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We are stuck with technology when what we really want is just stuff that works.”

Douglas Adams, aus der posthumen Verdffentlichung The Salmon of Doubt.






Abstract

In der vorliegenden Arbeit wurden mit verschiedenen Methoden der zeitaufgeldsten Spek-
troskopie molekulare Parameter verschiedener Farbstoffe aufgeklart. Mit Hilfe von zwei-
photonenangeregter Fluoreszenzanisotropie konnte gezeigt werden, dass der Sy — So-
Ubergangstensor von Terrylen nicht rein totalsymmetrisch ist, da er Nebendiagonalelemente
beinhaltet. Merocyanin 540 wurde mit zeitaufgeloster Doppelresonanzspektroskopie unter-
sucht. Die beobachtete intensitatsabhingige Effizienz der Fluoreszenzléschung weist auf
transiente Zweiphotonenanregung hin.

Fiir das Doppelresonanzexperiment wurde ein Messmodus programmiert, der die Untersu-
chung von — photophysikalisch gesehen — langsamen Prozessen wie Phosphoreszenz und
Triplettquenching ermdglichen soll. Fiir diesen Modus geeignete Farbstoffe zeigen reversed
intersystem crossing (RISC), sie kehren also nach transienter Anregung aus dem Triplett-
zweig in den Singulettzweig zuriick. Die an Merocyanin durchgefiithrten Experimente litten
unter der geringen Quantenausbeute des RISC. Zur Uberwindung der experimenteller

Hindernisse werden hard- und softwareseitige Verbesserungen vorgeschlagen.

The present work employs different time-resolved spectroscopic methods on several fluoro-
phores to ascertain some of their molecular parameters. Two-photon excited fluorescence
anisotropy revealed off-diagonal elements in the Sy—S2 transition tensor of Terrylene, ruling
out a totally symmetric transition. Merocyanine 540 was examined using time-resolved dou-
ble resonance spectroscopy. The intensity dependent efficiency of the fluorescence depletion
hints to a transient two-photon excitation.

The double resonance experiment includes a measurement mode programmed to examine
phosphorescence and triplet quenching, phenomena which are slow compared to photophy-
sical timescales. Suitable fluorophores are capable of reversed intersystem crossing (RISC),
meaning they return to the singulet branch upon transient excitation in the triplet branch.
The experiments conducted on Merocanine suffered from a low RISC quantum yield. In
order to overcome experimental obstacles, improvements on hard- as well as software are

recommended.
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1. Einleitung

Joseph Lakowicz stellt in seinem Buch ,,Principles of Fluorescence Spectroscopy® sinngeméfs
fest, dass die Methoden der Fluoreszenzspektroskopie und der zeitaufgelosten Detektion die
dominierenden Werkzeuge der biophysikalischen Wissenschaften sind. Mit ein Grund dafiir
ist die enorme Sensitivitdt der Fluoreszenz, demonstriert durch die Verortung einzelner Mo-
lekiile. Dies ermoglichen Mikroskopiemethoden, mit denen die Abbe’sche Auflésungsgrenze
durchbrochen wird.[1-4] Ein weiterer ist die enorme Flexibilitit in der Anwendung, sodass
sich zu jeder Fragestellung mindestens eine experimentelle Technik zu deren Untersuchung
findet. Beispielhaft hierfiir ist die Untersuchung des Triplettzustandes, die zunéchst iiber
die herausfordernde Messung der Phosphoreszenz realisiert wurde.[5| Vor 10 Jahren dann
wurde mit dem transient state (TRAST) imaging die Beobachtung solcher transienten

Zustande auf die Messung der Fluoreszenz zuriickgefiihrt.[6, 7]

Von zentraler Bedeutung fiir die Arbeit ist die 1931 vorausgesagte|8| Zweiphotonenanregung
(2PE). Sie wurde nach der Entwicklung des Lasers|9] 1960 im Jahr darauf erstmals an
CaFq:Eu?" nachgewiesen[10]. In den letzten 55 Jahren hat die 2PE mit zum Erfolg der
Fluoreszenzspektroskopie in vielen Anwendungsgebieten beigetragen.[11-13][14, Kap. 18]
In Verbindung mit zeitaufgeloster Anisotropiespektroskopie[15-19] ldsst sich der 2PE-
Ubergangstensor bestimmen. Die Theorie dazu wurde von Ryderfors, Mukhtar und Johans-
son umfassend behandelt.[20-23] Abschnitt 2.2.3 rekapituliert die Entwicklung des dafiir zu
lsenden Gleichungssystems (2.40).

Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung der intrinsischen Dynamik
fluoreszierender Molekiile. Thre Eigenschaften werden mafsgeblich von nichtstrahlenden
Prozessen bestimmt, die zwischen Anregung und Emission bzw. in Konkurrenz dazu ab-
laufen.|24] So verursacht die Schwingungsrelaxation (SR) eine Gesetzmébigkeit, die als
Kasha’s Regel bekannt ist:[25] Der emittierende Zustand bei gegebener Multiplizitiit! ist
der am wenigsten angeregte Zustand im Zweig gleicher Multiplizitdt. Die Regel wird nur
selten gebrochen, etwa wenn die vibronische Kopplung der angeregten Zusténde fiir eine

Schwingungsrelaxation nicht ausreicht.[26] In der Regel ist das Fluoreszenzemissionsspek-

!Die Multiplizitéit ist eine Eigenschaft des Gesamtelektronenspins eines Molekiils und beschreibt
die Anzahl energetisch entarteter (Spin)zustdnde. Die Multiplizitit des Singulettzweigs ist eins, die des
Triplettzweigs drei etc.
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trum eines Farbstoffs unabhéngig von der Anregungswellenldnge. Dariiber hinaus existieren
Konkurrenzprozesse zur Photonenemission wie interne Konversion (IC), welche die die
Fluoreszenzquantenausbeute reduzieren.[27]

In ihrer Zeitentwicklung lassen sich auch nichtstrahlende Prozesse spektroskopisch untersu-
chen, da sie die Besetzung der abgefragten Zusténde &ndern. Ein vielseitiges Werkzeug dazu
ist die Doppelresonanzspektroskopie, mit der jeweils ein elektronisch angeregter Zustand
abgefragt werden kann.|[28] Mit durchstimmbaren Lasern kann die Anzahl der tiberpriifba-
ren Zusténde in sequentieller Messung gesteigert werden. Eine neuere Entwicklung ist die

gleichzeitige Beobachtung vieler angeregter Zustande mit Superkontinua.|[29, 30|

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Fiir den ersten Teil wurde ein Doppelre-
sonanzexperiment aufgebaut und hinsichtlich seiner Leistungsfidhigkeit bewertet. Mit dem
Messaufbau soll es moglich sein, ortsaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie auf zwei ver-
schiedenen Zeitskalen zu betreiben. Dafiir sind zwei Messmodi notwendig, einer davon besitzt
eine Zeitauflosung im Nanosekundenbereich. Die angestrebte Anwendung dieses Modus ist
die ortsabhéngige Untersuchung der Reaktionsgeschwindigkeit des ESPT. Dariiber hinaus
wurde eigens ein Messmodus programmiert, der die Untersuchung von — photophysikalisch
gesehen — langsamen Prozessen wie Phosphoreszenz und Triplettquenching ermdéglichen soll.
Hiermit soll der lokale Sauerstoffgehalte biologischer Proben durch ortsaufgelostes RISC
bestimmt werden.

Im zweiten Teil wird mit Hilfe von Anisotropiemessungen der 2PE-Ubergangstensor von
Terrylen bestimmt. Zuvor wird das Gleichungssystem ermittelt, mit dessen Hilfe die em-
pirischen Parameter der zeitaufgelosten Anisotropie auf die molekularen Tensorelemente

zuriickgefiihrt werden kénnen.
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2.1. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie

2.1.1. Doppelresonanzspektroskopie

Der Begriff Doppelresonanz wird iiblicherweise mit der hochauflésenden Atom- und Mole-
kiilspektroskopie in Zusammenhang gebracht. Es existieren verschiedene Verfahren, die zur
Aufkldrung von (Hyper)Feinstrukturniveaus oder Rotationsstrukturen dienen.|28, 31| Den
Techniken ist gemeinsam, dass zwei zu verschiedenen Ubergéingen resonante elektromagneti-
sche Wellen die Probe anregen. Eine davon, die Pumpe, soll die Probe in einen bestimmten
Zustand préaparieren. Die andere wird Abfrage genannt und liest den Zustand aus. Liegen
die Frequenzen beider Strahlen im optischen Bereich, handelt es sich um optisch-optische
Doppelresonanz, die kurz Doppelresonanzspektroskopie (DRS) genannt wird.

Im Allgemeinen werden die drei in Abb. 2.1 dargestellten Arten der DRS unterschieden.
Erstens der ,V-Typ“, bei dem Pumpe und Abfrage am selben elektronischen Zustand
Ubergiinge auslosen. Eine Anwendung, die auf diesem Prinzip beruht, ist das spektrale
Lochbrennen (spectral hole burning, SHB).[32] SHB ermoglicht spektrale Auflésung unter-
halb der inhomogenen Linienbreite des untersuchten Ensembles. Damit eignet es sich, um
Hyperfeinstrukturniveaus in Atomen zu identifizieren oder die Grofe von an Photosynthese

beteiligten Komplexen zu bestimmen.|33, 34]

Abfrage

Abfrage Pumpe Abfrage
Pumpe
Pumpe

(a) (b) (c)

Abbildung 2.1.: Einfache schematische Darstellung von (a) V-Typ Doppelresonanz, (b)
Pump-Probe-Spektroskopie und (¢) Pump-Dump-Spektroskopie.
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Die Abfrage der anderen beiden Methoden 16st Uberginge am gepumpten Niveau aus.
Werden dabei noch energiereichere Niveaus besetzt, handelt es sich um Pump-Probe-
Spektroskopie. Die Loschung der Besetzung des angeregten Niveaus durch stimulierte
Emission heiftt Pump-Dump-Spektroskopie.

Die Zustédnde der angeregten Molekiile verandern sich mit der Zeit, und so kann die
stufenweise Anregung auch aus anderen transienten Niveaus erfolgen. Variante (b) in Abb. 2.1
heifst daher auch transiente Absorption (transient state absorption, TRAST), und wird
zur Untersuchung von cis-trans-Isomerie, Elektronentransfer und Energietransferprozessen
eingesetzt.|7, 35, 36]

Die derzeit bedeutendste Anwendung des Pump-Dump-Prinzips (Abb. 2.1 (c)) ist die
auflosungsgrenzendurchbrechende STED-Mikroskopie (stimulated emission depletion). [1, 4,
37

Ist der Abfragelaser weit genug durchstimmbar oder liefert ein entsprechend breites Kon-
tinuum, sind STED und TRAST im selben Experiment nachweisbar.[38] Im diesem Fall
kann der Nachweis von Ubergéingen durch differentielle Absorption erfolgen, bei der aus der
Differenz zwischen Probenextinktion mit und ohne Pumpe entstehende und verschwindende
Ubergéinge bzw. stimulierte Emission abgelesen werden konnen.[39] Bei der Doppelresonanz
im Wortsinne, also Experimenten mit zwei Lasern fester Frequenz, werden Uberginge
iiber Fluoreszenz nachgewiesen. Gegeniiber Absorptionsmethoden hat die Fluoreszenz den
Vorteil einer deutlich hoheren Empfindlichkeit. Sie wird durch die Unterdriickung des
Anregungslichtes und der Verwendung von Einzelphotonendetektoren erreicht.[14, Kap. 2]
Damit eignet sich auch zur direkten Messung schwach emittierender Prozesse einschliefslich
der Phosphoreszenz.|40|

2.1.2. Zeitauflésung

In Pump-Probe- und Pump-Dump-Experimenten kann das fluoreszierende Niveau duch die
Pumpe oder die Abfrage besetzt werden. Die Messung der Fluoreszenzintensitiat F'(t4) in
Abhéngigkeit der Verzdgerung t; zwischen Pumpe und Abfrage ergibt einen exponentiellen
Kurvenverlauf. Abhéngig von der Zeitauflosung des Experiments, dem Messbereich und der
Molekiildynamik wird die Besetzung oder die Entvolkerung beobachtet.[41] F'(t4) bezeichne
das zeitintegrierte Fluoreszenzsignal eines einzelnen Pump-Probe-Zyklus.

Wie bei TCSPC-Messungen (time-correlated single photon counting|42]) miissen fiir eine

aussagekrifige Statistik viele Zyklen aufgenommen werden.? Stellt sich durch die Doppelre-

2Die Emission eines einzelnen Photons erfolgt zuféllig, mit einer zeitabhingigen Wahrscheinlichkeit.
Die experimentell erhaltene Photonenverteilung tendiert dazu, mit zunehmender Anzahl registrierter
Photonen die Form dieser Wahrscheinlichkeitsverteilung anzunehmen. Dies ist als ,Gesetz der grofen Zahlen*
verallgemeinert.[43]
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sonanz ein dynamisches Gleichgewicht ein, so wird die mittlere Fluoreszenzzahlrate AF(ta)/At
gemessen. Wird explizit die Zustandsentwicklung nach dem Abfragepuls beobachtet, ist der
geeignete Parameter die Summe von Einzelzyklusmessungen > F'(t4) (vgl. Abschnitt 4.2.3).
Die zeitabhéngige Fluoreszenz einer Farbstofflosung der Konzentration ¢(r) wird in einem
spektrometrischen Aufbau mit der rédumlichen Sammeleffizienz RSE(r) und der spek-
tralen Sammeleffizienz SSE(\) aufgenommen.|[44] Der besetzte Zustand N fluoresziert
mit isotroper Ratenkonstante und Lebensdauer — ky # k¢(r) und 7n # 7n(r) — sodass
N(r,t) = N(r) x N(t). Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenz F'(t) aus N ist damit

F(t) = /dV /d)\ RSE(r) x SSE(\) x c(r) x ks x N(r,1). (2.1)

Der ortsabhéngige Teil von (2.1) kann zum Gesamteffizienzfaktor ¢ zusammengefasst werden,

sodass fiir den zeitabhéngigen Teil

F(t) =qx ks x N(t) (2.2)
gilt. Die Fluoreszenzintensitat
tend
F(tg) = /dt qgx kg xN(t) (2.3)
0

héngt vom Zeitverlauf der Besetzung des untersuchten Zustandes und damit von der Art
des Experiments und dem untersuchten Farbstoff ab. Aufgrund der Vielzahl an beteiligten
Zustinden und Ubergéingen ist die Besetzung des fluoreszierenden Zustandes N (t) und
damit F(t4) nicht trivial zu erhalten. Die gemessene Fluoreszenzintensitat (2.3) ist in
Abb. 2.2 durch die orange hinterlegten Flachen unter den Kurven von Si(t) bzw. S (t)
gegeben.

Ein Weg, der F(ty) liefert, ist die numerische Losung des Differentialgleichungssystems,
das die Ubergiinge zwischen den beteiligten Zustinden beschreibt.[45, 46] Eine weitere
Moglichkeit ist die Reduktion des Gleichungssystems auf dominante Beitréige.[47] Die
Verringerung der freien Parameter senkt dabei das Risiko der Uberanpassung an die
Messwerte. |48, 49] Im Folgenden werden zwei Verldufe mit expliziten Naherungslésungen
fiir F'(ty) angegeben.

Abb. 2.2(a) zeigt die Pump-Dump-Spektroskopie am Beispiel des STED. Der Pumppuls k. ()
regt einen elektronischen Ubergang in den S7 an. S} steht fiir eine beliebige Schwingungsan-
regung im ersten elektronisch angeregten Zustand, S; fiir dessen Schwingungsgrundzustand.
Der Dumppuls k(t) leert den S; vollstandig. Dies gilt unter zwei Vorraussetzungen: zum ei-

nen muss \s mit der Emissionsbande des Farbstoffs {iberlappen, zum anderen muss der Puls
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die Lebensdauer 7gp angeregter Schwingungszustande iiberschreiten.[50, 51| ksg = Yrsr
ist die Rate der Schwingungsrelaxation und kig die Summe aller zum Zerfall von S;
beitragenden Prozesse.

In Abb. 2.2(b) ist die Pump-Probe-Spektroskopie anhand eines beliebigen, durch ks(t)
getriebenen Ubergangs in einen fluoreszierenden Zustand S| gezeigt. kip muss keinen
strahlenden Anteil enthalten, denn die Fluoreszenz k} wird beobachtet.

Unter der Annahme, dass kgg >> kig ist, ldsst sich die Besetzung des S; durch kggr

E
I s
- S
k
; l SR s,
t ks
N d
Sik ke klo
—S(’)
\
k
\\_ t SRl S
(a)
E
I . s
E\ ——— 8%
1 ksr Sl
t K, !
[S—
Nl U
ke klO
S 1 - So
k
( t SRl SO
(b)

Abbildung 2.2.: (a) Die Pulsfolge der Pump-Dump-Spektroskopie 16scht die Besetzung des
S1. Der Fall tg < tgp ist dargestellt.?
(b) Die Pulsfolge der Pump-Probe-Spektroskopie besetzt einen fluoreszie-
renden Zustand S]. Gezeigt ist tg > tsg.

3Dieser Fall ist mit kurzen Pulsen (7pus ~ 10 ps) auch fiir STED-Mikroskopie denkbar, vgl. [51]
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Tabelle 2.1.: Die monoexponentielle Abhéngigkeit der Fluoreszenz einfacher DRS-Szenarien.

FPi(ty), Pump-Dump FPP(t;), Pump-Probe
k K]
ta <tsm qNog5 exp(—ksrta) q'Nog- (1 - eXp(—kSth))
k K
ta>tsr aNoz- (1 - eXP(—klotd)> q'Nogi- exp(=kiota)

getrennt von dem Zerfall mit k;g behandeln. Daraus ergeben sich zwei Regime fiir die
Zeitentwicklung der Fluoreszenz, tg < tgr und ty > tggr, wobei tgr > Tggr die Zeit ist, nach
der die Schwingungsrelaxation als abgeschlossen angesehen wird. F'(¢4) kann in vier Falle
unterschieden und angegeben werden.

Es ergeben sich die monoexponentiellen Kurven geméfs Tab. 2.1. Mit N(t) = Nyexp(—kiot)
und te,g = tq folgt FP4(ty > tgg) durch Einsetzen in (2.3). In den anderen Fillen wird (2.3)
fiir tepqg — oo ausgewertet, da die Fluoreszenz vollstandig gemessen wird. Der Unterschied

liegt in der Besetzung Ngiar¢(tq), die von kg bzw. ksg bestimmt wird.

2.1.3. Anwendungen

Excited State Proton Transfer — ESPT
Photoséduren sind Molekiile, deren Sdurestérke sich nach elektronischer Anregung signifikant
erhoht.[52] Da der Protonentransfer von der Photosiure auf geeignete Akzeptoren nun
verstéarkt stattfindet, wird er als ESPT (excited state proton transfer) bezeichnet.[53]

gspt kespt

k
ROH -—2- RO~ +H" ROH* —X- RO-* 4+ H* (2.4)
k, ker

Besonders interessant sind Photosduren mit einem groften ApKg. Zu den wichtigsten

| srei

kespt
§RO™

k e

k.
o T

Abbildung 2.3.: Vereinfachter Forsterzyklus einer Photoséure.

RO™
S0
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Vertretern gehéren Pyrenderivate wie HPTS? mit ApKg ~ 6.[54] In einer Losung mit
pK§ << pH << pKg liegt die Photosdure im Grundzustand praktisch vollstédndig proto-
niert vor, im elektronisch angeregten Zustand deprotoniert. Die Gleichgewichtsreaktionen
(2.4) werden durch die Absorption und Emission in der jeweiligen Spezies verbunden, die

nun einen Forsterzyklus geméf (2.5) und Abb. 2.3 durchlaufen.

ROH + hv . ROH*
ROH* —. RO*~ + H*
y (2.5)
RO*” +H" —4- RO~ + H" + hv'

RO~ + H™ X ROH

Der Zyklus ermoglicht es, Protonentransfermechanismen zeitaufgelost zu untersuchen, wobei
in jliingerer Zeit das Verhalten in aprotischen Losungsmitteln von besonderem Interesse
ist.[55]

Wird die Zeitauflosung mittels DRS realisiert, handelt es sich methodisch um STED an der
Photobase. In ein Regime geméfs Tab. 2.1 l&sst sie sich jedoch nur schwer einordnen. Denn
die Annahme, dass kespr >> k1o, ist aufgrund der enormen Vielfalt an Kombinationen
von Losemittel und Photoséure im Allgemeinen nicht giiltig.[56] F'(t4) fiir eine beliebige
Photoséure kann durch die numerische Losung des Differentialgleichungssystems (4.3)
gefunden werden. Das Vorgehen wird in Abschnitt 4.2.1 besprochen.

