten wahrend der periodischen Oszillation des Mo-
dulators (11) erzeugt werden.

Verfahren nach Anspruch 7, wobei die spezifischen Zeitpunkte derart gewahlt werden, dass
sie mit dem Maximum und dem Minimum einer bewirkten Veranderung der Polarisation zu-
sammenfallen.

Verfahren nach Anspruch 7, wobei die spezifischen Zeitpunkte derart gewahlt werden, dass
sie mit einer bewirkten maximalzirkularen Polarisation und/oder einer bewirkten maximalli-
nearen Polarisation zusammenfallen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 9, das ferner den Schritt umfasst:

j) Ubertragen des Referenzsignals und des Differenzsignals an eine Datenerfassungsein-
heit (18) und Referenzieren des Referenzsignals und des Differenzsignals auf die Laser-
folgefrequenz und/oder die Modulatorfrequenz.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, das vor dem Wechselwirkenlassen des Pro-
benstrahls (6a) mit der Probe das Verringern des Strahldurchmessers des Probenstrahls
(6a) mit einem Teleskopsystem (10) umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, das den Schritt umfasst:
k) Abschwachen des Probenstrahls (6a) und/oder des Referenzstrahls (6b), so dass deren
Intensitéaten néher aneinander liegen und/oder so, dass deren Intensitaten innerhalb eines
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

AT 525 942 B1 2024-10-15

dynamischen Bereichs eines Probendetektors (15a), der die Intensitat des Probenstrahls
(6a) misst, und eines Referenzdetektors (15b), der die Intensitat des Referenzstrahls (6b)
misst, liegen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei die Schritte a) bis h) und fakultativ i),
j) und/oder k) wiederholt werden, wahrend der Laserstrahl (3) in weiteren Wellenldngen er-
zeugt wird, um ein Spektrum des Analyten aufzuzeichnen.

Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Modulation der Polarisation des Probenstrahls an-
gepasst wird, um eine spezifische Modulation der Polarisation zu erzielen, vorzugsweise fiir
jede Wellenlange innerhalb des Spektrums.

Vorrichtung (1) zur Vibrationszirkulardichroismusanalyse eines Analyten, die umfasst:

- eine Laserlichtquelle (2) zum Bereitstellen eines Laserstrahls (3);

- einen Strahlenteiler (5) zum Teilen des Laserstrahls (3) in einen Probenstrahl (6a) und
einen Referenzstrahl (6b);

- einen Modulator (11) zum Modulieren der Polarisation des Probenstrahls (6a);

- eine Probenzelle (14a), um den Probenstrahl mit einer Probe (6a), die den Analyten auf-
weist, wechselwirken zu lassen;

gekennzeichnet durch

- eine Referenzzelle (14b), um den Referenzstrahl (6b) mit einer Referenz wechselwirken
zu lassen;

- einen Probendetektor (15a) zum Detektieren des Probenstrahls (6a) und Erhalten eines
Probenstrahlsignals, das einer Intensitat des Probenstrahls (6a) entspricht;

- einen Referenzdetektor (15b) zum Detektieren des Referenzstrahls (6b) und Erhalten ei-
nes Referenzsignals, das einer Intensitat des Referenzstrahls (6b) entspricht;

- einen Subtrahierer (16) zum Bilden eines Differenzsignals des Probensignals und des Re-
ferenzsignals.

Vorrichtung (1) nach Anspruch 15, die einen Probenstrahlabschwacher (8a) zum Abschwé-
chen des Probenstrahls (6a) und einen Referenzstrahlabschwécher (8b) zum Abschwachen
des Referenzstrahls (6b) umfasst, insbesondere derart, dass der jeweilige Strahl innerhalb
eines dynamischen Bereichs des jeweiligen Detektors liegt, wobei der Probenstrahlabschwa-
cher (8a) und der Referenzstrahlabschwacher (8b) wahlweise reflektierende Abschwéacher
sind.

Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 15 und 16, umfassend ein Teleskopsystem (10)
in einem Strahlengang des Probenstrahls (6a) vor der Probenzelle (14a) zum Verringern
eines Strahldurchmessers des Probenstrahls (6a), wobei das Teleskopsystem (10) wahl-
weise ein galilaisches Teleskop umfasst.

Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 15 bis 17, wobei die Probenzelle (14a) und die
Referenzzelle (14b) durch eine Doppelpfad-Transmissionszelle bereitgestellt sind.

Vorrichtung (1) nach einem der Anspriche 15 bis 18, wobei eine Weglange des Proben-
strahls (6a) in der Probenzelle (14a) gleich einer Weglange des Referenzstrahls (6b) in der
Referenzzelle (14b) ist.

Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 15 bis 19, umfassend eine Probenstrahlfokus-
sierlinse (9a) zum Fokussieren des Probenstrahls (6a) durch den Modulator (11) und durch
die Probenzelle (14a) auf den Probendetektor (15a) und eine Referenzstrahlfokussierlinse
(9b) zum Fokussieren des Referenzstrahls (6b) durch die Referenzzelle (14b) auf den Refe-
renzdetektor(15b).

Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 15 bis 20, wobei der Modulator (11) einen photo-
elastischen Modulator (12) umfasst.

Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 15 bis 20, wobei der Modulator (11) einen elekt-
rooptischen Modulator (13) umfasst.
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Vorrichtung (1) nach einem der Anspriche 15 bis 22, wobei der Modulator (11) in einem
Strahlengang des Probenstrahls (6a) angeordnet ist, der geneigt zu einer Ebene normal zu
einem optischen Strahlenweg des Probenstrahls (6a) platziert ist, vorzugsweise um zwi-
schen 5° und 20°, insbesondere 15°, relativ zu der Ebene normal zu dem optischen Strah-
lenweg des Probenstrahls (6a) geneigt ist.

Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 15 bis 23, wobei eine optische Achse des Modu-
lators (11) unter 45° zu einer intrinsischen linearen Polarisation der Laserlichtquelle (2) aus-
gerichtet ist.

Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 15 bis 24, die eine Steuereinheit umfasst, die
eine Datenerfassungseinheit (18) umfasst, die mit dem Subtrahierer (16) verbunden ist, die
mit dem Modulator (11) verbunden ist und die mit einem Wellenformgenerator (19) verbun-
den ist, wobei der Wellenformgenerator (19) mit einem Lasertreiber (20) der Laserlichtquelle
(2) verbunden ist.

Vorrichtung (1) nach Anspruch 25, wobei die Steuereinheit so konfiguriert ist, dass die Da-
tenerfassungseinheit (18) Daten aus dem Subtrahierer (16) und/oder dem Referenzdetektor
(15b) und/oder dem Probendetektor (15a) unter Synchronisation mit einer Laserfolgefre-
quenz der Laserlichtquelle (2) und/oder mit einer Modulatorfrequenz des Modulators (11)
erfasst.

Vorrichtung (1) nach Anspruch 26, wobei der Modulator (11) mit dem Wellenformgenerator
(19) verbunden ist und die Steuereinheit ferner so konfiguriert ist, dass der Wellenformgene-
rator (19) die Laserlichtquelle (2) steuert, um Laserimpulse in Abhangigkeit von einem Zu-
stand des Modulators (11) auszusenden.

Hierzu 6 Blatt Zeichnungen
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