Untersuchungen mit sub-Pikosekunden Pump-Probe-Spektroskopie haben bestétigt, dass
der Protonentransfer in mehreren Zwischenschritten ablauft.[57] Der Reaktionsweg iiber
intermediére Ionenpaare wird Eigen-Weller-Schema genannt.|[58, 59] Die in Pump-Probe-
Experimenten nicht zugéngliche Grundzustandsdynamik der Intermediate kann durch

Antibunching in Korrelationsexperimenten untersucht werden.[60]

Reverse Intersystem Crossing — RISC

Elektronen sind Fermionen mit der Spinquantenzahl s = % Die Gesamteigenfunktion aller
Elektronen in Grundzustand eines Molekiils wird daher geméf des Antisymmetrieprinzips
aufgestellt.[61] Fiir einen insgesamt bindenden Zustand, ordnen sich die Elektronen so in die
Molekiilorbitale, dass die Spineigenfunktion antisymmetrisch ist.[62] Dementsprechend ist sie
eindeutig, der Gesamtspin ist S =), s; = 0 und das Molekiil befindet sich im sogenannten
Singulettzustand. Werden Elektronen auf energetisch entartete Orbitale verteilt, sodass
diese nicht vollstandig besetzt werden, liegt der Zustand mit Gesamtspin S = 1 aufgrund

des Austauschterms energetisch niedriger.[63] Diesen Triplettzustand nimmt z.B. Sauerstoff
im Grundzustand ein (303 (3L,7)).

48-Hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat
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Gewodhnlich befindet sich der energetisch niedrigste Zustand im Molekiil im Singulettzweig
und wird mit Sy bezeichnet. Der niedrigste elektronisch angeregte Zustand ist dann —
begriindet durch den Austauschterm — der erste angeregte Triplettzustand T3. Ein Kreuzen
zwischen dem Singulett- und dem Triplettsystem (intersystem crossing, ISC) wird bei
der Anregung mit Licht im Allgemeinen dennoch nicht beobachtet, da die notwendige
Spindnderung geméfs der nichtrelativistischen Quantentheorie verboten ist. ISC findet nur
statt, wenn die relativistische Kopplung zwischen Spin- und Bahndrehimpuls einzelner
Elektronen (j; = l; + s;) die Kopplung der Gesamtimpulse (J = L + S) dominiert.[64] Im
formalen nichtrelativistischen Verbot des ISC liegt die Ursache fiir die lange Lebensdauer
des 11, die mehrere Millisekunden betragen kann.

Spontan geht der T strahlungslos durch erneutes ISC oder unter Abgabe eines Photons
in den Sy iiber. Der strahlende Zerfall heifst Phosphoreszenz. Der aus Triplettensembles
erzeugte Photonenstrom des Phosphoreszenz ist aufgrund seiner langen Lebensdauer um
Grokenordnungen schwécher als der Photostrom der Fluoreszenz. Wegen der geringen
Leuchtkraft und vor allem der Unterdriickung von Fluoreszenz durch die Besetzung des T
ist dieser ein sogenannter Dunkelzustand.

Durch vermehrte Triplettbesetzung wird also die Emission eines Fluoreszenzfarbstoffs be-
grenzt. Typischerweise nimmt dadurch auch die Volatilitdt gegeniiber lichtinduziertem
Photobleichen zu.[65, 66] Es ist daher wiinschenswert, die Triplettbesetzung niedrig zu
halten. Abb. 2.4 zeigt zwei dafiir genutzte Wege: Der Farbstoff kann iiber ein weiteres
Molekiil nichtstrahlend in den Grundzustand quenched werden. Zum Beispiel bildet Sauer-
stoff in seinem Triplettgrundzustand mit dem Farbstoffmolekiil einen Stoffkomplex, der
dann tiber verschiedene Wege weiterreagiert.|67, 68| Abhéngig von Fluorophor kann dies

tatsdchlich erst zu Photobleichen fiihren, indem die Farstoffe durch den anwesenden Sauer-

Sk :
I FE krc Frise ks Tn
S % T, kg (T1-02)
k_q
t
—_— ke kr ko
N ta
Ty S
05
13 Se

Abbildung 2.4.: Reverse intersystem crossing und Sauerstoffquenching eines Triplettsensibi-
lisators. Die Pulsfolge der Pump-Probe-Spektroskopie muss zur Sattigung
des Triplettzustands T} ein (quasi)-cw Pumpfenster beinhalten.



2. Theoretische Grundlagen

stoff oxidiert werden.[69] Geschieht dies nicht, kehrt der Fluorophor geméfs der folgenden

Reaktionsgleichung in seinen Singulettgrundzustand zuriick:

ka

Ty + %0, (3,7) (T1 .30, (3zg—)) 5oL g 4 "0y (X). (2.6)

k_g
In (2.6) bezeichnet n € {1,3} den Singulett- bzw. Triplettzustand von Sauerstoff und X
dessen Elektronenkonfiguration und ko fasst mehrere Zerfallswege zusammen. Ublicherweise
befindet sich der Fluorophor im Gleichgewicht mit seinem Stoftkomplex und die resultierende
Reaktionsgleichung fiir das Sauerstoffquenching lautet|14]

kq[O2]

T So (2.7)

Da es nicht immer problemlos moglich ist, einen Quencher in das Reaktionsmedium ein-
zubringen, hat sich als weitere Methode die Desaktivierung mit Hilfe einer zusétzlichen
Anregungswellenlidnge )\, etabliert.[70] Sie ist mit der Ratenkonstante k4 resonant zu Uber-
gidngen vom 77 in hoher angeregte Triplettzustiande T),, aus den der Farbstoff durch ISC in
den Singulettzweig zuriickkehren kann. Da die Molekiile bei dieser Art der Triplettdesakti-
vierung durch Fluoreszenz in den Grundzustand iibergehen — das ISC also effektiv umkehrt
wird — heifst sie reversed intersystem crossing (RISC). Der Weg von T3 nach S; ist nicht
immer eindeutig, somit lautet, mit dem effektiven Wirkungsquerschnitt o,;s.(As) und der

Anregungsintensitét I, die effektive Ratenkonstante fiir das RISC

1& krrsc
T ks kiso |} ksr ge
kT krsc, St 1
kT, krrso
k;C
Ty . kt ’
C
kT R 10
/Ct kiO ¢
e
ksr) | e
PRLC NN 0
0
Triplett trans cis

Abbildung 2.5.: MC540 kann nach Anregung in das cis-Isomer iibergehen oder in den
Triplettzustand.
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2.2. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

kS = 0ri0e (M) I (2.8)

risc

RISC beruht auf dem Prinzip der Doppelresonanz und lésst sich durch Verwendung
gepulster Anregung zeitaufgelost betreiben. Abb. 2.4 weist fiir die Pulsfolge einen wichtigen
Unterschied zu anderen Pump-Probe-Methoden auf: Die Pumpe ist kein einzelner Puls,
sondern ein fiir mehrere Pulse oder einen cw-Laser offenes Fenster. Dadurch wird die
Besetzung des Triplettzustands maximiert, um moglichst viel Fluoreszenz nach erfolgreichen
RISC beobachten zu kénnen.

Pump-Probe-RISC ermdglicht die Untersuchung der Dynamik des Triplettzustands. Sie
erlangt zunehmend an Bedeutung, denn der Dunkelzustand wird in Verfahren der auflésungs-
grenzendurchbrechenden Mikroskopie eingesetzt. In der GSD-Mikroskopie (ground state
depletion, Grundzustandsléschung) kann die Grundzustandsbesetzung in der Triplettzustand
transferiert werden;|71, 72] den Methoden mit statistischer Fluoreszenzrekonstruktion|2, 3|
steht eine alternative zu photoaktivierten Farbstoffen zur Verfiigung.[73, 74] Methoden zur
Aufklarung der Dynamik des Triplettzustands sind auch von medizinischem Interesse. Denn
schon seit einiger Zeit werden Triplettph&nomene medizinische Genutzt, wie beispielswei-
se das oben erwahnte Sauerstoffquenching|75]: Stofkomplexe aus (2.6) gehen in reaktive
Sauerstoffspezies tiber, die zelltoxisch wirken und zur Krebstherapie geeignet sind.|76]

Zu den gut untersuchten Photosensibilatoren mit nachgewiesenem RISC gehort Mero-
cyanin 540.[77] Es besitzt eine komplexe Zustandsdynamik, da es sowohl signifikant in
den Triplettzustand iibergehen kann, als auch cis-trans-Isomerie zeigt. Abb. 2.5 umfasst
alle bedeutenden Zustédnde, die MC540 nach der ersten Anregung mit A, einnimmt. Der
cis-Triplett kann vernachléssig werden, da gemeinsames Auftreten von ISC und Isomeri-
sierung unwahrscheinlich ist.[47] Das aus Abb. 2.5 folgende Differentialgleichungssystem
ist umfangreich. Zur Interpretation zeitaufgloster Messungen muss dieses System auf ein
handhabbares reduziert werden. Die Schwierigkeit liegt darin, dennoch alle beteiligten
Ubergiinge zu erfassen. In Abschnitt 4.2 wird unter Vernachlissigung des cis-Isomers ein

Differentialgleichungssystem hergeleitet, dass die experimentellen Resultate erkldren kann.

2.2. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

2.2.1. Zeitaufgeloste Fluoreszenzanisotropie

Die Wechselwirkung von Photonen mit Molekiilen hat immer tensoriellen Charakter. Uber-
géange, an denen lediglich ein Photon beteiligt ist, werden durch Tensoren erster Stufe —

Vektoren — beschrieben, dem Ubergangsdipolmoment

11



2. Theoretische Grundlagen

wpp = e (flrlg) = ¢ /dv GHr) T ). (2.9)

Dabei indiziert g den Ausgangs- und f den Endzustand; e ist die Elementarladung. Einzelne

fluoreszierende Molekiile emittieren daher linear polarisiert.

Nicht rotierende Molekiile absorbieren nun linear polarisiertes Licht mit elektrischem Feld
in Richtung e.,. Aufgrund der selektiven Anregung proportional zu e.,ppp ergibt sich eine
Vorzugsrichtung auch bei der Emission, die in der Regel parallel zur Absorption erfolgt. Die
Detektion erfolgt, wie in Abb. 2.6 dargestellt, in zwei orthogonalen Polarisationsrichtungen,
Pvo Und pyp. v und h bezieht sich dabei auf die Polarisation vertikal bzw. horizontal zur
von Lichtquelle (Q), Probe (S) und Detektor (D) festgelegten Ebene. Die Intensitét bei
Beobachtung der Emission parallel (I,,) bzw. senkrecht (I,3) zu e, definiert die stationére
Anisotropie
Ly —Glyn D

S AL LA — 2.1
" L.+2GL, S (2.10)

Der Faktor 2 ist notwendig, da zwei linear unabhéangige Raumdimensionen senkrecht zur
Anregungspolarisation stehen. G korrigiert Unterschiede der Detektionseffizienz zwischen
paralleler und senkrechter Emission. Werden zufillig orientierte Molekiile betrachtet, muss

tiber alle Orientierungen gemittelt werden und es ergibt sich[14]

3 20) -1
I (2.11)
2
!
b \ pl,
l
e, Pyh
€y
€z Emission
L

Teex
o G - B
nregung

Abbildung 2.6.: Schematische Darstellung der relevanten Polarisationsrichtungen im Labor-
koordinatensystem L bei linear polarisiert angeregter Anisotropie.
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2.2. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

wobei © den Winkel zwischen emittierendem Dipol und e, beschreibt. Ist der mittlere
Winkel ©,; = 54, 7°, verschwindet die Anisotropie. ©; wird ,Magic Angle* genannt. Durch
die Photoselektion bei der Einphotonenanregung (1PE) ist

71'/2
) 6fd@ f1cos?©
(cos®> ©) = T
Jdo f
0

(2.12)

mit f; = cos? ©sin©. Aus (2.11) und (2.12) ergibt sich fiir die 1PE eine maximale Aniso-
tropie von r;yq. = 0, 4.
Liegen Absorptions- und Emissionsdipolmoment nicht parallel, sondern in einem Winkel 3

zueinander, ist die maximal mogliche Anisotropie die fundamentale Anisotropie

2
1
4 % <0,4. (2.13)

Messen lasst sich ry vorzugsweise durch das Einfrieren der Farbstoffmolekiile im Losemit-

ry =0,

telkdfig bei niedrigen Temperaturen. So kdnnen verschiedene Lésemittel verglichen werden.
In [78] wurde fiir Perylen und verschiedene davon abgeleitete Molekiile gezeigt, dass r¢
unabhéngig vom Losemittel ist. Librationen als Ursache der Abweichung|79] kommen nicht
mehr in Frage, da diesen eine Wechselwirkung mit dem Losemittel zu Grunde liegt. Der

aktuelle Erklirungsversuch ist eine Kopplung der Ubergangsdipole an Vibrationsmoden.

Freie Molekiile in Losung unterliegen im Gegensatz zur bisherigen Diskussion der Rotati-
onsdiffusion. Mit zeitaufgeldsten Fluoreszenzmethoden wie zeitkorreliertem Einzelphotonen-
zéhlen (TCSPC, Time correlated Single Photon Counting) (vgl. Abschnitt 3.4.2) lasst sich

ein multiexponentieller Anisotropiezerfall beobachten:

r(t) = Z”(O) exp(—t/¢i) - (2.14)

r;(0) und ¢; sind die initiale Anisotropie bzw. die Lebensdauer der jeweiligen Anisotropie-
komponente. Ist ). 7;(0) := r(0) < 7y, so liegen schnelle Anisotropiezerfille vor, die mit
dem zur Verfiigung stehenden experimentellen Aufbau nicht aufgeldst werden kénnen.
Um zeitaufgeloste Fluoreszenz rotationsdiffusionsfrei zu messen, kann die Emission unter
dem Magic Angle beobachtet werden.

Die Eigenschaften von (2.14) ergeben sich aus der im Allgemeinen umfangreichen und
komplizierten Behandlung Rotationsdiffusion anisotroper Molekiile.|80] Der fiir diese Arbeit
relevante Fall fiir den 2PE-Anisotropiezerfall oblater Molekiile wird in Abschnitt 2.2.3
diskutiert.
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2. Theoretische Grundlagen

2.2.2. Simultane Absorption zweier Photonen

Bei Intensititen jenseits von 10! W/m? konnen viele Molekiile durch die gleichzeitige
Absorption zweier Photonen angeregt werden. Eine kurze Darstellung der physikalischen
Zusammenhiinge findet sich in [44]. Ubergéinge der 2PE werden im Gegensatz zu (2.9) mit

einem Tensor zweiter Stufe, dem Ubergangstensor, mit den Elementen

5up = 3 Wlralk) (lrslg)  {Slralk) o)

Wgg — W1 Wgg — W2

(2.15)

k
beschrieben. Es werden zwei im Allgemeinen unterschiedliche Photonen Aw; und hwo
absorbiert. g, f und k indizieren jeweils den Grundzustand, den Endzustand und alle

(virtuellen) Zustinde im Molekiil, die zum Ubergang beitragen. Es gilt wy, = Ag"‘". Der

selektiven Anregung e..pupp der 1PE enspricht in der 2PE die Groke

53, = 3 Ul lrlg)er | e1Girlk) Girlg) e 2.16)

A Wgg — W1 Wgg — W2

wobei e; die Polarisationen der Photonen sind. Dabei ist zu beachten, dass die e; raumfest
sind, r aber im Molekiilkoordinatensystem definiert ist. Fiir Kiivettenexperimente ist
daher eine umfangreiche Orientierungsmittelung notwendig.[81] Aufgrund der Integrale
(f|r|k) (k|r|g) erreicht die 2PE Zusténde | f) mit derselben Paritét wie |g), bei 1PE muss die
Paritét verschieden sein. Aus (2.16) kann gefolgert werden, dass die Art des beobachteten
Ubergangs empirisch bestimmbar ist.[82] Dazu miissen zwei unterschiedlich polarisierte
Laserstrahlen mit sub-ps-Pulsen raum- und vor allem zeitrichtig iiberlagert werden.[83] Im

folgenden Abschnitt wird eine Methode vorgestellt, die mit gleichen Photonen auskommt.

2.2.3. Bestimmung des Ubergangstensors mit zeitaufgelSster
Anisotropie

2.2.3.1. 2PE-Anisotropie in Abhéngigkeit molekularer Parameter

Die maximale Anisotropie bei der 2PE betriagt immer 7(0) = 0,57. Wegen der Proportiona-
litéit zu cos? O fiir beide Photonen ist die simultane Wechselwirkung proportional zu cos* ©
und in (2.12) wird f; ersetzt durch f = cos* ©sin ©.[14, Kap. 18]

Die Emission werde entlang e.,, mit einem Polarisator beobachtet. Die Wahrscheinlichkeit
Wem, €in von einem Farbstoffmolekiil mit dem Ubergangsdipolmoment pp Pem emittiertes

Photon zu beobachten, ist proportional zu

Wem X |eem”DP,em|2 . (217)
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2.2. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

Ebenso ist die Absorptionswahrscheinlichkeit proportional zu |S fg\2. Bei Beschrankung
auf gleiche Photonen und mit der Reprisentation des Ubergangstensors als kartesische
3 x 3-Matrix T gilt:

Weo X |ecaTeeal” - (2.18)

Um diese Wahrscheinlichkeiten mit der zeitabhdngigen Anisotropie r(t) in Verbindung zu
bringen, miissen zunéchst relevante Koordinatensysteme (KOS) definiert werden. In Abb. 2.6
ist das Laborkoordinatensystem L festgelegt, in dem die Photonenpolarisationen definiert
sind. Das molekiilfeste Koordinatensystem M ist so festgelegt, dass e, (M) || upp. Die
Beziehung zwischen den beiden kartesischen KOS ist in Abb. 2.7 dargestellt. Sie werden mit
einer zeitabhéngigen Koordinatentransformation (2 (¢)) mittels Eulerwinkel miteinander

verbunden. Die detektierte Intensitdt nach 2PE ist demnach proportional zu

I(t) o< (wez (212(0))wem (Qar(1))) £ (1), (2.19)

wobei f(t) der Zerfall der Fluoreszenz ist. Durch das Betragsquadrat enthalt we,, das
direkte Produkt des Ubergangsdipolmoments mit sich selbst, den Emissionstensor zweiter
Stufe:

M = HDPem @ DPem- (220)

Ly (€em = T(0,0,1)) und I, (€em = 7(1,0,0)) aus (2.10) schreiben sich fiir noch beliebige
Anregung

Abbildung 2.7.: Terrylen mit molekiilfestem Koordinatensystem e;(M) kann sich frei gegen
das Laborkoordinatensystem e;(L) drehen.
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2. Theoretische Grundlagen

Ly = (les T () Mec(t)) (1)
L = (lecs TOecsl Mas(8)) £(8) = (lecaT (0ecal* My (1)) £(2).

Aufgrund der kompakteren Darstellung ist die Transformation der Tensoren ins Laborkoordi-

(2.21)

natensystem, Qs (t), durch die Zeitabhéngigkeit angezeigt. Die z- und y-Koordinatenachsen
sind hier beziiglich der Rotationsdiffusion fiir die Emission #quivalent. Damit wird (2.10)

fiir linear polarisierte Anregung (e., = £(0,0,1)) zu

(T22(0)% (M2 (t) — Mya(t)))
(T.,(0)2 spur M(t))

rl(t) = (2.22)

und fiir zirkulare Polarisation (e¢; = T(%, i%, 0)) zu

(IT22(0) = Ty (0) + (Tiy (0) + Ty (O (Mea(t) = Maa (1))
ré(t) = - . (2.23)
(T2 (0) = Ty (0) + (T (0) + Ty (0))] spUIFM(1))

Das heifit, dass die zirkular polarisierte Anregung senkrecht zur linear polarisierten erfolgen
muss, damit (2.10) giiltig bleibt. Parallele (I,,) und senkrechte (I,;) Detektion beziehen
sich nun auf die Ausbreitungsrichtung des Lichtes. Aus Abb. 2.8 wird ersichtlich, dass die
Anregung durch eine 7/2-Rotation um die y-Achse auch in e,-Richtung erfolgen kann, wobei

sich die Zuordnungen der Emissionspolarisatoren vertauschen.

Fir den Fall der nicht-resonanten 2PE mit identischen Photonen ist 7 ein symmetrischer und

reeller kartesischer Tensor.[82] Weil Orientierungsmittelungen in kartesischen Koordinaten

D \pvh
e, Do
€y
e, .
%’v Emission

¢ 0
@ - \ Anregung 5

Abbildung 2.8.: Schematische Darstellung der relevanten Polarisationsrichtungen im Labor-
koordinatensystem L bei zirkular polarisiert angeregter Anisotropie.
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2.2. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

mathematisch schwer zu handhaben sind,[21] wird zur Berechnung von (2.22) und (2.23) die
irreduzible Darstellung verwendet. Die relevanten irreduziblen Komponenten fiir Tensoren

zweiter Stufe lauten|84]

1 1
Ty = %(3TZZ —spurT) und  Thy = o (Tar — Ty £12T5y). (2.24)

Damit lassen sich (2.22) und (2.23) in folgender Form schreiben:

) = 6spur 7 (Tp(0) Mo (t)) + 3v/6 (Ty(0)> My (t))
T = (spur 7)2 + 6 (T5(0)?) spur M

e 3 (T5(0)T9(0)Mo(t))
() = \/;<TQ(0)T_2<0)> spur M(t)’

Die folgende Orientierungsmittelung und die Riickberechnung in anschauliche kartesische

(2.25)

Koordinaten ist in [21] ausgefiihrt. r/(¢) und 7¢(¢) fiir die Rotationen beliebiger Molekiile an-
zugeben ist jedoch mit unhandlichen Termen verbunden. Mit Wissen {iber die Eigenschaften

der Rotation und von 7T lassen sich diese weitgehend reduzieren.

2.2.3.2. Rotationsverhalten von Perylen und Terrylen

Aufgrund dreier verschiedener Ausdehnungen d, # dy, # d. (vgl. Abb. 2.9) besitzen Perylen
und Terrylen unterschiedliche Rotationsdiffusionskoeffizienten D, # D, # D, und damit
drei Rotationskorrelationszeiten. Einfachere Rotationsellipsoide ergeben sich beispielsweise
fir oblate (d. < d, = dy) oder prolate (d; > d, = d,) Molekiile.[14, Kap. 12.3]

Die Bindungslangen von Naphthalen|85] (I, = 142pm, [, = 137pm) und die zwischen
den Naphthaleneinheiten von Rylenen|86] (/; = 150 pm) sind bekannt. Somit ist Perylen
lpe = 625 pm und Terrylen l7. =~ 1012 pm lang. Beide sind b ~ 475 pm breit. Damit ist
l% ~ 1,3 womit Perylen als oblates Molekiil einzustufen ist. Terrylen liegt mit ITTE ~21
deutlich dariiber, aber unterhalb von eindeutig prolaten Molekiilen wie Diphenylhexatrien

mit égﬁ ~ 5. Die in Abschnitt 4.3 nachgewiesenen zwei Rotationsdiffusionzerfille zeigen,

asasel
O

Abbildung 2.9.: Aufsicht auf (a) Terrylen und (b) Perylen und Festlegung des Molekiilkoor-
dinatensystems M.
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2. Theoretische Grundlagen

dass Terrylen sich wie ein oblates Molekiil verhalt.
Wie bereits erwahnt soll in M ppp || e;(M) gelten. Explizit ist das molekiilfeste KOS fiir
Perylen und Terrylen in Abb. 2.9 festgelegt. Mit den Diffusionskonstanten® D, > D, = D,

ergeben sich die zwei Rotationskorrelationszeiten|87]

1 1
0=%p, W 2= 5 op (2:26)
Die zugehdrigen Anisotropiezerfille lauten
! l l
r'(t) = roexp(t/éo) + 7o exp(t/¢
(6) = rhexp(t/on) + rh exp(t/e) o)

re(t) = 15 exp(Y/eo) + 15 exp(t/s2) -

Mit den Indizes werden die Zerfélle den irreduziblen Komponenten aus (2.24) zugeordnet.
Die Diffusionskonstanten in (2.26) lassen sich mit einem angepassten Debye-Stokes-Einstein-
Gesetz beschreiben:|[23|

kgT
nVi’

mit der Boltzmannkonstanten kp, der absoluten Temperatur T, der Losemittelviskositét n

D; (2.28)

und dem hydrodynamischen Volumen des Rotationskorpers V;. Das Verhéltnis Ry = % der

Korrelationszeiten liefert dann

V., 3 1
V=3 <R 3>, (2.29)

das Verhéltnis der Volumina bei Rotation um die entsprechende Achse. Es ist zu beachten,
dass (2.28) einen Diffusionstensor|88] darstellt, und die Proportionalitdtskonstanten rich-
tungsabhéngig sein konnen. In (2.29) ersetzt dann eine Proportionalitiat die Gleichheit. Fiir
¢ zweier unterschiedlicher Systeme gilt
¢o(a) _ n(a)Ve(a)
Ro(a,b) = = ) 2.30
@D = G0ty = nV.0) (230

wobel sich die Viskositaten auf die Losemittel und die Volumina auf die Molekiile beziehen.

2.2.3.3. Der Ubergangstensor von Perylen und Terrylen

Beide Molekiile sind in z-Richtung quasi nicht ausgedehnt, womit die Beitrége zu 7 mit

z-Komponente verschwinden. Der reduzierte Ubergangstensor lautet

5 Aufgrund geringerer Losemittelwechselwirkungen rotieren die planen Molekiile schneller in ihrer
Molekiilebene als senkrecht dazu.
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2.2. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

Tie T
Te=|_ " ~"]. (2.31)
Ty Ty
Im Folgenden sind die Tensorelemente geméf -, j TZ% = 1 normiert. Weiterhin gehdren

Perylen und Terrylen zur Punktgruppe Dsp, womit genau zwei mogliche Varianten fiir

durch T vermittelte Ubergéinge verbleiben:[81]

Tow O 0 T
Ta, =" und  Tp,, = . (2.32)
‘ 0 Ty ¢ \Ty O

Beide kénnen einen Beitrag zu r(t) liefern, wenn ein entsprechender Ubergang an der Anre-
gung beteiligt ist. Da sich die Anisotropie additiv verhélt,[21] lassen sich die Anisotropien

wie folgt schreiben:

ri(t) = (1= g, () + firip, (#)

ri(t) = 1= f)rg,, () + for, (@),

(2.33)

wobei f? der jeweilige Beitrag der durch Ts,, hervorgerufenen Anregung zu r? ist. Durch

Einsetzen von (2.27) in (2.33) werden die Anisotropien zu

rl(t) = (1= Hrb(Ta,) + /'ri(Ts,) ) expl(—ife)
+ (= S(Ta,) + 11rb(Ts,,) ) exp(—t/eo)

ro(8) = (1= f)rS(Ta,) + F75(Ts,)) exp(~1/o.)
+ (1= fr§(Ta,) + £r§(Tp,,)) exp(—1/s0).

Nun kénnen die Vorfaktoren aus den Orientierungsmittelungen angegeben werden. Gemaéfs

(2.34)

[21] sind sie fiir den linear polarisierten Fall

3 3T2, +3T? 1
oTa,) = 7 572 nggy +yy2T3y (Ta,) = 7 (2.35)
(Ti,) =0 (Th,) = 2
und fiir den zirkular polarisierten
T = Tty LTt T e
zx vy zrlyy T Yy zztyy (2.36)
5(Ts,,) = 0 6(Th,) = .
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2. Theoretische Grundlagen

Demnach ist r[l) aus (2.27) konstant und es bleiben die drei Bestimmungsgleichungen

3 312, +3T,,

7 372, + 312, + 2712,

=gy Lty el 1 (2.37)
0 14 T2, + T2, — TouTyy 7

3 ngﬂc B Tz?y

14T2, + T2, — ToaTyy’

= (-1

5= (1= 1)

aber die vier®

unabhéingigen Variablen f!, f¢, T, und T,y. Fiir eindeutige Losungen ist eine
weitere Bestimmungsgleichung notwendig. Das Intensitatsverhéltnis zwischen zirkularer

und linearer Polarisation, 27 p, bietet sich an. Es gilt:

se(t) ST, O+ 57, () 272 4 oT2 — 2T, T, + 612,

Qrp = - = : (2.38)
SL(t) SlTAg (t) + SérBlg (t)  3T2, +3T2, + 2T, Ty + 4T2,

Qrp kann auch aus Messungen unter Magic Angle Bedingungen gewonnen werden.

2.2.3.4. Einfluss schneller Depolarisationen

Die nicht messbaren, anisotropiemindernden Effekte wirken sich auf die schnellen Kompo-
nenten 74 und 7§ aus. Um nun Messwerte auf molekulare Parameter umzurechen ist ein
Korrekturfaktior notig. Dieser ergibt sich durch den Vergleich von Tieftemperaturmessungen
zur Bestimmung der fundamentalen Anisotropie[78] mit der maximalen Anisotropie 71(0)
aus zeitaufgeloster 1PE-Anisotropie. Der Polarisationsverlust wird einer initialen Rotation
um e, (M) zugeschrieben. Damit ist mit dem empirisch gefundenen maximalen Drehwinkel

o, dieser Rotation der Korrekturfaktor

2

20, ,
a rh(exp). (2.39)

TH =

sin(2a;)

Mit (2.40) steht nun ein Gleichungssystem zur Verfiigung, mit dem der vollstindige Uber-
gangstensor eines oblat rotierenden Molekiils mit Hilfe einer iiberschaubaren Anzahl von
Messungen bestimmt werden kann. Mit stationdrer Tieftemperaturanisotropie wird zunéchst
o, bestimmt. Zwei TSCPC-Spuren unter magic angle Bedingungen liefern Q7p. Die rf
werden mittels zeitaufgeloster 2PE-Fluoreszenzanisotropie — zirkular bzw. linear polarisiert
angeregt — bestimmt. Zur Festlegung der Rotationskorrelationszeiten der Anisotropiemes-
sungen werden zusétzlich einphotonenangeregte Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt. Somit

konnen die vier unabhingigen Variablen f!, f¢, Ty, und T,y bestimmt werden.

5Ein Tensorelement (hier: T}, ) ist iiber die Normierungsbedingung >, j Tfj = 1 festgelegt.
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2.2. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

Die finale Form des zu l6senden Gleichungssystems — auf den Zusatz (exp) wird wieder

verzichtet — lautet:

. 2 2 2
S sin(2a) (1- fl)§ 3T;, + 31y,
? 20, 7 312, + 372, + 212,
2 2
= (1 fo) 2l Tl = Werly 1
14 T2, + T2, — TeaTyy 7 »
sin(20,) |2 3 T2, - T; (2:40)
ré = — | T (1—f9 = o vy
? 20, 14 T2, + T2, — ToaTyy
217, + 2T, — 2T5y Ty + 617,
Qrp =

312, + 312, + 2T Ty + 4T2,
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3.1. Probenpraparation

3.1.1. Herstellen der Farbstofilosungen

Eine genaue Auflistung der verwendeten Farbstoffe und Losungsmittel findet sich in Tab. A.2
im Anhang. Sofern nicht im Folgenden explizit angegeben, werden sie ohne weitere Aufrei-
nigung verwendet. Es werden folgende, 100 pM Stammlésungen angesetzt: Merocyanin 540
(MC540) in Wasser und Ethanol, Perylen in 1,2-Propandiol (PDO), Rhodamin 6G (Rh6G)
in Glycerin und Terrylen in Nonan, 1-Octanol, PDO und Squalen. Die Glycerinlésung wird
im Ultraschallbad homogenisiert.

Zusétzlich wird eine von M. Teubner vorbereitete, 100 pM Stammlésung von HPTA in
Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. Damit das hydrophile DMSO vor der Verwendung
wasserfrei ist, muss es destilliert werden.[89] Mit Trifluoressigsiure (TFA) angeséuert liegt

die Photosdure im Grundzustand vollstdndig protoniert vor.

3.1.2. Sauerstofffreie Proben

Messungen von Farbstofflosungen unter sauerstofffreier Atmosphére sind mit konfokalen
Aufbauten nicht ohne geeignete Probenkammer moglich. Diese miissen 16semittelbesténdig
sein, aber dennoch diinnwandig genug fiir den Arbeitsabstand des verwendeten Objektivs.
Des Weiteren ist es durch die Art der Messungen — Photonenzéhlen, Korrelationsmessungen
— notwendig, dass die Kammer iiber Stunden gegen das Eindringen von Sauerstoff dicht ist.
Die gefundene Lisung ist ein Selbstbau.

Zunéchst wird der Boden einiger 5 ml fassender neoLab-Schraubdeckelflaschchen vom Glas-
bléaser der Universitdt entfernt. Die restlichen Arbeiten kénnen selbst durchgefiihrt werden.
Die oberen Halften werden jeweils auf ein Deckglas (Hecht Assistent 24x24x0,17(1)) gesetzt.
Von auken wird nun um die entstandene Kontaktfliche ein handelsiiblicher Cyanacrylat-
kleber (Pattex Sekundenkleber Glas) aufgetragen. Durch die Mitte des Deckglases kann
weiterhin problemlos gemessen werden (Abb. A.1.1(a)). Bevor der Kleber aushértet, wird
er mit einem Plastikspatel glattgezogen, um Luftbléschen in der Klebefliche zu vermeiden.
Der Glas-Glas-Kontakt schliefst somit luftdicht und bedingt chemikalienbesténdig. Als Lose-
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mittel geeignet sind etwa Wasser, Ethanol und Methyltetrahydrofuran (MTHF). Versuche
mit DMSO, Toluol und Dichlormethan fithrten jedoch zu einer reversiblen Depolymerisation
des Klebers.

Vor jeder Messung wird die Probenkammer mit der zu untersuchenden Losung befiillt und
mit einem Deckel verschlossen. Die Verschraubung alleine ist luftdurchléssig, weswegen sie
zusitzlich mit einigen Lagen Parafilm abgedichtet wird, vgl. Abb. A.1.1(b). Der Deckel ent-
halt eine Durchstichmembran, sodass mit Argon gespiilt werden kann (vgl. Abb. A.1.1(c)).
Eine Injektionsnadel leitet Argon in die Losung, iiber eine weitere entweicht iiberschiissiges
Gas. Bei diesen Schritten ist Vorsicht geboten, da die Klebestelle mechanisch instabil ist.
Das Deckglas kann abgedreht oder mit einer Nadel abgedriickt werden. Auch ein zu hoher
Spiildruck oder das Entfernen der Uberdrucknadel vor der Spiilnadel fithrt zu einem Riss
der Kammer.

Ein Spiilvorgang dauert ca. 15 Minuten. Ist die Probe in Ethanol angesetzt, halbiert sich
dabei das Losemittelvolumen und die Farbstoffkonzentration erhéht sich entsprechend. Nach
dem Spiilen ist die Probe fiir mindestens 24 Stunden sauerstofffrei. Die Dichte wird mit
Messungen der Fluoreszenzverstiarkung von MC540 im Zweifarbexperiment nachgewiesen
(vgl. Abb. 4.11), die sich nur in sauerstofffreier Atmosphére zeigt.

Einmal geklebt sind die Probenkammern grundsétzlich wiederverwendbar. Wegen der gerin-
gen mechanischen Belastbarkeit hat sich jedoch das Ablésen und neu Kleben der Kammern

gegeniiber der Reinigung durchgesetzt. Die Deckgléaser werden entsorgt.

3.2. UV-VIS- und Fluoreszenzspektroskopie

Zu Vermessung stationérer Absorptions-, Anregungs- und Emissionsspektren kommen das
UV-VIS-Spektrometer V-650 und das Fluoreszenspektrometer FP-6500 von Jasco zum
Einsatz. Die Stammlosungen von MC540 und Rh6G werden zur Messung auf ein hunderts-
tel der Ausgangskonzentration verdiinnt. Perylen/PDO wird auf ein zwanzigstel und die
Stammlosungen mit Terrylen gar nicht verdiinnt. Zur Aufnahme der Spektren werden alle

Maflésungen in Kiivetten aus optischem Spezialglas von Hellma mit 1 cm Pfadlénge gefiillt.

Tieftemperaturfluoreszenzspektren werden mit dem Kryostaten Optistat DN und der Tempe-
raturkontrolleinheit ITC503S von Oxford Instruments durchgefiithrt. Ausreichende Isolation
wird durch eine Evakuierung iiber Nacht gewihrleistet, die alle 48 h bis 72 h stattfindet.
Um eine Kondensation von Wasserdampf an den Messfenstern zu verhindern, muss die
Probenkammer téglich 30 min evakuiert werden. Die Proben werden unter Stickstoffstrom
eingesetzt. Das Abkiihlen der Proben samt Kammer von Raumtemperatur auf 77 K erfolgt

durch Zugabe von Fliissigstickstoff innerhalb von 30 min. Die notwendigen Vorbereitungen
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iibernahm M. Teubner.

Zur Vermessung werden Polystyrolkiivetten mit 1 cm Pfadldnge von Sarstedt verwendet.
Um die Anregung und Emission linear zu polarisieren werden zwei FDP-203-Polarisatoren
von Jasco benutzt. Pro Temperatur werden acht Spektren — je 4 Polarisatorstellungen fiir

Anregung und Emission — aufgenommen.

Alle Spektren werden mit Origin 9.2G von OriginLab aufgetragen. Fiir die Berechnung der

Anisotropiespektren wurde ein Importskript erstellt.

3.3. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie

3.3.1. Kontrolle des Zeitabstands zweier Laser

Grundlage fiir zeitaufgeloste Messungen mittels DRS ist die Kontrolle des Zeitabstandes
von Pump- und Abfragelaser. Grundsétzlich wird konnen Pulsziige gegeneinander verzogert
werden oder Laser nur zu definierten Zeiten aktiv geschaltet werden.Technisch kann dies iiber
die Kontrolle von elektrischen Synchronisationssignalen geschehen, oder direkt im optischen
Strahlengang. Nicht jede Methode ist fiir jeden Laser und jede gewiinschte Zeitauflosung

geeignet.

Tabelle 3.1.: Varianten und Losungen fiir die Zeitkontrolle zweier Laser.

‘ Pulszugverschiebung Aktivschaltung
elektrisch EDL gating
optisch ODL AOM

Die generell langsamste in Tab. 3.1 gelistete Methode ist das optische Schalten mittels
akusto-optischer Modulatoren, AOM. Der einfallende Laserstrahl wird im aktiven AOM an
einer stehenden akustischen Welle gebeugt. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist
der Aufbau dieser Welle. Typische Kristallmaterialien wie TeOs erreichen dabei strahldurch-
messerabhéngige Schaltzeiten von ¢, = 160 18/mm. Mit dieser langsamen Methode kénnen
dafiir sémtliche Lasertypen kontrolliert werden.

Elektrisches ,,gating” ist lediglich mit Diodenlasern moglich. Ist deren Treiber mit einem
schnellen Eingang (,fast gate”) ausgestattet, so konnen einzelne Pulse erzeugt werden.
Die Reaktionszeit entspricht dem Pulsabstand bei der groftmoglichen Repetitionsrate; fiir
80 MHz sind das 12,5 ns.

Die einfachste elektrische Verzogerung (,electrical delay line“, EDL) ist ein Kabel. Mit

einer typischen Signalgeschwindigkeit von 2 - 108 m/s ergibt sich eine Verzogerung von 5ns/m.
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Fiir Messreihen ist eine kabelbasierte Losung zu unflexibel und unprézise. Eine passende
Alternative sind elektronische Verzogerungsschaltungen wie in dem Picosecond Delayer
(PSD) von MPD. Dort wird ein eintreffender elektrischer Puls aber nicht verzégert, sondern
zum gewiinschten Zeitpunkt ein neuer erzeugt. Die Mindestlaufzeit durch den PSD Betrigt
12 ns, die maximale 62 ns. Der Bereich kann in Intervallen von 10 ps durchfahren werden.
Vorraussetzung fiir die Verschiebung ist eine Synchronisierung beider Laser, entweder durch
einen gemeinsamen Oszillator oder eine Phasenregelschleife.

Die beste Auflosung bietet eine optische Verzogerung (,optical delay line“, ODL), die den
Weg eines der beiden Laser verlingert. Die Distanz wird mit Lineartischen variiert, die
Positioniergenauigkeiten unter 100 nm erreichen. Daraus ergibt sich eine Auflésung im

Femtosekundenbereich.

Ist es notwendig, den relativen Abstand zweier Laserpulsziige zueinander zu bestimmen,
so kann dies mittels Kreuzkorrelation an zwei APDs realisiert werden. Durch passende
Filter erreicht nur das Licht jeweils eines Lasers eine APD. Unter der Vorraussetzung,
dass der Strahlengang nach der Probe und der elektrische Weg nach den APDs fiir beide
Laser derselbe ist, kann die Zeit zwischen zwei Pulsen an der Stelle des Maximums der
Korrelationskurve abgelesen werden.

Dies ist fiir aktiv geschaltete Laser nicht moglich. Fiir einzelpulsgeschaltete Dioden lasst
sich noch die absolute Zeit zwischen elektrischem Gatepuls und dem Laserpuls an der APD
messen. Die Trigger fiir den AOM sind aufgrund der langen Schaltzeit zu breit fiir die
Eingénge typischer Korrelationshardware.[90] In so einem Fall wird die Verzégerung aus

Angaben zur Laufzeit der Elektronik lediglich berechnet.

3.3.2. Auslegung der Experimente

Mit dem Messaufbau soll es moglich sein, ortsaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie zu
betreiben. Ein Ziel ist die Bestimmung des lokalen Sauerstoffgehaltes biologischer Proben
durch ortsaufgelostes RISC. Ein weiteres die ortsabhéngige Untersuchung der Reaktions-
geschwindigkeit des ESPT. Wie in Abb. 3.1 angedeutet, miissen dafiir unterschiedliche
Messtechniken (rot) verwendet werden.

Dabei miissen einige Einschrankungen gemacht werden. Zunéchst wird auf die Ortsauflosung
verzichtet, bis gezeigt ist, dass die Messungen im Ensemble zufriedenstellend funktionieren.
Aus demselben Grund werden die Laser vorerst nicht mit einer ODL gegeneinander ver-
schoben. Schnelle Phénomene, mit Zeitkonstanten von einigen Pikosekunden und darunter,
sind somit bis auf Weiteres ausgeschlossen. Insbesondere die Untersuchung des ESPT ist
nicht fiir alle Photoséuren und Losemittel moglich.[56, 91, 92]
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Die unterschiedlichen Zeitskalen kénnen nicht vom selben Aufbau abgedeckt werden, weshalb
hier zunéchst zwei Experimente realisiert werden. Die Verzogerung zweier Laserpulsziige
gegeneinander ist technisch gelost und es existiert kommerzielle Hard- uns Software, sodass
die Umsetzung vergleichsweise unkompliziert moglich ist. Fiir definierte Verzégerungen miis-
sen beide Laser synchron laufen, also muss mindestens ein Laser einen externen Oszillator
als Taktsignal akzeptieren. Die Verschiebung selbst wird mit einer variablen elektronischen
Verzogerung (EDL) realisiert. Der maximale Messbereich liegt zwischen dem Abstand
einzelner Pulse und der maximalen Verzégerung der EDL. Die Auflésung wird abhéngig von
den Lichtquellen durch deren Pulsbreite oder den Jitter der EDL bestimmt. Das Messsignal
ist die verzogerungsabhéngige Zahlrate im beobachteten Zerfallskanal. Der Modus soll
,,Pikosekunden-Pump-Probe* heiften, PSPP.

Die Untersuchung langsamerer Prozesse bedingt eine aufwendigere Steuerung. Im vor-
herigen Fall laufen die Laser bei einer konstanten Repetitionsrate. Fiir die vorhandenen
Quellen bedeutet dies meist 80 MHz. Mit Pulsabstdnden von 12,5ns lassen sich keine
Phé&nomene untersuchen, die sich auf der Mikroskundenzeitskala abspielen. Hier muss eine
der Aktivschaltungen aus Tab. 3.1 verwendet werden. Die Verschiebung von Pump- und
Probesignal ist die Zeit zwischen der aktiven Phase der jeweiligen Laser. Sie wird durch ein
Programm variiert, dass die unterschiedlichen Phasen synchron zu einem Taktgeber schaltet.
Der maximale Messbereich wird nach unten durch eine Taktlinge des Messprogramms
festgelegt, nach oben durch die Taktlinge mal der Breite des verwendeten Zihlers.” Die
Taktlange ist zugleich die maximale Auflésung dieses Modus. Im Gegensatz zum PSPP
wird es hier unmoéglich sein, den vollen Messbereich zu beproben. Zum einen diffundieren
die gepumpten Molekiile aus dem Anregungsvolumen, was die maximale Beobachtungslénge

auf ca. 100 ps festlegt. Zum anderen miissen die Schaltzeiten aller angesteuerten Kompo-

fs-Laser + ODL

AOM / fast-gated Laser gepulste Laser + EDL
f ! f !
Os-induzierter Interne Konversion &
Phosphoreszenz Triplettzerfall Fluoreszenz Schwingungsrelaxation 1PE 2PE
: | : —_— BSPT l l
L |

I T T T T T T T T T T T T |
1073 104 10~° 10-6 1077 10-8 0= 107 107t 1072 107 107* 1071 10716

Lebensdauer & Messbereich / s

Abbildung 3.1.: Die Lebensdauern verschiedener photochemischer Prozesse (blau) und die
Messbereiche verschiedener Pump-Probe-Verfahren (rot).

"Die Nichtbeachtung dieser Regel zieht folgenschwere Zahleriiberliufe nach sich.[93]
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nenten beriicksichtigt werden. Durch den verwendeten AOM ergibt sich somit bei 1 mm
Strahldurchmesser eine untere Schranke von 160 ns. Dieser Modus heifft — entsprechend der
beobachtbaren Zeitskala — , Mikrosekunden-Pump-Probe“, MSPP.

Bei der Realisierung der Experimente sind drei zentrale Probleme zu 16sen. Da verschiedene
Laser zum Einsatz kommen, muss zunéchst fiir deren Einkopplung in den Messaufbau
und gegebenenfalls Stabilisierung gesorgt werden. Abschnitt 3.3.3 bis 3.3.5 erldautern dies.
Doppelt angeregte Molekiile kénnen nur dort beobachtet werden, wo sich die Anregungsvolu-
mina von Pump- und Abfragepuls iiberschneiden. Sie miissen somit als néchstes iiberlagert
werden. Die 6konomischste Art dies zu tun, wird in Abschnitt 3.3.6 beschrieben. Zuletzt
muss neben der rdumlichen fiir die zeitliche Uberlagerung gesorgt werden. Dies ist fiir den
PSPP einfach durch Verschiebung der Pulziige gegeneinander mdoglich. Die Pulsfolge im
MSPP wird dagegen durch ein Echtzeitsystem (Abschnitt 3.3.7) erzeugt, dass nicht mehr

trivial zu programmieren (Abschnitt 3.3.9) ist.

3.3.3. Aufbau der Faserlaser

Fiir die Experimente stehen zwei Toptica FemtoFiber pro zur Verfliigung. Der NIR und der
TVIS LRC sind zwei Modelle einer Produktfamilie von Faserlasern. sie sind schematisch in
Abb. 3.2 dargestellt. Die gemeinsame Stufe wird durch jeweils einen Ringoszillator (OS) und
Verstarker (AMP) gebildet, zu denen jeweils eine nicht eingezeichnete Pumpdiode gehort.
Das Lasermedium ist jeweils eine Erbium-dotierte Faser die bei 1560 nm emittiert. Durch
die Kombination von passiver Modenkopplung durch einem séttighbaren Absorber (SAM)

mit einem Siliziumprismenkompressor (Si) erreicht die Stufe Pulsbreiten unterhalb von

SAM

(ON]
LRC AMP 2f
> e

Si

I, }SHG

VYA YA ‘ _

VAT [R/AY
HNLF SF10

$ MM

Abbildung 3.2.: Schematischer Aufbau beider Faserlaser. Der TVIS wird hier {iber das
LRC-Modul mit dem NIR synchronisiert. Die Kiirzel sind im Text erldutert.
Schwarze Linien: Strahlengang innerhalb einer Faser; bunt: Freistrahl.
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100 fs. Die Repetitionsrate von 80 MHz fiihrt zu einer mittleren Leistung von iiber 300 mW.
Zur Synchronisation wird an einem SMA-Anschluss die Repetitionsrate ausgegeben.

Die Option LRC (laser repetition rate control), erlaubt es, die Lange der Laserkavitét
iiber einen motorisierten Spiegel (MM) zu verdndern. So kann die Repetitionsrate um etwa
200 kHz verschoben werden. Mit einer Phasenregelschleife (PLL, phase locked loop) wird
sie schlieflich mit einer zweiten Quelle synchronisiert.

Mit dem Zusatz NIR erhélt der Laserkopf einen SHG-Kristall zur Frequenzverdopplung (2f)
und emittiert bei 780 nm und einer mittleren Leistung von mehr als 100 mW. Abgesehen vom
Prismenkompressor zur Pulsbreitenoptimierung kann der Laser nicht angesteuert werden.
Wihrend der Messungen ist die Ausgangsleistung auch ohne Anderung der Prismenposition
stabil.

In der Variante TVIS wird in einer hochgradig nichtlinearen Faser (HNLF, higly nonlinear
fiber) durch eine Mischung komplexer, nichtlinearer Phénomene ein Kontinuum erzeugt.|[94]
Die Variation der Pulsbreite mit den Siliziumprismen bestimmt die spektrale Verteilung
des Kontinuums.[95] Dessen kurzwelliger Teil bei 980 nm bis 1400 nm unterliegt starker
Dispersion, die mit einem SF10-Prismenkompressor korrigiert wird. Zuletzt werden die
Laserpulse mit einem keilformigen SHG-Kristall in den sichtbaren Bereich konvertiert. Durch
die Keilform kann die effektive Kristalllinge verdndert werden und somit die optimale
Wellenléange fiir die Frequenzverdopplung. Die Ausgangswellenlénge von 488 nm bis 640 nm
wird manuell eingestellt, indem der Keil senkrecht durch den Strahl gefahren wird. Die
maximal erreichbare Leistung ist frequenzabhéngig und erreicht ihr Maximum von ca.
6 mW bei 550 nm. Wahrend der Messungen stellt sich auch nach Stunden kein thermisches
Gleichgewicht im Laser — insbesondere in der HNLF — ein. In Folge dessen muss der

Siliziumprismenkompressor regelméfbig nachgeregelt werden, um die spektrale Verteilung

- LF

FS PM

Abbildung 3.3.: Skizzierter Strahlengang des TVIS (links) mit den fiir den stabile Betrieb
notwendigen Hilfsmitteln. Der Spiegel vor dem AOM ist klappbar, sodass
dieser umgangen werden kann. Die Abkiirzungen sind im Text erklart.
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fiir die eingestellte Ausgangswellenldnge zu erhalten. Die optimale Position wandert dabei

mit langerer Betriebsdauer zu groferen Schrittmotorweiten.

3.3.4. Vorbereitung und Kontrolle des TVIS im Messbetrieb

Wie im vorangegangenen Abschnitt erwdhnt, 1duft der NIR stabil und besitzt wenige
Einstellmoglichkeiten, sodass der Laser ohne weitere Mafnahmen in fast jedem Aufbau
genutzt werden kann. Ausgenommen sind MSPP-Messungen, da kein AOM fiir 780 nm
vorhanden ist. Im Gegensatz dazu besitzt der TVIS empfindlichere und variable Baugruppen
und bendtigt zum optimalen Betrieb einige Hilfsmittel. Der resultierende Aufbau ist in
Abb. 3.3 skizziert.

Zum Einstellen der Ausgangswellenldnge wird ein S2000-Faserspektrometer von Ocean
Optics verwendet (FS). Mit der Reflexion des Laserstrahls an einer Glasplatte als Signal,
kann die Wellenldnge kontinuierlich {iberwacht werden. Das frequenzverdoppelte Kontinuum
wird gegeniiber der eingestellten Wellenlédge lediglich um drei Gréfenordnungen unterdriickt
(siehe Abb. A.1.2b). Zur Hintergrundminimierung muss also fiir jede gewiinschte Wellen-
lange ein schmalbandiger Filter (LF) verwendet werden. Die Wahl fiel auf zwei Brightline
HC von Semrock mit Zentralwellenldngen von 532 nm bzw. 543 nm. Die Unterdriickung
unerwiinschter Wellenldngen relativ zur eingestellten Zentralwellenldnge steigt damit auf
1077,

Die Leistung des Lasers wird mit Graufiltern (OD) eingestellt und iiber eine weitere

A

P

Y

Grenzwert Pg einstellen > Leistung Pa auslesen Pa>Pg?

14 X

Abbildung 3.4.: Die optimale Prismenposition S wandert mit der Zeit zu groferen Werten.
Die Ausgangsleistung kann durch den rechts oben dargestellten Algorithmus
hinreichend konstant gehalten werden.

Nein
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Glasplatte mit einer Newport 819D-SL Photodiode (PM) gemessen. Sie wird von einem
1936-C' ausgelesen. Mit Hilfe von zuvor erstellten Tabellen wird die Leistung auf der Probe
iiber die reflektierte eingestellt.

Die dauerhafte Leistungsmessung ermoglicht es, die temperaturbedingten Leistungsschwan-
kungen bei der Kontinuumserzeugung auszugleichen. Die Nachregelung der Siliziumpris-
menposition iibernimmt ein LabVIEW-Programm. Wegen des deterministischen Verhaltens
des Lasers — mit zunehmender Zeit wandert die optimale Position zu gréfferen Werten —
geniigt eine einfache Nachregelung geméfs des Flussdiagramm in Abb. 3.4: Die Leistung P,
am Powermeter wird mit dem PC ausgelesen. Sinkt die Leistung unter einen definierten
Schwellwert P, wird die Position des Schrittmotors um 1 erhéht.

Als Startpunkt wird eine Position von 40 Schritten unterhalb der Position bei maximaler
Leistung gewéhlt. Die Maximalleistung schwankt mit der Zeit, und der einfache Algorithmus
kann eine verminderte Maximalleistung nur auf diese Weise kompensieren. Abb. 3.4 veran-
schaulicht die mit der Zeit schwankende Ausgangsleistung P,; die minimale Schrittweite

filhrt zu Leistungsspriingen von ca. 1 %.

Fiir die Experimente auf der Mikrosekundenskala wird der Laser durch einen AOM von AA-
Optoelectronic moduliert. Der MT110-A1-VIS wird vom RF-Generator MODA110-B51k-3/
getrieben. Dessen Modulation beschrénkt sich auf ein TTL-Signal, womit sich der AOM
am schnellsten Ein- und Ausschalten ldsst. Zur Zentrierung um den Strahl ist der AOM in
der Ebene senkrecht dazu verschiebbar. Zur Maximierung der Beugeeffizienz ist er um den
Strahl und parallel zur Tischebene rotierbar. Hinter dem AOM werden die transmittierten
Strahlen mit einer Linse auf ein Pinhole fokussiert und wieder kollimiert (LPL in Abb. 3.3).
Der AOM ist so rotiert, dass nur die erste Ordnung durch das Pinhole gelangt.

3.3.5. Weitere Laser und mogliche Kombinationen

Es stehen zwei weitere Laser fiir die Experimente zur Verfiigung, P-C-zzzB Laserdioden
aus der LDH-Baureihe von Picoquant. Die Dioden sind nach ihrer Emissionswellenlédnge
benannt. Die bei 405 nm emittierende Diode ist mit Repetitionsraten bis 40 MHz kompatibel.
Ihre Maximalleistung liegt bei 3 mW, die leistungsabhéngige Pulsbreite ist besser als 500 ps.
Dariiber hinaus emittiert diese dank der Auskopplung mit einer Multimodenfaser ein rundes
Strahlprofil, im Gegensatz zum elliptischen der P-C-635B. Letztere ist bis 80 MHz sicher zu
betreiben und erreicht dabei bis zu 8 mW bei Pulsbreiten unterhalb von 400 ps. Beide Dioden
werden tiber eine Variante der PDL 808 Sepia gesteuert, die sowohl externe Taktsignale als
auch schnelle Gate-Signale an den Lasertreibern akzeptiert.

Die Laser werden iiber einen Nahinfrarotspiegel ( Thorlabs BB1-E03), und drei Strahlteiler
(635nm: Chroma zt 640 rdc; TVIS: AHF 620 dcar; 405nm: AHF h 405 Ipzr) iiberlagert
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Tabelle 3.2.: Die Kombinationsmoglichkeiten der zur Verfiigung stehenden Laser fiir den

MSPP- (M) bzw. PSPP-Modus (P).

| P-C-405B  P-C-635B  TVIS NIR
P-C-405B (P & M) M
P-C-635B | (P & M) P &M p
TVIS M P &M P
NIR P P

(sieche Abb. 3.5). Die resultierenden Transmissionseffizienzen sind in Abb. A.1.3 dokumen-
tiert. Fiir die Messungen wird ein Konfokalmikroskop (vgl. Abschnitt 3.3.6) genutzt. Die
Kombinationsmoglichkeiten werden damit von den beiden zur Trennung von Anregung
und Fluoreszenz genutzten Strahlteiler Chroma zt 532-640-NIR rpc und zt 405-488-543 rpc
bestimmt. Aus deren Transmissionsspektren in Abb. A.1.4 und Abb. A.1.5 geht hervor, dass
die Laserdioden nur bedingt zusammen benutzt werden konnen. Der zt 532 transmittiert
im fraglichen Spektralbereich bis zu 10 %. Dariiber hinaus ist die blaue Diode nicht fiir
80 MHz ausgelegt und kann somit nicht mit den Faserlasern im PSPP betrieben werden.
Der MSPP wiederum scheidet fiir den NIR aus, da kein passender AOM angeschafft wurde.
Es verbleiben die fiinf in Tab. 3.2 dargestellten Wellenldngenpaare von 405nm/543 nm
und 532nm/635nm fiir den MSPP-Modus sowie 532nm/635nm, 532nm/780 nm und
635 nm /780 nm fiir den PSPP-Modus. Dabei ist zu beachten, dass die hohe Pulsintensitét

des NIR Zweiphotonenanregung bei einer effektiven Wellenldnge von 390 nm ermdoglicht.

3.3.6. Konfokalmikroskopie

Die Strahlfithrung erfolgt iber Thorlabs BB1-E02-Spiegel. Ausgenommen davon ist der
NIR, der bis zu den Strahlteilern iiber besser geeignete Spiegel (BB1-E03) geleitet wird.
Die Justage erfolgt mit Star SR100-100-2-BU Spiegelhaltern von Liop-tec. Sie unterliegen
einer zwar geringen, aber merklichen thermischen Drift, sodass vor jeder Messung das
aus Tab. 3.2 gewéhlte Laserpaar neu in das fiir die Messungen verwendete Aziovert 200
Mikroskop von Zeiss {iberlagert werden muss. In Abb. 3.5 ist schematisch der Strahlengang

flir die Messungen dargestellt.

Auch fir Ensemblemessungen wird konfokal detektiert, um Streulich aus Ebenen zu un-
terdriicken, die nicht im Fokus liegen.[96] Die Apertur im Anregungsstrahlengang entfallt
durch die kollimierte Beleuchtung durch die Laser, die iiber den Strahlteiler (DS) auf die
Probe hinter dem Objektiv (Zeiss C-Apochromat 40z 1,2W Korr co 0,14 — 0, 18) geleitet
wird. Alles durch das Objektiv in Riickstreuung gesammelte Licht gelangt {iber einen Spiegel
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(S) und eine Tubuslinse (TL) auf die Detektionsapertur (PH).

Wird diese Apertur so klein gewahlt, dass sie einer Airyeinheit (Durchmesser der Airy-
scheibe[97]) bei der geringsten Wellenldnge entspricht, wird nur der zweifach beleuchtete
Probenbereich auf den Detektor projeziert. Das Produkt zweier radialer Verteilungsfunktio-
nen der Laserintensitét, I o (M)g, erhalt nur das erste Maximum der Besselfunktion
J1, siche Abb. A.1.6. Das Signal-zu-Rauschen-Verhéltnis (SNR, signal to noise ratio) kann so
durch Streulichtunterdriickung ohne Z&hlratenverlust verbessert werden. Liegt die kleinste
Wellenlénge bei 532 nm, folgt mit dem 40-fach vergréfternden Objektiv ein Durchmesser
von dpy = 1,22 x 532nm x 40 x 1,271 = 21, 6 pm.

Die vorherige Uberlegung gilt jedoch nur fiir beugungsbegrenzte Abbildung, sodass in der
Praxis geringe Aperturgrofen einen starken Abfall der Zahlrate verursachen. Die Apertur
wird mit dpy = 50 pm tatséchlich so grof gewahlt, dass ihre Projektion in die Probenebene

grofer ist, als die Airyscheibe aller Laser.

Nach der Apertur wird das von der Probe kommende Licht von einer Thorlabs LA1131-A
Linse mit 50 mm Brennweite (L) kollimiert. Ein HQ 590-70 Filter von AHF (F) lasst nur
die gewiinschte Fluoreszenz passieren. Wird der NIR mit mehr als einem Milliwatt Leistung

verwendet, muss zusétzlich ein BG39 von Schott eingesetzt werden. Eine weitere LA1131-A
fokussiert die Fluoreszenz auf den Detektor (D), eine Perkin Elmer SPCM AQRH 14 APD.

Die radiale Uberlagerung der Laser in der Probe lisst sich einfach herstellen: Mit eingebau-

tem Objektiv werden die Reflexionen der Laser an einem Deckglas mit einer CCD-Kamera

i ,
M
DS M ST 405 ST TVIS ST 635 M NIR
TL PH L F BG L D
?E M I I 1 1
AN M [ [ [ [

Abbildung 3.5.: Der konfokale Strahlengang fiir die Doppelresonanzspektroskopie.
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beobachtet. Haben die Mittelpunkte der Querschnitte beider Laser an beiden Deckglasgrenz-
flachen dieselben (z — y)-Koordinaten, gehen sie gerade und lateral iiberlagert durch das
Objektiv. Die axiale Justage, die trotz des verwendeten Apochromaten nétig ist, erfordert
eine Moglichkeit zur Divergenzkorrektur eines der Laser.

In einen Strahlengang wird ein 1:1 Keplerteleskop aus zwei LA1131-A Linsen mit 50 mm
Brennweite eingebaut. Durch den Abstand der Linsen ldsst sich nun die Divergenz und somit
die axiale Fokusposition des gewélten Lasers bestimmen. Als Kriterium fiir optimale Justage
wird die Fluoreszenzerh6hung durch RISC in sauerstofffreier Losung von MC540 in Ethanol
genutzt. Die laterale Position wird erneut am Deckglas tiberpriift und falls notwendig durch
Mikrometerschrauben an den Linsenhaltern korrigiert. Die 635 nm-Diode wird mit einem
2:1 Teleskop verwendet. Dazu wird eine Linse gegen eine Thorlabs SC254-100-A-ML mit
100 mm Brennweite getauscht. Ziel der Vergroferung ist eine gleichméfigere Ausleuchtung
des Objektivs durch den elliptischen Strahl.

Eine prézisere Strahliiberlagerung wird durch Piezoaktoren erreicht.[98]. Sie wird in der
Regel durch 3D-Rastern fluoreszierender bzw. streuender Kugeln tiberpriift.[50] Da mit dem
SCX-200-Modul der Picoquant TimeHarp 200 nur ein 2D-Scanner zur Verfiigung stand,

war die Kontrolle der kritischen axialen Uberlagerung auf diese Weise nicht maglich.

3.3.7. Echtzeitsysteme und programmierbare Logik

Ein Echtzeitsystem, wie es fiir die Steuerung des MSPP benétigt wird, ist im Allgemeinen
eine Steueranlage, die garantiert, dass bestimmte Prozesse in bestimmten Zeitenschranken
ablaufen. Ein gerne genutztes Beispiel sind Airbagsteuerungen in Fahrzeugen, bei denen
Kollisionsereignisse innerhalb weniger Millisekunden bewertet werden miissen. Diese Aufga-
be wird nicht dem Bordcomputer iiberlassen, da dessen scheduler[99] mangels Priorisierung
die benotigte CPU-Zeit im falschen Moment anderweitig vergeben kann. Eine billige und
sichere Losung fiir die benotigten Reaktionszeiten sind Mikrocontroller, die durch eine
Software an die jeweilige Aufgabe angepasst werden.

Die grofite sinnvolle Beobachtungslénge im MSPP ist, bestimmt durch Diffusion, 100 ps.
Fiir eine hinreichende Messgenauigkeit muss die Steuerelektronik demnach im Mikrosekun-
dentakt und schneller arbeiten. Diese Anforderungen an die Prizision kénnen hardwarenah
programmierte Mikrocontroller nicht garantieren; die Funktionalitdt muss unmittelbar
durch die Hardware gegeben sein.[100] In solchen Fillen werden ASICs (application specific
integrated circuit) genutzt, beispielsweise fiir die Verarbeitung von Satellitennavigationsda-
ten.[101] ASICs haben zwei grofe Nachteile: Einmal produziert lassen sich nicht mehr &ndern
und die Entwicklungskosten fiir ein Design sind hoch. Beides wird durch die Verwendung

von programmierbarer Logik (PLD, programmable logic device) umgangen.
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PLDs lassen sich auf unterschiedliche Arten realisieren. Ist es notwendig, die Durchlauf-
zeiten der Logik exakt zu kennen, werden CPLDs (complex programmable logic devices)
genutzt.[102] Dementsprechend erzeugt der MPD Picosecond Delayer die Zeitverschiebung
des Ausgabesignals mit einem CPLD (Atera MAX II).[103] Fiir komplexere Aufgaben
werden FPGAs (field-programmable gate array) genutzt.[104] Die namensgebende program-
mierbare Logik liegt hier in Blocken vor, die flexibel miteinander verschaltet werden kénnen.
FPGAs werden zum Bau von Autokorrelationshardware verwendet. In der Picoquant Time-
Harp 200 ist z.B. ein FPGA aus der Spartan-Baureihe von Xilinz verbaut.

FPGAs werden mit Hardwarebeschreibungssprachen wie VHDL (Very High Speed Integrated
Circuit Hardware Description Language) programmiert.[105] Diese Sprachen unterscheiden
sich konzeptionell von den bekannten imperativen Sprachen wie C. Zudem muss darauf ge-
achtet werden, dass der Code synthetisiert, also auf die Hardware iibertragen, werden kann.
Nicht zuletzt steigt der Codeumfang auch fiir recht simple Aufgaben unverhéltnisméfsig
stark an.[106]

3.3.8. Soft- und Hardware zur Experimentsteuerung

Um den Programmieraufwand gering zu halten, wird ein myRIO-1900 von National Instru-
ments verwendet. Die Programmierung in LabVIEW (LV) ist gut dokumentiert und eignet
sich fiir die Steuerung wissenschaftlicher Experimente. Mit der gew6hnlichen LV-Umgebung
lassen sich nur Abldufe auf einem Host-PC entwickeln. Die RIO-Plattform ergénzt beide

im vorherigen Abschnitt erwdhnten Echtzeitebenen.

AGND - 06
DIOO - 11 +5V-1
DGND - 08 +33V-33
DIo1 - 13 DIO4 - 19
DGND - 12 DIOS - 21
DIOZ2 - 15 DIOG - 23
DGND - 16 DIOT - 25
DIO3 - 17 qh
DGND - 42 |

LVl  Lv2 33V GND LV3 Lv4 T4V
GND
DGND - 30

HVI HV2 5V GND HV3 HV4
DIO15 - 34

GND - 46

DGND-20 DGND - 24 DGND - 28

Abbildung 3.6.: Schaltplan der Anschlussbox fiir den myRIO. Die Quadrate stehen fiir
SMA-Buchsen, das Rechteck rechts fiir den DB-15-Anschluss zum AOM-
Treiber.
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Dazu lauft auf dem myRIO ein echtzeitoptimiertes linuxoides Betriebssystem, in dem das
LabVIEW Real Time Modul (LVRT) ausgefiithrt wird. Der FPGA ist ein Xilinz Artiz-7 und
wird mit LVFPGA angesprochen, einem LabVIEW-Modul, das die Hardwarebeschreibung
auf graphisches Programmieren mit LV zuriickfithrt. LVRT wird hier zur Signalverarbeitung
genutzt, wihrend LVFPGA die prizise Zeitsteuerung in Hardware ermoglicht.

Die digitalen Schnittschtellen des myRIO-1900 gehoren zur LVTTL (low voltage tran-
sistor transistor logic) Logikfamilie. Sie wird mit 3,3V Versorgungsspannung betrieben.
Damit TTL-Anschliisse mit 5V Versorgungsspannung zuverlédssig die hohen Pegel an
myRIO-Ausgéngen erkennen, werden vier davon mit einem SparkFun Logic Level Converter
- Bi-Directional konvertiert. Zum Anschluss der APDs, der Gatesignale und des AOM-
Treibers ist es zweckméfig, die filigranen Pins des myRIO dauerhaft auf SMA-Buchsen
zu legen. Dazu wird eine Anschlussbox konstruiert, deren Schaltplan in Abb. 3.6 gegeben
ist. Jede SMA-Buchse ist an einen eigenen digitalen konfigurierbaren Ein- und Ausgang
(DIO-x) und einen eigenen Erdungseingang (DGND-x) angeschlossen.

Ein Problem besteht beim Anschluss zweier APDs an den myRIO. Beide genutzten Ka-
néle zeigten zunédchst dieselbe Z&hlrate an, auch wenn eine APD abgeschaltet war. Nach
Riicksprache mit dem NI-Support wurden verschiedene Erdungsanschliisse gepaart. Das
Ubersprechen reduziert sich deutlich, wenn beispielsweise DGNG-8 und DGND-16 kombi-
niert werden. Zahlraten jenseits der 10° cps erzeugen jedoch weiterhin Signale im jeweils
anderen Kanal. Die kuriose Umgehung des Problems ist der zusétzliche Anschluss beider
Gate-Eingénge der APDs an 5 V-Anschliisse der Box. Thre eigentliche Funktion, die APDs in
Messpausen abzuschalten, konnen die Gates nicht erfiillen, da die Schaltstrome des myRIO
zu gering sind. Die zusitzliche Erdung verhindert aber das Ubersprechen der Kanile bei
allen fiir die APDs sicheren Zéhlraten.

3.3.9. Programmierung

Abb. 3.7 stellt den Programmablauf beider Messmodi schematisch dar. Die Grafik ldsst
sich auf mehrere Arten teilen. Ein vertikaler Schnitt unterscheidet PSPP und MSPP. Ein
horizontaler Schnitt zwischen ,Host“ und ,,Real Time" ist die Grenze zwischen PC und my-
RIO. Uberhalb von ,Host“ liegt die Benutzeroberfliche, der fiir den Anwender zuginglichen
Teil des Programms, darunter die automatische Datenerfassung und -verarbeitung.

Die dicken Pfeile symbolisieren den Fluss von Messdaten, die diinnen den von Steuerdaten.

Mochte der Nutzer im PSPP Laserpulsziige gegeneinander verschieben, legt er in der
Programmauswahl drei Messparameter fest. Dies sind die Zeitspanne, in der bei gleicher
Verzogerung die Fluoreszenz integriert wird, die maximale Verzogerung, die der PSD errei-

chen soll und das Inkrement, mit dem die Verzogerung erhoht wird. Minimales Inkrement
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und maximale Verzdgerung sind durch die PSD mit 10 ps bzw. 50 ns vorgegeben. Bei Bedarf
kann die initiale Verzogerung des PSD eingestellt werden.

Danach werden die Programmteile gemaf den Einstellungen gestartet, wobei der FPGA
lediglich Signale der angeschlossenen APD auswertet, die fiir jedes registrierte Photon einen
elektrischen Puls ausgibt. Die Abfragerate fiir den APD-Eingang betragt 200 MHz, die
relativen Ankunftszeiten der Photonen sind also bis auf 5 ns bekannt. Aus der Zeit zwischen
den Pulsen wird in der RT-Ebene alle 100 ps die Zihlrate berechnet.® Der Host berechnet
den Mittelwert der Zahlraten und speichert diese gemeinsam mit dem genauen Verlauf in
eine Datei.

Wie in Abschnitt 3.3.2 bereits angedeutet, nutzt der PSPP-Modus Echtzeitfahigkeiten nur

in begrenztem Mafe. Die eigentliche Experimentsteuerung findet auf der Hostebene statt.

Programmauswahl

M tor festl MPD PSD

|_e|ss;taarame er ets r;agen Verzégerung
ostprogramm starten einstellen
Datei Datei
| ¥ I
Neue Mittlere
Liste aller detektierten Photonen Verzogerung Zahlraten

Host
A \/

Photonenzahl des Zyklus berechnen Real Time aktuelle Zahlrate berechnen

A A
oN

|
Anzahl Takte ~Abfragen— Pumpen ] )
zwischen FPGA Anzahl Takte ;W|schen ansteigenden
ansteigenden Signalflanken
Signalflanken Pause

Abbildung 3.7.: Das Flussdiagramm fiir den MSPP-Modus (links) und den PSPP-Modus
(rechts).

8Da die Absténde aufeinanderfolgender Photonen bekannt sind, lieRe sich sogar Fluoreszenzkorrelati-
onsspektroskopie betreiben. Mit den 40 zur Verfiigung stehenden Eingéngen sind auch Kreuzkorrelationen
kein Problem. So kénnte dedizierte Korrelationshardware eingespart werden.[107]
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Die Abfolge aus Pumpen und Abfragen des MSPP hingegen wird direkt im FPGA gesteuert.
In der Benutzeroberflache muss zunéchst festgelegt werden, ob der TVIS als Pump- oder
Abfragelaser verwendet wird, da der Kanal fiir den AOM nicht gedndert werden kann (vgl.
Abb. 3.6). Die Nutzerin muss weiterhin die Pausen zwischen den Pulsen vorgeben, indem wie
bei dem PSPP die maximale Wartezeit und das Inkrement {ibergeben werden. Untere Grenze
ist automatisch eine Pause von 0s. Zusétzlich muss die Pump- und Abfragezeit bestimmt
werden, die zuvor durch die Laserpulsbreiten gegeben waren. Anstatt einer Zeitspanne zur
Signalintegration wird die Anzahl der Wiederholungen pro Wartezeit vorgegeben.

Auch in diesem Modus werden Photonenabstédnde mit 200 MHz detektiert. Die Schleife
fiir die Experimentsteuerung lauft auf demselben FPGA allerdings mit nur 160 MHz. Dies
wird durch eine langere Abfolge an Instruktionen verursacht, die in Hardware nicht in 5 ns
abgearbeitet werden kann. Bedingt durch die Taktrate akzeptiert die Benutzeroberflache
nur Zeitparameter in Vielfachen von 6,25 ns.

Um Hintergrundphotonen bestméglich zu vermeiden, wird die Weitergabe detektierter Pulse
nur wiahrend der Abfrage zugelassen. Damit die Photonen den Verzoégerungen zugeordnet
werden konnen, wird die aktuelle Pausenldnge als Metadatum mit iibertragen. In der

RT-Ebene werden die Photonenereignisse summiert und vom Host in eine Datei gespeichert.

Urspriinglich konnte die Linge der Abfragezeit nicht direkt bestimmt werden und orientierte
sich mit 200 ps an der Diffusion der Farbstoffe durch das aktive Volumen. Mit den wieder
gemessenen Photonenabstédnden sollten Kurven fiir den Zerfall der Triplettpopulation
unter Bestrahlung aufgenommen werden. Dazu miissten pro Zyklus mehrere Photonen
gemessen werden, was bei einzelmolekiilnahen Konzentrationen nicht moglich ist (vgl.
Abschnitt 4.2.3). Die APD kann mangels geeigneter Anschlussstrome auch nicht geschaltet
werden, weshalb hohere Konzentrationen wéhrend der Séattigungsphase zu Zéhlraten jenseits
der Belastungsgrenze von 107 /s fithren.

Um nichtsdestotrotz Messungen bei niedrigen Konzentrationen zu ermoglichen, wurde
die Datenverarbeitung in der RT-Ebene vereinfacht, sodass dort nur Photonen gezahlt
werden. Ohne die urspriingliche Struktur des Programms grundlegend zu &ndern, kann die
Abfragezeit nicht kleiner als 20 pis sein. Ein Konzept fiir diese Anderungen existiert, konnte

jedoch nicht mehr umgesetzt werden.

3.4. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

3.4.1. Versuchsaufbau

Fiir die Messung der zeitaufgelosten 2PE-Anisotropie ist der in Abb. 3.8 gezeigte Strahlen-
gang notig. Ublicherweise ist der Toptica FemtoFiber pro NIR (NIR) iiber Justierspiegel
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(Thorlabs BB1-E02) und Dichroitspiegel in einen flexiblen Aufbau eingebunden, der die
Verwendung mehrerer Anregungslaser zulésst. Dieser musste abgewandelt werden, da die
verwendeten Spiegel eine zirkulare Polarisation nicht erhalten.

Der NIR nutzt eine Erbium-dotierte Faser als Lasermedium. Die fundamentale Emission bei
1560 nm wird frequenzverdoppelt, sodass er bei 780 nm emittiert. Der Strahl ist parallel zur
Tischebene (H-) polarisiert, der Polarisationsgrad betrigt laut Datenblatt 95 %. Fiir linear
polarisierte Messungen wird die Polarisation nach der Umlekung iiber M zunéachst mit
einem */2-Pléttchen in die Normale (V) gedreht und danach der verbleibende H-Anteil mit
einem Polarisationsprisma (Pr) entfernt. Alternativ wird zunéchst mit Pr die V-polarisierte
Emission entfernt und dann mit einem */4-Plattchen (Thorlabs AQWP05M-980) zirkular
polarisiertes Licht erzeugt.

Die Polarisation wird mit einem FDP-203-Polarisator von Jasco und dem von Newport
hergestellten Powermeter 1936-C' mit dem Thermopiledetektor 818P-001-12 eingestellt.
Im linearen Fall wird der Polarisator in H-Position gebracht und das */2-Plittchen so
gedreht, dass die Leistung am Powermeter verschwindet. Bei zirkularer Polarisation wird
das */4-Pldttchen so eingestellt, dass die Leistung fiir jede Polarisatorstellung dieselbe ist.
Das polarisierte Laserlicht wird von der Linse Lf in die Probe S fokussiert. Die Fluoreszenz
wird im rechten Winkel dazu mit der Linse Ls gesammelt Die Brennweite beider Linsen

ist fr = 50mm Zwei Filter (F) entfernen Streulicht der Anregung. Die Filter sind ein

NIR

A2 Pr L
M —1

L
Pr 24 E >
EDL Po
Ld

-ﬁ

S
a

D

TCSPC ;

Abbildung 3.8.: Schematische Darstellung des Strahlengangs zur Aufnahme zeitaufgeloster
Anisotropie. A/2/Pr und Pr/*/4 werden alternativ verwendet, fiir lineare
bzw. zirkulare Polarisation. Die Kiirzel werden im Text erlautert.
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3mm dicker BG39 von Schott mit einer Unterdriickung von 107! bei 780 nm[108] und
ein HQ 590-70 von AHF. Letzterer wird vor die einzige Eintrittsoffnung eines Geh&uses
aus schwarzem PMMA geschraubt, das den Detektionsstrahlengang umschliefst. Zur Ver-
meidung anderweitig eingebrachten Streulichtes wird zusétzlich der Probenbereich mit
zuschneidbaren Lichtschutzplatten umgeben.

Ein weiterer FDP-203 (Po) ermdglicht parallele, senkrechte und Magic-Angle-Detektion. Fiir
linear polarisierte Anregung bedeutet parallele Detektion, dass Po parallel zur Anregungs-
polarisation steht, im zirkularen Fall parallel zu Ausbreitungsrichtung (vgl. Abschnitt 2.2.3).
Der Magic Angle fiir zirkulare Polarisation liegt dementsprechend bei ©9, = 35, 3° gegen
die Normale, statt @lM =54,7°.

Die dritte Linse Ld (f, = 50mm) fokussiert die Fluoreszenz auf eine Avalanche Photodi-
ode (D) von MPD, eine PD1CTC. Sie wandelt schlieflich die eintreffenden Photonen in
elektrische Pulse.

Zeitgleich mit jedem Laserpuls wird vom NIR ein elektrischer Puls als Synchronisationssi-
gnal ausgesandt. Konstante Verzogerungen durch Unterschiede zwischen der Laufzeit des
Lichts bis zur Probe und dem elektrischen Signalweg konnen mit dem Picosecond Delayer
von MPD (EDL) ausgeglichen werden. Beide Pulsziige werden von einer PicoHarp 300 von
PicoQuant (TCSPC) zu Histogrammen mit relativen Detektionszeiten verarbeitet und auf
dem Messrechner gespeichert.

Zur Messung von 1PE-Spektren wird der in Abschnitt 3.3.3 genauer beschriebene, auf
543 nm eingestellte Toptica FemtoFiber pro TVIS verwendet.

3.4.2. Zeitkorreliertes Einzelphotonenzihlen, TCSPC

TCSPC-Kurven sind Histogramme, in denen die Zeiten zwischen der Anregung einer
fluoreszierenden Probe durch einen Laserpuls und der Detektion des ersten von diesem Puls
erzeugten Fluoreszenzphotons aufgetragen werden.[109] Aus diesen Histogrammen kann

das Zerfallsgesetz fir die Fluoreszenz, I(t), gewonnen werden. Der Zeitpunkt der Anregung
N-1 N+ 1

e
= s e

Abbildung 3.9.: Prizipschaltbild der Flipflopkette. D bzw. C sind Daten- und Taktsignal, Q

(Q) ist der (invertierte) Ausgang und N die Anzahl durchlaufener Flipflops.

D Q D Q D Q-
C C C
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wird der Messelektronik durch das elektrische Synchronisationssignal des Lasers angezeigt,
die Ankunft des ersten Photons durch ein Signal einer APD oder eines Photomultipliers.
Die Zeit zwischen den Signalen wird von einem Zeit-zu-digital Konverter (TDC, time-to-
digital converter) gemessen. Eine einfache Methode dafiir ist eine Serienschaltung von
D-Flipflops[100] wie in Abb. 3.9. Die Synchronisationspulse des Lasers dienen dabei als
unverzogertes Taktsignal mit der Frequenz frep. Jeder Flipflop verzégert die Photonenpulse,
die als Datensignal behandelt werden. Bei Koinzidenz von Daten und Takt an einem Flipflop
wird die Kette unterbrochen und aus der Anzahl der erfolgreich durchlaufenen Flipflops
kann eine Zeit tgem abgeleitet werden.[110] Aufgrund des Messprinzips ist dies die Zeit
zwischen der Detektion des Fluoreszenzphotons und dem darauf folgenden Puls, sodass die
gesuchte Zeit t = 1/fge, — tgem ist. Die minimale Breite der Histogrammspalten wird also
von der Verzogerung des einzelnen D-Flipflops bestimmt. Auf Flipflopserien basieren viele
aktuelle Realisierungen von TDCs; soll aber eine hohe Zeitauflosung (=~ 10 ps) mit einem
Messbereich von mehreren Nanosekunden verbunden werden, sind fortschrittliche Konzepte
notwendig.[111] Daher nutzt die PicoHarp 300 ein nicht néher beschriebenes Prinzip unter
Verwendung zweier unbahéngiger TDCs.[90]

Die zuvor genannten Signalweiterleitungen und -umwandlungen erzeugen Fehler bei der
Bestimmung von ¢. Hinzu kommt noch die zeitliche Breite der Laserpulse. Die Fehler
dufern sich wie folgt: Photonen, die dem Erzeugungszeitpunkt ¢ zugeordnet werden, wurden
im idealen Fall tatsdchlich zu dieser Zeit erzeugt. Die Zuordnung von Photonen und

Erzeugungszeitpunkt ist eine §-Distribution. Das Zerfallsgesetz I(t) ist geméf

t
g(t) = /dt’ St —t)=1(t—0)=I(t) (3.1)
0
genau gleich der im Experiment gemessenen Funktion ¢(¢). Im realen Fall wird die
d-Distribution ersetzt durch die Instrumenteantwortfunktion (IRF, instrument respon-
se function). Sie ist demnach ein Mafs fiir die Unsicherheit des Erzeugungszeitpunktes
einzelner Photonen. Die gemessene Funktion entspricht der Faltung des Fluoreszenzzerfalls
mit der IRF.

ot) = / at’ TRE(#)I(t — ') = (IRF + I)(1) (3.2)
0
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3. Experimenteller Teil

3.4.3. Bestimmung der IRF

Zur Rekonstruktion von I(t) in (3.2) muss die IRF bekannt sein. Die einfachste Moglichkeit
zur Messung dieser ist den Anregungslasers auf den Detektor zu lenken, bspw. durch Streu-
ung an einer Ludoxlésung. Fiir 2PE-Experimente kann es ratsam sein, einen nichtlinearen
Streuprozess zu nutzen, da die zeitabhéngige Intensitdt der Pulse bei Prozessen zweiter
Ordnung quadratisch? in die IRF eingeht. Habenicht et. al. haben in [113] die Vorteile von
Hyper-Rayleighstreuung[114] an Goldpartikeln gezeigt, gerade wenn Lebensdauern < 3ns
bestimmt werden sollen.

Wenn wie hier eine APD zur Detektion zum Einsatz kommt, wird die IRF wellenlén-
genabhingig und Streuung ist zur Bestimmung ungeeignet. Ublicherweise wird dann ein
Farbstoff mit sehr geringer Lebensdauer verwendet, der im passenden Wellenldngenbereich
emittiert.[115, 116] Dessen nicht verschwindende Lebensdauer stellt wiederum eine neue
Fehlerquelle dar; die optimale Losung ist also nicht mehr eindeutig.

Da hier der durchstimmbare FemtoFiber pro TVIS LRC von Toptica zur Verfiigung steht,
kann dieser zur IRF-Bestimmung verwendet werden. Eingestellt auf die Zentralwellenlange
des verwendeten Bandpassfilters (hier 590 nm), gibt seine Streuung die Transmission der
Fluoreszenz durch den Bandpass so genau wie moglich wieder. Die Streuung ist linear, nicht
quadratisch, was wegen des viel grofseren Beitrages der Detektor-IRF im Verglich zu der des
Lasers das geringere Problem darstellt; die IRF eines PD1CTC hat eine Breite von ca. 50 ps,
die Laser eine Pulsbreite von = 100fs. Die fiir das System aus TVIS, APD und PicoHarp
gemessene IRF bei paralleler Polarisatorstellung (VV) ist in Abb. A.1.11 dargestellt. An
dieser Stelle nicht wiedergegebene Messungen zeigen, dass die IRF unabhéngig von der
Polarisation der Anregung ist.

Konnen die Beitrage zur IRF als gaussféormig angenommen werden, so gilt fiir die addierte
Halbwertsbreite oges = 1/, 01-2. Die wesentlichen Beitrage zur IRF stammen von der
APD, der elektrischen Verzogerungseinheit (EDL) und der Messelektronik (TCSPC). Die
Quadratwurzelsumme von oc4pp = 50ps, ogpr, = 5ps und orcspc =~ 12 ps liegt also mit
52 ps sogar liber den gemessenen 49 ps. Die in Abb. A.1.12 dokumentierte Wellenléangen-
abhéngigkeit von o4pp verursacht die Abweichung; Streuung bei 480 nm fiihrt bspw. zu
einem 56 ps breiten dominanten Beitrag.

Der langsame Teil der IRF kann zwei Ursachen haben:[117] zum einen eine die APD-Totzeit

th

unterschreitende Messelektroniktotzeit'’, zum anderen kann es sich um den fiir APDs

typischen ,diffusion tail“ [118, Kap. 4.6] handeln.

9Letztlich zur vierten Potenz, da die Beitriige zur IRF selbst quadratisch gewichtet werden.[112]
7,aut den technischen Daten der PicoHarp theoretisch méglich, falls die tatsichliche Totzeit 20 % unter
der maximalen liegt.
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3.4. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

3.4.4. Auswertung der Korrelationskurven

Mit der Kenntnis von g(t) und IRF(¢ lasst sich I(¢) per Fouriertransformation F direkt

berechnen:

(Fg)(v)

I(t) = f*lm.

(3.3)

(3.3) gilt jedoch nur fiir rauschfreie Signale; reale Signale miissen mit numerischen Néhe-

Y1 berechnet

rungsmethoden entfaltet werden.[119] Dazu wird eine synthetische Kurve ¢
und deren Parameter iterativ veréndert, bis synthetische und gemessene Kurve moglichst
genau lbereinstimmen. Die Qualitdt der Anpassung wird mit X72"ed iiberpriift, der mit der
Gesamtzahl aller Zihlereignisse normierten Summe iiber (g(t) — g*¥"(t))?, wobei die Summe
iiber alle Messpunkte in ¢ lduft. X?«ed soll minimiert werden, kann aber nie den Wert 0
annechmen, da das Rauschsignal nicht nachgebildet wird.

Vorzugsweise werden die gemessenen Intensitétsverlaufe I,,,(¢) und I, (¢) aus (2.10) direkt
analysiert.[14, Kap. 11| Ist die IRF nicht polarisationsabhéngig, ist dies auch mit D(¢) und
S(t) moglich.[20] Die verwendete Anpassungssoftware FluoF'it 4.6.6 von PicoQuant nutzt
die erste Methode.

Zunéchst wird aus den drei unter Magic Angle gemessenen Kurven per globaler Anpassung
die Fluoreszenzlebensdauer 7; bestimmt. Die drei Kurven wurden jeweils mit 1PE (I},,),
linearer 2PE (I! ) und zirkularer 2PE (I¢,,) gemessen. Fiir die Anpassung der Anisotro-
piekurven kann 77 dann ebenso wie ré = 1/7 fixiert werden. Insgesamt wurden sechs dieser
Kurven aufgenommen, [ Jk mit j € {vv,vh} und k € {1,1, ¢}, um die Anisotropieparameter
aus (2.40) zu erhalten. Mit der Fluoreszenzamplitude, zwei Rotationsdiffusionskomponenten
mit Korrelationszeit und Amplitude, Hintergrundzéhlraten und zeitlichen Verschiebungen
gibt es zehn freie Parameter pro Anisotropiezerfallspaar. Dadurch wird die Aufnahme
von 1PE Anisotropiespektren gerechtfertigt: Sie liefert keinen Beitrag zur Bestimmung
des Ubergangstensors, verbessert aber die Datenlage zur Rotationsdiffusion und somit die
statistische Sicherheit der Rotationskorrelationszeiten. Zudem kénnen Anpassungen mit

>>rl > 0,4 als physikalisch unméglich verworfen werden.

Das Gleichungssystem (2.40) wird in Maplesoft Maple 18.02 gelost. Der maximale Dreh-
winkel «, ist dabei ein freier Parameter, da er experimentell nicht bestimmt werden konnte;

siehe Abschnitt 4.1.1. Die Darstellung des Losungsraumes sowie die punktweise Berechnung

von Qrp = f;cm"‘;g; erfolgt mit Origin 9.2G.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. UV-VIS- und Fluoreszenzspektroskopie

Die spektralen Daten aller Farbstoffe sind in Kapitel A.2 dokumentiert. Der Bandpass
HQ 590-70 ist fiir alle Farbstoffe aufser Perylen die beste verfiighare Wahl. Zudem stellt
die Absorption von Squalen, die erst bei Wellenldngen kleiner als 450 nm relevant wird,
kein Problem fiir die Aufnahme zeitaufgeloster Fluoreszenz dar (vgl. Abb. A.2.18 und
Abb. A.2.15).

4.1.1. Stationire Tieftemperaturanisotropiespektroskopie

Zur Bestimmung der fundamentalen Anisotropie ry miissen Tieftemperaturanisotropiespek-
tren aufgenommen werden. Als Funktionstest wird versucht, die bereits in [78] veroffent-
lichten Resultate von Perylen in PDO zu reproduzieren. Der Test verlief erfolglos, wie in
Abb. A.3.1 bis Abb. A.3.3 dokumentiert ist. Zum einen ist die im Kryostaten gemessene
Anisotropie bei Raumtemperatur aus ungeklérten Griinden ca. 1/3 niedriger als die aufterhalb
gemessene. Zum anderen wird die verdffentlichte fundamentale Anisotropie von ry = 0, 369
um mehr als 1/3 unterschritten und ist iiberdies wellenléingenabhéngig.

Um auszuschliefsen, dass sich die Probleme nur auf das System Perylen-PDO beschrénken,
wird Rhodamin 6G in Glycerin untersucht (Abb. A.3.4 bis Abb. A.3.6). Nun liegt bei
Raumtemperatur die Anisotropie innerhalb des Kryostaten um ca. 25 % hoher als auferhalb.
Die fundamentale Anisotropie ist sogar niedriger als die bei Raumtemperatur gemessene.
Weitere Probleme zeigen sich bei der Aufnahme von Anisotropiespektren von Terrylen in
verschiedenen Losungsmitteln. Getestet wurden Toluol, 1-Octanol, Squalen und Nonan.
Trotz der Losemittelunabhéngigkeit der fundamentalen Anisotropie ist Nonan besonders
interessant, da es als Shpol’skii Matrix fiir Terrylen[120] dieses kleinrdumig umschlieft.
Toluol kristallisiert monoklin bzw. unterhalb von 105 K orthorhombisch,|121] Octanol mo-
noklin[122] und Nonan als Alkan ungerader Lénge orthorhombisch|[123]. Kristallisiert ein
Losemittel bei Abkiihlung in einer solchen anisotropen Kristallstruktur, so wird es dop-
pelbrechend und eine Aufnahme von Anisotropiespektren unméglich. Squalen besitzt eine

Glastibergangstemperatur von 178 K[124], die Experimente legen jedoch nahe, dass die
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4. Ergebnisse und Diskussion

Kiihlgeschwindigkeit von ca. 200 K/h nicht fiir den Glasiibergang ausreicht. Exemplarisch
dafiir sind die Ergebnisse fiir Squalen im Anhang gegeben (Abb. A.3.8 und Abb. A.3.7).

Weiterhin unklar bleibt die Abweichung der Messungen in PDO und Glycerin von verédffent-
lichten Resultaten, da sowohl das Fluoreszenzspektrometer mit den Polarisatoren als auch
der Kryostat mit Fenstern aus Quarzglas (Suprasil B) fiir die Anisotropiespektroskopie
geeignet sind. Problematisch kénnen unter mechanischen Spannungen stehende Fenster sein.
Aufgrund fehlender Angaben in [78] kann eine zu niedrige Kiihlgeschwindigkeit ebenfalls
nicht ausgeschlossen werden.

Wiederholungsexperimente sollten von der im Handbuch des Kryostaten vorgeschlagenen
Methode, die Probe zusammen mit der Kammer abzukiihlen, absehen. Die Probe sollte
fiir eine moglichst grofte Kiihlgeschwindigkeit direkt in die vorgekiihlte Kammer eingesetzt
werden. Zudem sollte Squalen wie in [124] iiber 80° C heifem Kieselgel gesdult oder mit
einer vergleichbaren Methode aufgereinigt werden, um potentielle Kondensationskeime zu

entfernen.

4.2. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie

4.2.1. Pikosekunden-Pump-Probe: Einschitzung der

Fluoreszenzloschung

Mit diesem Aufbau soll die Fluoreszenz von Farbstoffen (lokal) geloscht werden. Ob dies
mit einem bestimmten Farbstoff moglich ist, wird auf molekularer Ebene durch seine
Wirkungsquerschnitte o fiir die verwendeten Wellenlédngen beschrieben.[125] Daraus folgt,
dass nicht alle Farbstoffe gleichermafsen mit Doppelresonanzmethoden untersucht werden
konnen. Dariiber hinaus ist die Bewertung abhéngig von den zugénglichen Wellenléngen und
Intensitédten. Dementsprechend muss ein Faktor, der die Eignung umfassend beschreiben
soll, auch apparative Parameter einschlieffen.

Die Identifikation geeigneter Farbstoffe ist ein wichtiger Betrag zur Verbesserung der

El g kespr
C
k‘E(t) k'F kS(t)
i
/ v F
A —— " kpp

Abbildung 4.1.: Vereinfachtes Termschema einer Photosdure im Pump-Probe-Experiment.
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4.2. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie

STED-Mikroskopie, weil diese wie Pump-Dump-Spektroskopie auf Fluoreszenzléschung
basiert.|[4] Darum heifst der Faktor, mit dem sich die Fluoreszenz von Farbstoffen durch
einen zweiten Puls 16schen lasst, STED-Effizienz.[46] Unter bestimmten Vorraussetzungen
ist sie analytisch l6sbar,[51| im Allgemeinen kann sie durch die numerische Losung eines
Differentialgleichungssystems (DGLS) gefunden werden. Teil der Losung ist der zeitliche
Verlauf der Besetzung des fluoreszierenden Zustandes Ngy(t), aus dem die STED-Effizienz
1 hervorgeht:

fdt kpNg(t)
- Dump (4.1)
Jdt kpNp(t)

0

n=1-

kr ist die Fluoreszenzratenkonstante. Fiir den Dividenten gilt, dass zum Zeitpunkt tg ein

Dumppuls eingestrahlt wird; der Divisor beschreibt die maximale Fluoreszenz.

Das eigentliche Ziel der Arbeit ist die Untersuchung der lokalen Reaktionsgeschwindigkeit
des ESPT. Aus diesem Grund wird das DGLS fiir die DRS einer vereinfachten Photoséure
aufgestellt. Das zugehorige Termdiagramm ist in Abb. 4.1 dargestellt. Grund- und erster
angeregter Zustand der Photosdure werden vom Anregungslaser mit kg(t) gekoppelt.
Sie deprotoniert mit kgspr und reprotoniert mit krp. Die Photobase fluoresziert mit
kr und der Dumplaser koppelt mit kg(t) den ersten angeregten Zustand der Base mit
einem schwingungsangeregten Zustand des Grundzustandes. Letzterer relaxiert mit ky .
Die einzelnen Laserpulse kg (t) und kg(t) erreichen ihr Maximum zu den Zeiten ¢; mit den

zeitabhangigen Profilen

(4.2)
Ti — Ai
“ = hs o po= (h)iasen
Daraus ergibt sich das Differentialgleichungssystem
dA
a = e(B() — A@)) + krpF(?)
dB
5 = ke@)(AQ®) - B()) - kesprB(t)
dC
S = ks()(E(t) - CW) + kpsprB(t) - krC(1) (4.3)
dF
g = ks(CR) - B®)) — kv E(?)
dF
E = kvE(t) + k’FC(t) — kRPF(t).
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Abbildung 4.2.: Fluoreszenzreduktion fiir pumpen mit der 405 nm-Diode und dumpen mit
dem TVIS bei 630 nm.
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Abbildung 4.3.: Fluoreszenzreduktion fiir pumpen mit dem TVIS bei 532 nm und dumpen
mit der 635 nm-Diode.
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Abbildung 4.4.: Fluoreszenzreduktion fiir pumpen mit dem TVIS bei 532 nm und dumpen
mit dem NIR bei 780 nm.
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4.2. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie

Aus den Losungen von (4.3) zu unterschiedlichen tg lasst sich die optimale Verzégerung
des Dumppulses gegen den Pumppuls ablesen. Die linken Graphen der Abbildungen 4.2
bis 4.4 zeigen die Funktion 7(tg) fiir drei Kombinationen von Pump- und Dumplaser. Die
rechten Graphen enthalten die Besetzungsverfaufe in der Photosédure bei minimalem 7. Je
geringer die Besetzung von C' = Npy ist, desto geringer ist die Fluoreszenz.

Tab. A.1 dokumentiert die fiir die Simulationen verwendeten Parameter. Zur Beurtei-
lung der Leistungsfiahigkeit der vorhandenen Laser, muss der Einfluss eines ungeeigneten
Farbstoffspektrums ausgeschlossen werden. Deswegen wurde o fiir alle Wellenléngen mit
demselben hohen Wert von 10716 1/em? angesetzt. Die mitunter sehr hohen Ratenkonstanten
von kpspr = 0,11/ps und kp = 10 1/ns sind Zugestidndnisse an die begrenzten Ressourcen
des verwendeten PC. Mit langsameren Reaktionen muss der Bereich Atg;,, in dem die
numerische Losung jeweils berechnet wird, vergrofert werden. Das fiir die Simulationen
verwendete Maple 18.02 quittiert dies mit einem zu hohen Speicherbedarf. Fiir die Aussagen
zur Eignung stellt dies kein Problem dar, es verschiebt sich im Wesentlichen der optimale
Zeitpunkt fiir den Dumppuls. Dasselbe Argument greift bei der Verringerung der Pulsbreite
der 405 nm-Diode auf 10 ps. Die angesetzten mittleren Leistungen (P) sind mit den Lasern
jeweils problemlos zu erreichen.

Die Ergebnisse belegen wie zu erwarten, dass nicht die Leistung entscheidend fiir die
Fluoreszenzreduktion ist, sondern die Pulsbreite.[126] Kurze Dumppulse mit hohen Spitzen-
intensitdten erzeugen im Moment der Wechselwirkung mit dem Farbstoff durch Anregung
und stimulierte Emission eine Gleichbesetzung von C' und F. Dadurch dass C vor dem
Dump fluoresziert und durch den ESPT danach wieder besetzt wird, verringert sich die
maximale STED-Effizienz sogar auf n =~ 0,4. Durch den 400 ps breiten Dumppuls der
635 nm-Diode kann E schwingungsrelaxieren, und dariiber hinaus die Besetzung wiahrend
des gesamten ESPT von C' nach F' transferiert werden, sodass sich die STED-Effizienz
bei gleicher Leistung auf n ~ 0, 75 fast verdoppelt. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit
kosteneffizienten STED-Losungen mit mittleren Leistungen von 1 mW.[127]

Die real gemessene Fluoreszenzléschung hiingt dariiber hinaus vom Uberlapp der Intensitéits-
verteilungen beider Laserstrahlen in der Probe ab. Eine schlechte spektrale Trennung von
Séure- und Baseform einer Photosédure erhdht n, wenn dadurch neben der Basenform auch
die Sdureform im beobachteten Spektrum fluoresziert. Insgesamt ist dennoch zu erwarten,
dass mit dem vorhandenen Aufbau Pump-Dump-Spektroskopie an spektral geeigneten
Farbstoffen betrieben werden kann. Die Aussicht auf erfolgreiche Messungen ist mit der

635 nm-Diode am besten.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.2.2. Pikosekunden-Pump-Probe: Experimentelle Resultate

Photosiuren

Viele im AK Jung synthetisierte pyrenbasierte Photosduren haben dhnliche Absorptions-
und Emissionsspektren.|[56, 91, 92] Als Beispiel wird hier kommerziell erhéltliches HPTA in
DMSO diskutiert. Abb. A.2.6 zeigt, dass die Sdureform mit 405 nm und die Basenform mit
532 nm anregbar ist. Die Fluoreszenz kann mit dem HQ 590-70 Bandpass gesammelt werden.
Das Emissionsspektrum der Base verschwindet bei 635 nm nicht, sodass die LDH-P-C-635B

die Besetzung aus SFO_ ) nach SFO_, verschieben sollte.

Die Aufnahme eines Pump-Dump-Spektrums gelang jedoch mit keiner der Laserkombina-
tionen aus Tab. 3.2. Der NIR fiihrte sogar zu einer Zunahme der Fluoreszenz, da HPTA bei
effektiven 390 nm 2PE zeigt, vgl. Abb. 4.5. Weder die direkte Anregung der Photobase noch
die Anregung der Photoséure fiithrte zu messbarer Fluoreszenzléschung einer Photoséure
nach ESPT.

T T T T T T T T T

= 1 uMHPTA in DMSO+TFA

20000 - parabolische Anpassung 7]

15000

10000

Zahlrate / s™

5000

| 1 | 1 | 1 | 1 |

0 20 40 60 80 100
Leisung / mW

Abbildung 4.5.: HPTA zeigt 2PE durch Anregung bei 780 nm.

Ursache dafiir kann ein zu geringer Wirkungsquerschnitt o(635nm) der Photosduren sein.

Mit dem TVIS ist ein Laser vorhanden, der auf 610 nm eingestellt werden kann, und dort
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4.2. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie

wesentlich besser iiber dem 559;0—559;1—Ubergang liegt, als die LDH-P-C-635B. Dass auch
100 fs-Pulse mit einer mittleren Leistung von 2mW in der Lage sind, Fluoreszenz zu l6schen,
zeigt dass folgende Beispiel der NV-Zentren. In Ermangelung eines geeigneten Strahlteilers

konnte diese These jedoch nicht tberpriift werden.

NV-Zentren in Diamant

Fiir den AK Becher wurde eine Probe nanokristalliner Diamanten auf Silizium auf Zweipho-
tonenanregbarkeit untersucht. Die Siliziumprobe war diinn und durchscheinend, weshalb
jedes Signal mit der zur reversiblen Befestigung genutzten Warmeleitpaste ,, Arctic Silver
5¢ verglichen werden muss. Die TCSPC-Kurven in Abb. A.4.1 wurden mit dem NIR bei

780 nm und 100 mW aufgenommen. Beide Materialien sind nicht mit 780 nm anregbar.

Die Probe findet hier Erwédhnung, da bekannt ist, dass sich NV-Zentren zur Untersuchung
mit STED-Mikroskopie eignen.[128] Mit dieser Probe kann die Funktion des vorliegenden
Aufbaus gezeigt werden.

Abb. 4.6 zeigt die Zahlratenverinderung, wenn die Probe zusétzlich zur Anregung bei

532 nm mit einem 780 nm-Laser bestrahlt wird. Die Fluoreszenz wird in der Tat vermindert.
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Abbildung 4.6.: Mit zunehmender Leistung iibersteigt die Streuung die Fluoreszenzloschung.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die hohe Streuung an der Probenoberflache verursacht die Zunahme der Zihlrate {iberhalb
von 2mW. Dieses Problem liefe sich nur 16sen, wenn die Detektion von Photonen fiir die
Dauer des Dumppulses unterbunden wiirde.|[129] Die Gate-Eingénge der vorhandenen APDs
sind — abgesehen von der schaltstrombedingten Unbenutzbarkeit — mit Umschaltzeiten von
t, =~ 100 ns fiir diese Anwendung zu trige. Es wire dagegen moglich, die Detektionsschleife
auf dem FPGA mit den Laserpulsen zu synchronisieren. Die Schleife 1duft mit 200 MHz,
sodass die Signale in einem zur Verzogerung passenden 5 ns-Intervall verworfen werden

konnten.

Merocyanin 540

Abb. A.4.2 zeigt die Reaktion von MC540 auf die gleichzeitige (Atp,s = 20 ps) Anregung
mit (P(532nm)) = 300 W und variabler (P(780nm)). Die Daten stammen von derselben
Probe, die zunéchst Oq-frei, dann geséttigt vermessen wurde. Ab 5mW ist das RISC so
ausgepragt, dass der T ebenso effektiv wie durch die Anwesenheit von Sauerstoff geleert
wird. Bei noch héherer Probeleistung reduziert sich die Fluoreszenz in beiden Féllen um
denselben Faktor auf 60 %. Dieses Verhalten ist demnach unabhéngig von der Anwesenheit
von Suaerstoff im Reaktionsraum.

Das zweite Phénomen wurde bei der niedrigeren Pumpleistung (P(532nm)) = 50 pW

normierte Zahlrate / 1

7+ _
0 . 50 nM MC 540 in Ethanol
- = 532nm- 50 uW | 780 nm- 10 mW |
. 532 nm- 50 pW | 780 nm - 50 mW
06| . = 532nm- 50 pyW |780 nm- 75 mW |
©=427,2(9) ps = 532nm- 50 W | 780 nm - 100 mW
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000
Verschiebung / ps

Abbildung 4.7.: Globale Anpassung der vier Pump-Probe-Spektren von MC540 in Ethanol.
Die Lebensdauer 7 = 427 ps liegt im erwarteten Bereich.[41]
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4.2. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie

zeitaufgelost untersucht. Fiir diese niedrige mittlere Anregungsleistung kann die Besetzung
des Triplettzustandes vernachléssigt werden.[47| Abb. 4.7 enthélt die Pump-Dump-Spektren
einer sauerstoffgesittigten Probe MC540 in Ethanol. So ist zweifach sichergestellt, dass auch
bei hohen Dumpleistungen kein RISC auftritt. Dessen Dynamik soll im Mikrosekundenmodus
gesondert untersucht werden. Die Kurven wurden auf ihre mittlere Zahlrate im Bereich von

t € [—200, 0] normiert. Eine monoexponentielle globale Anpassung der Kurven geméf

Fl(t) = Fgrmx - F;;un eXp(t/T) (44)

mit global giiltiger Lebensdauer 7 = 427 ps fiihrt zu den in Tab. 4.1 dokumentierten Werten

fiir die Fluoreszenzreduktion
Fmin

Fma:c

Die Auftragung von 7 gegen die Dumpleistung in Abb. 4.8 zeigt den linearen Zusammenhang

Neap = 1 — (4.5)

beider Grofen. Die Anpassung mit einer Ursprungsgeraden liefert eine Steigung von m =
3,1(1) I/uw. Um dieses Verhalten zu erklaren, wird das Pump-Dump-Experiment numerisch
simuliert.

Analog zu (4.2), gilt fiir die Anregung mit 532 nm (k(t)) bzw 780 nm (ks(t))

T T T T T T T T T T T
0,35 50 nM MC 540 in Ethanol -
L = P(532 nm) =50 uW i
030 - O numerische Lésung

0,25
0,20
0,15

0,10

Fluoreszenzreduktion / 1

0,05

0,00

| 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |

0 20 40 60 80 100
P(780 nm) / mW

Abbildung 4.8.: Die Fluoreszenzreduktion von MC540 in Ethanol aus Messdaten, linearer
Anpassung und numerischer Losung.
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4. Ergebnisse und Diskussion

0 = g sn(-57)

(4.6)
Ti WY A\

4% = 5 /n2 ) bi = (A)i%ai-

MC540 weist um 400nm transiente Absorbtion auf.[130] Wenn die Auswahlregeln es
erlauben, kann der S7 durch 2PE mit der effektiven Wellenlédnge A.;y = 390 nm angeregt

werden. Das begriindet eine weitere Anregungsrate kyiq(t) bei 780 nm,

Fuoalt) = 5055 (Is(1)* (4.7)
Is(t) = ks(t)/os ergibt sich aus (4.6); 0‘29 b ist der relative Zweiphotonenwirkungsquerschnitt
flir Merocyanin bei 780 nm. Es wird angenommen, dass nach der 2PE keine Fluoreszenz
mehr stattfindet, d.h. das hochangeregte Molekiil zerfillt nach der Anregung oder wird
durch interne Konversion abgeregt. Eine weiter Annahme ist, dass aufgrund der langsamen
Riickisomerisierungsdynamik[47]| das cis-Isomer nicht signifikant zur Fluoreszenz beitragt.
Die Betrachtung beschéankt sich damit auf den trans-Singulettzweig mit dem zugehorigen

Differentialgleichungssystem
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kn] RISO
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.C
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\

\ Y k'SR ! v -
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Triplett trans cis

Abbildung 4.9.: Modifiziertes Termschema fiir MC540 unter Anregung mit 532 nm und
780 nm.
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4.2. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie

Tabelle 4.1.: Vergleich der experimentellen, angepassten und simulierten Fluoreszenzreduk-
tion von MC5H40 in Ethanol.

(P(7801nm)) / Nexp Nrit TNsim
mW
10 0,02(1) 0,031(1) 0,03
50 0,15(1) 0, 155(5) 0,156
75 0,22(1) 0,233(8) 0,224
100 0,33(1) 0,31(1) 0,314

4 = KL (B() = (1) + KsrE(t) + k()

4B = K(B(A(D) — B(t)) ~ ksrB(®) s
4iC = K(O(B(®) ~ Ct)) + ksrB(B) ~ KoClt) — kuialt)C0)

4 = K(0)(C(0) ~ B(1)) - ksrE(?)

(4.8) wurde mit einer Prozedur in Maple 18.02 numerisch fiir verschiedene Anregungsleistun-
gen (P(780nm)) gelost. Die maximale Fluoreszenzreduktion ergibt sich im Modell (4.8) fiir
die Verzogerung ¢2" = 18 ps. Dies ist mit Abb. 4.7 vereinbar, denn die Fluoreszenzléschung
ist in der Tat bei einer Verschiebung zwischen 0ps und 20 ps maximal. Die simulierte

Fluoreszenzreduktion 7, ergibt den in Abb. 4.8 dargestellten Verlauf fiir
o5 =3,5-10""% cm? A oSby = 5,5-107° cm?s, (4.9)

der gut mit dem tatsdchlichen Verlauf der Fluoreszenzreduktion iibereinstimmt. Die 7y,
wurden geméfs (4.1) bestimmt und sind in Tab. 4.1 dokumentiert. Der niedrige Wert fiir
o ist plausibel, da die Dumppulse bei 780 nm weit vom Emissionsspektrum von MC540
entfernt sind, vgl. Abb. A.2.2. Der Zweiphotonenwirkungsquerschnitt O‘; pp von ca. finf
Goppert-Mayer liegt in einem fiir viele Farbstoffe typischen Bereich.[44] Die vollstandigen
Parameter der numerischen Simulation sind im Anhang in Tab. A.4 zu finden.

Die gemessenen Werte lassen sich also durch die Anpassung zweier Parameter im trans-
Singulettmodell fiir MC540 beschreiben. Dabei wurde die Fluoreszenzveréinderung eines
einzelnen Pulses untersucht, und implizit angenommen, dass ein Gleichgewicht zwischen
den cis-trans-Isomeren vorliegt. Wegen der Diffusion durch das Anregungsvolumen und
der gepulsten Anregung sollte iiberpriift werden, ob dass System ein solches dynamisches
Gleichgewicht erreicht, oder ob die Verzogerung ts einen Einfluss auf den mittleren Anteil
des cis-Isomers hat. Die entwickelte Prozedur muss dafiir um den cis-Singulettzweig erwei-

tert, und einzelpulsweise rekursiv mit den im letzten Durchgang erhaltenen Besetzungen
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4. Ergebnisse und Diskussion

aufgerufen werden.
Wenn die Giiltigkeit von (4.9) bestétigt wird, so kann durch eine entsprechende Charakteri-
sierung([44| des Instruments aus 0“; pp der absolute Zweiphotonenabsorptionsquerschnitt fiir

den S! von MC540 gewonnen werden.

4.2.3. Mikrosekunden-Pump-Probe: Optimale RISC-Detektion

Wie bei zeitkorreliertem Einzelphotonenzéhlen entsteht durch die Verschiebung des Ab-
fragepulses im MSPP ein Histogramm aus Photonenanzahl gegen Verzogerungszeit. Mit
geeigneter Korrelationshardware sind im Einzelphotonenzihlen Detektionsraten von 107 /s
moglich. Im MSPP liegt die Zykluszeit iiber 10 ps und die Detektionsrate dementsprechend
bei weniger als 10%1/s. Zur Vermeidung unnétig langer Messzeiten ist eine Optimierung
der experimentellen Parameter hier besonders effektiv. Diese Parameter sind jeweils die
mittlere Leistung der Laser, Ps30 und Fgss sowie die Lange ihrer aktiven Phase, t532 und
tgss > 20 ps. Die Einschrankung von tgss ist programmbedingt, vgl. Abschnitt 3.3.9.

Zur Optimierung der Leisung wird der AOM dauerhaft aktiviert, sodass beide Laser kon-

tinuierlich die Probe beleuchten. Das intersystem crossing zum Triplettzustand 77 hat

1000000 [——F——7——7—7—— 717717 77— 1,10
= MC540 50nM EtOH - Zahlrate
= MC540 50nM EtOH - Fluoreszenzverstarkung durch P(635 nm) = 200 pW
800000 - 1,08 ~
} : O)
= c
35
5 £
‘' 600000 | J } = } 4 1,06 ‘®
=~ (O]
L o
© >
A= N
e C
@ 400000 41,04 O
N N
(]
J 0
- o
=
200000 41,02 WL
0 P NP NP NN R R S SR R S B I 00

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Leistung 532 nm / pW

Abbildung 4.10.: Die absolute Zahlrate sattigt, die Fluoreszenzverstirkung erreicht ihr
Maximum bei (P(532nm)) = 600 pW.
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4.2. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie

eine lange Zeitkonstante im Bereich von 100 ns, die der Phosphoreszenz liegt jenseits einer
Mikrosekunde.[131]| Die Laserstrahlung kann somit als quasi-cw angenommen werden, die
Zeitsynchronisation entféllt. Die Laserparameter miissen fiir jeden Farbstoff erneut tiberprift

werden; das Vorgehen wird an einer sauerstofffreien Losung von MC540 in Ethanol gezeigt.

Abb. 4.10 ist zu entnehmen, dass die Zahlrate einer 50 nM sauerstofffreien MC540-Lésung
bei Anregung durch den TVIS mit 532 nm bei 1 mW séttigt. Die sekundére Fluoreszenz nach
RISC durch Anregung mit der 635 nm-Diode erreicht ihr Maximum sogar bei P52 = 600 pW.
Dies ist ein Indiz dafiir, dass die Molekiile in nicht mehr zu vernachldssigendem Ausmafs an

Photobleichen aus dem Triplettzweig leiden.|65]

Die Fluoreszenzverstarkung durch 635 nm nimmt dagegen monoton mit der Leistung zu.
Abb. 4.11 zeigt, dass der vorhandene Laser das RISC nicht vollstdndig séttigt, weshalb die
Leistung Pg35 = 3000 pW auf die maximale Ausgangsleistung festgelegt wird.

Fiir die Messungen zu Abb. 4.10 und Abb. 4.11 wurde der AOM umgangen, sodass
die Pulsziige von TVIS und P-C-635B zugleich auf die Probe treffen. Die Zeitgleichheit
bezieht sich nicht auf Koinzidenzen einzelner Pulse. Dies ist auch nicht notwendig, da eine
relative Verschiebung der Pulsziige gegeneinander auf Grund der langen Triplettlebensdauer
(O(T1)/O(Atpurs) = 10%) keinen Effekt zeigt.

1,20 T T T T T T T T T T T T
118 I = 100 nM MC540 in Ethanol O,frei ]
~ 116 | _
£ I []
g 1,14 |- I -
0 I
B 112F I} ] .
2
E 1,10 : -
(0]
N 1,08 | _
g []
o 1,06 -
=) L
L q04af % .
1,02 _
1.00 [ \ ] \ ] \ ] \ ] \ ] \ ] ]
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

P(635 nm) / pW

Abbildung 4.11.: Die Fluoreszenzverstarkung wird von der 635 nm-Diode moglicherweise
nicht ausgereizt.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die Laserdiode P-C-635B erzeugt eine nicht zu vernachlissigende Hintergrundzéhlrate. Sie
ist in Abb. A.1.7 gegeben und unabhéngig von der Konzentration an MC540. Abhéngig
von der eingestellten Ausgangsleistung dndert sich die Steigung der Zéhlrate. Ursache dafiir
ist, dass die Diode bei hoher Leistung breitere Pulse emittiert. Die spektrale Verteilung des
emittierten Lichts wird schmaler und vom Strahlteiler Chroma zt 532-640-NIR rpc besser
unterdriickt.!!

Bei den spéteren Messungen muss die sekundére Fluoreszenz mit diesem Hintergrund
konkurrieren, weswegen die Detektionswahrscheinlichkeiten berechnet werden. Mit denselben
Uberlegungen kénnen auch die aktiven Zeiten der Laser bestimmt werden.

Zunichst wird die Detektionseffizienz des konfokalen Aufbaus benétigt. Dessen instrumen-
teller Anteil ergibt sich aus dem Produkt der spektralen Sammeleffizienz der APD und
der Transmissionen aller Filter sowie des Objektivs. Neben dem Bandpass HQ 590-70 und
dem Strahlteiler zt 532-640-NIR rpc wird der Filter BG-39 verwendet, weil die Streulicht-
unterdriickung hoher ist als die Signalunterdriickung. Die Transmissionsspektren werden
mit UV-vis-Spektroskopie bestimmt. Zeiss gibt im relevanten Bereich zwischen 550 nm
und 650 nm die Transmission mit T5; = 0,8 an. Die Sammeleffizienz berechnet sich bei
einem Wasserimmersionsobjektiv mit NA = 1,2 iiber den abgedeckten Raumwinkel zu
[e; = 0,2844. Zusammen mit der Emission von MC540 in Ethanol (vgl. Abb. A.2.1) folgt
die spektrale Detektionswahrscheinlichkeit in Abb. A.1.8. Insgesamt bedeutet dies, dass
lediglich pjnse = 0,0136 der emittierten Photonen detektiert werden.

Die durchschnittliche Anzahl an Molekiilen, die an einem Pump-Probe-Zyklus teilnimmt,
(Nz) léasst sich ohne explizite Bestimmung des konfokalen Volumens Vi, aus Fluo-
reszenzkorrelation (FCS[132]) gewinnen. Die gewdhnlich verwendete Konzentration von
50nM ist zu hoch fiir eine verwertbare FCS-Messung. Fiir die Korrelationsamplitude gilt
Go = Y/(N) = YexVopny, und damit (N) o ¢.[133] Aus der in Abb. A.1.9 dargestellten
Messung mit sauerstoffgeséttigter 5nM Losung von MC540 in Ethanol geht hervor, dass
(Nz) = 20 ist.

Nicht alle Molekiile im konfokalen Volumen lassen sich in den 7T} bringen. Ein einzelner
Anregungspuls mit Ps3o erzeugt Gleichbesetzung von Sy und S;. Die Effizienz des ISC
liegt zwischen @750 = 0,003[134] und ®rs¢c = 0,02[135]. Die Ratenkonstante des Beset-
zungszerfalls des T} in sauerstofffreier Umgebung wird zwischen kr = 2 - 10° 1/5[47] und
kr =1,25-10%1/s[41] angegeben. In der ungiinstigsten Kombination (geringe Ubergangsef-
fizienz und schneller Zerfall) ist nach n Anregungspulsen im Abstand tg., = 12,5ns die

Besetzungswahrscheinlichkeit des 17 demnach

"Das Spektrum der P-C-635B wurde mit dem Faserspektrometer S2000 untersucht. Ein Bandpassfilter
kann die kurzwelligen Anteile, welche die Kante des Strahlteilers passieren, entfernen.
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4.2. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie

p(T1,n) =1 — ] (0,9985 + 0,0015(1 — exp(—krtpepn))) (4.10)
n

Geméfs Abb. A.1.10 séttigt diese Wahrscheinlichkeit mit p(71) = 0,45 nach ¢330 = 30 s
und es befinden sich im Mittel (Nz) p(T7) = 9 Molekiile pro Zyklus im 77. Bei Anregungs-
leistungen von 600 pW lauft die (Riick-)Isomerisierung in unter 50 ns ab.[47| Daher sollte
die Isomerisierung nicht die Besetzung des 77, sondern nur mit den nicht im Dunkelzustand
gefangenen Molekiilen stattfinden.
Die Effizienz des RISC ist ®rrsc = 0,77.[77] Unter der Vorraussetzung, dass kysc und
krrsc in derselben Grofenordnung liegen, konnen die Abfragepulse mit 635 nm hochstens
Gleichbesetzung zwischen 77 und den angeregten Triplettzustédnden erzeugen. Der T3 ist
damit nach ca. 24 Pulsen geleert ((1 —0,5 x 0,77)?* < 107%). Mit der Repetitionsrate
von 80 MHz ergibt sich tggg = 300ns < 20 s = tg35. Die kurze Zeitspanne schliefst eine
Desaktivierung iiber k1 weitestgehend aus, weswegen mit der Fluoreszenzquantenausbeute
®p = 0,16[41] pro Zyklus eine mittlere Anzahl von (N)p;qo = (Nz)p(T1)®p = 1,44
sekundéren Photonen erzeugt wird.
Die Wahrscheinlichkeit, in einem Pump-Probe-Zyklus ein sekundares Photon zu detektie-
ren betréigt pier = (N) prse Pinst = 0,02. Der Hintergrund in dem 20 ps-Fenster betrégt
Dok = 2 - 107° x 400 = 0,008 und die erwartete SNR ~ 2,5. Tabelle 4.2 fasst die Laserpa-

rameter, welche aus den Uberlegungen folgen, zusammen.

Tabelle 4.2.: Fiir die Detektion sekundéarer Fluoreszenz optimierte Laserparameter.

‘ Ps3s Pe3s t532  t635

MC540 in Ethanol ‘ 600 pW  3000pW  30ps  20ps

Der letzte Optimierungsschritt ist es, die an der Probe vorliegende Pause zwischen Pumpen
und Abfragen zu bestimmen. Um einen Uberlapp der Anregungs- und Abfragezeitriume zu
vermeiden und die korrekten Pausenldngen anzugeben, muss der Laufzeitunterschied der
Laser abgeschitzt werden, vgl. Abschnitt 3.3.1. Die Gesamtlaufzeit der Pulse zur Probe
setzt sich zusammen aus der Laufzeit der elektrischen Pulse durch die Kabel, der Laufzeit
des Lichts durch den optischen Aufbau und der jeweiligen Anstiegszeit. Fiir den TVIS ist
das die Zeit, in der die stehende akustische Welle im AOM abklingt, fiir die Sepia maximal
der Abstand zweier Pulse bei der vorgegebenen Repititionsrate. Abb. 4.12 dokumentiert
die jeweiligen Zeiten. Der Unterschied von At, = 143, 5 ns entspricht in der mit 160 MHz

laufenden Steuerungsschleife ca. 23 Takten, die als Mindestpause eingetragen werden muss.
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4. Ergebnisse und Diskussion

15ns  160ns 9ns
AOM
~ 3,0m
myRIO [3m G
- ~4,2m
Sepia
15ns 12,5ns 13 ns

die des TVIS.

APD

t-(532nm) ~ 184 ns

t-(635nm) ~~ 40, 5ns

Abbildung 4.12.: Die Pulse der Sepia erreichen die Probe um At, = 143, 5 ns schneller als

4.2.4. Mikrosekunden-Pump-Probe: Experimentelle Resultate

Der MSPP-Modus wird mit einer Losung von MC540 in Ethanol getestet. Dieselbe Probe
wurde sauerstoffrei und sauerstoffgeséttigt vermessen. Letztere wurde zusétzlich ohne

Abfragelaser vermessen, um die Dunkelzéhlrate zu bestimmen. Die in Schritten von 0,5 j1s mit

T
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Abbildung 4.13.: Rohdaten der MSPP-Messungen von MC540 in Ethanol.
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4.2. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie

jeweils 10% Zyklen pro Verzégerung von Pump- und Abfragepuls gemessenen Photonenzahlen
sind in Abb. 4.13 dargestellt. Die Daten deuten bereits unaufbereitet auf Probleme hin:
Ungewohnlich sind die enorm hohen Z&hlraten bei At = 0,5ps und 1 ps, die unperiodischen
Einbriiche der Zéhlrate und die identischen Verédufe der Kurven fiir die sauerstofffreie und

gesattigte Messung.

Der Triplettzustand in sauerstoffgeséttigter Atmosphére hat eine Lebensdauer von 737 =
0,67 ps.[47] Dies konnte die sehr schnelle Relaxation unterhalb von 1 ps erkldren, jedoch
nur, falls sie nicht auch im sauerstoffreien Fall und sogar ohne den RISC-auslésenden Laser
auftreten wiirde. Dass diese Ausschlége nicht auftreten, wenn wie in Abb. A.4.3 nur der
Hintergrund detektiert wird, spricht dafiir, dass hier primére Fluoreszenz detektiert wird.
Die Verzogerung wurde geméfs Abschnitt 4.2.3 korrigiert, sodass hier ein Fehler bei der
Synchronisation der Echtzeitprogrammebenen in der MSPP-Software vorliegen muss.

Fiir die von Z&hlrate, Laserkombination und Farbstoff unabhéngigen Z&hlrateneinbriiche
wird eine andere Fehlerursache vermutet. Der vorherige Fehler spricht fiir eine absolute Ver-

schiebung des Detektionsintervalls gegen das Pumpintervall um ~ 1 ps. Die Schwankungen

T T T T T T T T T T T
— L. 50 nM MC 540 in Ethanol
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Abbildung 4.14.: Nach Abzug des Hintergrundes wird eine Abnahme der Photonenzahl mit
zunehmender Verzogerung deutlich, die nicht mit RISC vereinbar ist.

61
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der scheinbaren Detektionseffizienz konnten im RT-Teil der Software verursacht werden,

wenn verzogerungsabhéngig valide Photonenereignisse verworfen werden.

Die atmosphéarenunabhéngig gleich verlaufenden Zahlereigniskurven sprechen dafiir, dass
die detektierten Photonen nicht auf RISC zuriickzufiihren sind. Um die Verldufe deutlicher
herauszustellen, wurde von den Kurven in Abb. 4.13 jeweils der Mittelwert der Photo-
nenzahl zwischen 40 ps und 50 ps abgezogen. Eine monoexponentielle Anpassung an die
Zerfalle in Abb. 4.14 liefert zwar eine Lebensdauer von (10 £ 2) ps, was in der Tat mit dem
Literaturwert vereinbar ist.[135] Allerdings nur im Fall der sauerstofffreien Messung. Die
Anwesenheit von Sauerstoff in der geséttigten Probe reduziert die tatséchliche Lebensdauer
auf ca. 500 ps (vgl. Abb. 4.7 und [135]).

Eine Normierung der Kurven in Abb. 4.14 auf den Hintergrund zeigt sogar, dass auch die
nicht abgefragte Probe den identischen Zeitverlauf aufweist. Dies ldsst darauf schliefen,
dass in den Versuchen ausschliefslich Streulicht detektiert wurde. Die unterschiedlichen
Photonenanzahlen kénnen durch die Justage verursacht werden. Die mit zunehmender Ver-
zogerung abnehmende Photonenzahl tritt zwar ausschlieflich bei Anwesenheit von MC540

auf, erscheint nach der Normierung aber ebenfalls wie ein Artefakt des Versuchs.

Aufgrund der Schwierigkeiten, genligend Photonen fiir eine Auswertung zu sammeln, ohne
dabei in der Sattigungsphase das Equipement zu zerstoren, blieben die Unzulénglichkeiten
der Programmierung zu lange unentdeckt. Ein Ansatz fiir die korrekte Programmierung
des Teilexperiments ist vorhanden. Nach dessen korrekter Implementierung sollten die Mes-
sungen wiederholt werden, da in Abschnitt 4.2.3 gezeigt wurde, dass geniigend Photonen

detektierbar sein miissen.

4.2.5. Weitere Schritte

Die begonnene Umprogrammierung des MSPP-Modus muss weitergefiithrt werden, sodass die
registrierten Photonen mit konstanten Detektionsintervallen den korrekten Verzogerungen
zugeordnet werden.

Beide DRS-Messmodi profitieren von einer Synchronisierung der APDs mit Laserpulsen,
die sich auf zwei verschiedene Wege realisieren lisst. Erstens kann die Photonendetektion
in den FPGA-Schleifen abhéngig von der Verzdgerung zwischen Pumpe und Abfrage
aktiviert werden. Und zweitens kann iiber ein Relais mit ausreichend hohem Schaltstrom im
Mikrosekundenmodus die Detektion wéhrend der Séttigungsphase komplett unterbunden
werden.

Der TVIS ist annéhernd im gesamten sichtbaren Bereich des elektromagnetischen Spek-

trums nutzbar. Damit ermdglicht er die Anpassung der Abfragewellenlinge Ay an das
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Spektrum des untersuchten Farbstoffs, insbesondere an die pyrenbasierten Photosduren.
Dazu ist ein angepasster Dichroit und ein schmaler Bandpassfilter um \; notwendig, denn
die Kontinuumsunterdriickung des Lasers alleine ist fiir diese spektroskopischen Zwecke
unzureichend. Zusétzlich sollte der Laser gechirpt werden, um die Pulslange und damit die
Dumpeffizienz zu erh6hen.

MC540 kann nach Anregung aus dem Grundzustand viele nichtfluoreszierende Zustén-
de einnehmen. Ein negativer Einfluss auf die Messbarkeit des RISC iiber Pump-Probe-
Spektroskopie {iber die Annahmen in dieser Arbeit hinaus ist nicht auszuschliefen. Es sollten
daher andere Typen von Triplettsensitizern auf ihr Potential fiir RISC untersucht werden.
Mégliche Kandidaten sind Ubergangsmetallkomplexe oder Iodsubstituierte BODIPYs.[136]
Das Modell fiir die transiente 2PE von MC540 ist ausbaufdhig. Der Einfluss von cis-trans-
Isomerie muss in einem néchsten Schritt bestimmt werden. Aufgrund der intensitétsabhén-
gigen Zeitkonstante der Isomerisierung sind dazu Experimente mit variabler Pumpleistung

notwendig.

4.3. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

4.3.1. Die Bestimmung von 7 und Qrp

Wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben, werden zirkular und linear polarisierte 2PE-TCSPC-
Kurven (C2PE bzw. L2PE) und eine linear polarisierte 1IPE-TCSPC-Kurve (L1PE) von
Terrylen in Squalen aufgenommen. Die Messparameter sind in Tab. 4.3 zusammengefasst.
Die globale Anpassung mit einem zweifach exponentiellen Zerfall ergibt die Fluoreszenz-
lebensdauer von 7y = 4,184 ns und eine weitere von 7, = 326 ps mit einer Amplitude
A, <0,084;. Abb. A.5.1 im Anhang verdeutlicht den geringen Beitrag von 7, zum Gesamt-
prozess. Da die Einteilung der Polarisatoren in 2°-Schritten erfolgt, der Magic Angle aber
auf wenige Winkelminuten genau eingestellt werden muss, erkléart residuelle Anisotropie
das Auftreten von 7,.

Da die 2PE-Kurven unter gleichen Bedingungen aufgenommen wurden, lassen sie sich in

Tabelle 4.3.: Wellenldnge A, Leistung vor der Probe P, Integrationszeit t;,; der PicoHarp
und die mit allen Detektionspolarisationen gesammelten Photonen Np(-).

| A/nm | P/mW | ot | Ny(V) | Ny(H) | Ny(MA)
L1PE 543 0,14 20 1,78 x 107 1,65 x 107 | 3,74 x 107
L2PE 780 60 30 3,09 x 10° | 2,63 x10% | 3,92 x 106
C2PE 780 60 30 3,85 x 106 3,53 x 106 4,19 x 108
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4. Ergebnisse und Diskussion

Abb. 4.15 ohne weitere Anpassung auf ihr globales Maximum normieren und punktweise
das Verhéltnis berechnen. Wie zu erwarten war, ist Qrp = 0,896(2) fast im gesamten

Messbereich konstant. Lediglich zu Beginn, unter Anisotropieeinfluss, variiert Qrp.

Damit weicht das Ergebnis von dem in Toluol ab:|[44]

Qpp (780 nm, Toluol) = 0,74 < Qpp(780 nm, Squalen) = 0, 896. (4.11)

Die Losemittelabhingigkeit von 2PE-Ubergéingen ist wohlbekannt, so sinkt Q7 p fiir Perylen
mit steigender Losemittelpolaritét.[23]

Ubergéinge mit Q7p = 3/2 sind von den Nebendiagonalelementen dominiert, weisen also
eine B, Symmetrie auf; bei Qpp = 2/3 verhélt sich das Molekiil wie ein lineares, also
abgesehen von Ty, sind alle Tensorelemente gleich null.[82] Bei Werten dazwischen ist
die Zuordnung zu einzelnen Ubergingen ohne eine umfassende Polarisationsstudie nicht

moglich.[81] Wahrend die Anregung von Terrylen in Toluol also von dem Ag—Ubergang

T T T T T T T
1’2 - QTP
—— C2PE MA-C Q. =0,896(2)
[ | —— L2PE MA-L
10}k linearer Fit
0,8 -
=
g
e} 0,6
0,4 - '“'ML
w% i
Lo
02| Wl 4
0,0 J . ] . ] . ] . ] . ]
0 2 4 6 8 10
Zeit/ ns

Abbildung 4.15.: Die unter dem passenden Magic Angle (MA-C bzw. MA-L) gemessenen
Fluoreszenzzerfélle von Terrylen in Squalen bei zirkularer (C2PE) und
linearer (L2PE) Anregung. Qpp ist das punktweise Verhéltnis der Kurven.
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4.3. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

Tabelle 4.4.: Resultate der globalen Anpassung an die Anisotropiezerfille bei zirku-
larer (C2PE) und linearer (L2PE) 2PE sowie linearer 1PE (L1PE).

| L1PE L2PE C2PE
Ba 0,224 0,278 -0,104
¢q / 18 0,428
By 0,121 0,143 -0,104
¢p / 18 1,2102

& Global angepasster Wert
b Konstant aus der Theorie

dominiert wird, ist der Ubergang in Squalen von deutlich gemischtem Charakter, trotz der
nur geringfiigigen bathochromen Verschiebung des S; von 2nm (vgl. Tab. A.3). Interessant
ist auch, dass Terrylen in Squalen (Te) und Perylen in Squalan (Pe) mit Qrp(Pe) = 0,92[23]

den praktisch identischen Charakter aufweisen.

Dass aus Q7p nicht der vollstindige Charakter des Ubergangs bestimmt werden kann ist
unbefriedigend. Die zuvor erwahnte Polarisationsstudie ist nur méglich, wenn verschieden
polarisierte Photonen erzeugt werden. Auf Grund der notwendigen Uberlagerung der
getrennten Laserstrahlen in Raum und Zeit ist dies fiir ein Kiivettenexperiment nicht
durchfiihrbar.

Eine Losung, die mit identischen Photonen auskommt ist die in Abschnitt 2.2.3 vorgestellte

2PE-Fluoreszenzanisotropie, die im Folgenden ausgewertet wird..

4.3.2. Anpassung der Anisotropiezerfille

Die globale Anisotropieanpassung gelingt mit einem biexponentiellen Modell. Demnach
kann die Rotation von Terrylen in Squalen als die eines oblaten Molekiils angesehen werden.
Die wesentlichen Parameter der Anpassung sind in Tab. 4.4 zusammengefasst.

Der Index b wurde mit der Festlegung von (,(L2PE) = 1"6 den irreduziblen Komponenten
ré zugeordnet und somit a den Komponenten ré, jeweils mit i € {1,1, c}. Die Rotationskor-
relationszeiten wurden erst durch Festlegung von Startwerten, ¢; = 0,3 ns und ¢; = 1ns,
reproduzierbar den passenden Komponenten zugeordnet, welche sich aus den Beitragen
der Rotationsdiffusionskoeffizienten in (2.26) ergeben. Dass ohne zur Theorie passende
Startwerte lokale Minima gefunden werden kénnen, bei denen die Zuordnung von Korrelati-
onszeit und Amplitude gerade vertauscht ist, spricht fiir ein instabiles System mit vielen
Korrelationen zwischen den Parametern. Die Konfidenzintervalle der Parameter in Tab. 4.4

liegen dann aber jeweils bei weniger als £10 % des angepassten Werts.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Der Vergleich der hydrodynamischen Volumina mit denen in [23| bei Raumtemperatur bzw.
14° C mit V,(Pe) ~ 12V, (Pe) zeigt, dass

Vz(Te) = 3,7V, (Te)
Vz(Te) =~ 2,4V, (Pe) (4.12)
V.(Te) = 7,8V, (Pe),

fiir n(Squalen) = 15 mPas, n(Squalan) = 29 mPas und ¢o(Pe) ~ 1 ns.

Da Terrylen um den Faktor 1,62 langer ist als Perylen, liegt die Steigerung des hydrodyna-
mischen Volumens V,, bei Rotationen aus der Molekiilebene heraus im erwartbaren Bereich
zwischen 1,62 und 1,62 = 2,6. Wenn Terrylen bzw. Perylen sich bei Rotation um e, verhilt
‘Zzgzg nicht héher sein als 1,623 = 4, 25.
Die beobachtete Abweichung kann folgende Ursachen haben:

wie eine Kugel mit Radius I7. (Ip.), sollte aber

Die dritte Naphtaleneinheit lasst die oblate Naherung fiir die Rotationsdiffusion von Terry-
len zusammenbrechen. Prolat, also monoexponentiell, lassen sich die experimentellen Daten
nicht anpassen. In Folge muss fiir eine allgemeine Rotation der Zusammenhang zwischen
den Anisotropiekoeffizienten und den Tensorelementen herausgearbeitet werden. Moglich ist
auch, dass der tensorielle Charakter des Diffusionskoeffizienten seine Auswirkungen zeigt und

“zgg ~ 3,7 unterschatzt wird. Fiir die Behandlung mit dem Debye-Stokes-Einstein-Gesetz

ist es notwendig, dass die Rotation als Diffusion aufgefasst werden kann. Squalen muss fiir
Terrylen also eine kontinuierliche Umgebung darstellen, was aufgrund ihrer vergleichbaren
Grofe nicht gegeben sein kann. Das Gesetz verliert auch seine Giiltigkeit, wenn lokale
Wechselwirkung die diffusive dominieren.[137] Dies konnte fiir die Wechselwirkung der

m-Elektronen des Squalen mit den aromatischen Systemen des Terrylen gegeben sein.

4.3.3. Die Losung des Gleichungssystems (2.40)

Tab. 4.4 enthélt die fehlenden Werte der linken Seite von (2.40), welches nun Gestalt (4.13)

annimmt.

Es sei daran erinnert, dass dariiber hinaus r = 1/7 und Zi, j Tl% =1 gilt.

Die Losungen von (4.13) sind in Abb. 4.16 dargestellt. Der maximale Winkel o' = 23°
2

20, ’ rd = 0,121 41,2456 x 0,224 = 0, 4. Die

sin(2a;)

ergibt sich aus der Bedingung 'r} =r{+
fundamentale Anisotropie fiir Terrylen ist nicht bekannt, mit der maximalen Anisotropie

als Grenze wird der gesamte physikalisch mogliche Wertebereich abgedeckt.

Neben f! und f¢, den jeweiligen Bg,-Anteilen am Ubergang, sind die Verhiltnisse %
und 22 dargestellt. Rein negative % 16sen (4.13) ebenso. Die beiden Tensorverhéltnisse

Tyy
gentigen aufgrund der Normierungsbedingung.
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L ogrg - |sn(20) 2 a_ s 372, + 312,
2 ’ 20, 7 3T2, + 312, + 272,
1 T2, + T2, — AT, T, 1
rh=—0,104 = (1 f) S O
14 T2, + T2, — Ty, Ty, 7
, . (4.13)
0104 —— sin(2a;) (1— f9) 3 T, — Ty,
2 ’ 20, UT2, + T2, — ToaTyy
2 2 2
Qrp= 0,896 = 2y + 2y = Haalyy + 614y

312, + 3T2, + 2T0a Ty + 4T3,

Aus Abb. 4.16 geht hervor, dass der Beitrag des B,-Zustandes abnimmt, je hoher die
fundamentale Anisotropie ist. Dies ist zu erwarten, da dies mit einem geringeren mittleren
Winkel der Anregung zum Emissionsdipol upp || (M) einher geht. Das Verhéltnis ]J:—i ~ 0,6
bleibt auch bei zunehmendem o, konstant. Dass die Nebendiagonalelemente 77, aufgrund
des elektrischen Feldes bei zirkular polarisierter Anregung eine grofere Rolle spielen als bei

linear polarisierter ist zu erwarten.
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Abbildung 4.16.: Auftragung der By-Anteile f! und f¢ sowie der Tensorelementverhiltnisse
Tvz/T,, und Try/T,, gegen den freien Parameter .
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die Interpretation der Tensorelemente ist schwieriger, denn die Polstelle im Wertebereich
bedeutet, dass bei einer initialen Rotation von ca. 17,5° und somit einem durchaus
tiblichen Wert von r} = 0,373 fiir die fundamentale Anisotropie,|78| T}, verschwindet. Das
Ergebnis fiir Q7p schlieft einen solchen Tensor aus und ist der Grund f! und f¢ {iberhaupt
einzufiihren. Dariiber hinaus ist unter diesen Bedingungen 'rge = 0,49 < 0,57, obwohl fiir

dominantes T}, die fundamentale 2PE-Anisotropie maximal werden sollte.

4.3.4. Modifizierte Anpassungsparameter

Unter Beriicksichtigung der Interpretation der Ergebnisse muss die Anpassung an die
Anisotropiekurven wiederholt werden. Die bisherigen in die Anpassung einflielsenden An-
nahmen sind die aus der Theorie stammende Bedingung 7’6 = 1/7, der notwendig gleichen
Rotationskorrelationszeiten fiir alle Anregungen und der zuvor experimentell bestimmten
Fluoreszenzlebensdauer 7y = 4,184 ns. Der kleinstmdgliche Satz an Annahmen und die
damit erfolgende Minimierung von x? , liefert keine plausiblen Ergebnisse. Es muss mindes-
tens eine Zusatzannahme getroffen werden, wodurch auch der ,best-fit“-Ansatz, also die
Minimierung von X% .q> verworfen wird.

In Abb. A.5.3 ist zu erkennen, dass die Messwerte nach der Anstiegsphase einen Doppelpeak
aufweisen. Dieser kann, wie auch die Schulter nach 1,3ns, durch einen Reflex des Anre-
gungslasers ausgelost werden und zu einer Uberschétzung von rlz fiihren. Der Reflex ist bei
paralleler Polarisation von Anregung und Emission am stérksten, was seine Abwesenheit bei
allen anderen Polarisatorstellungen erkléren kann. Aufgrund der Messung mit dem TVIS
erfasst die IRF weder diesen noch andere Reflexe durch die intensive Anregung bei 780 nm.
Im Folgenden wird willkiirlich 75, = 0,2 gesetzt. Die modifizierte Kurve in Abb. A.5.3
erreicht damit den experimentellen Kurvenverlauf nicht mehr, die Wahl eignet sich dennoch

zur Illustration des sehr grofsen Bereichs moglicher Losungen.

Tabelle 4.5.: Resultate der modifizierten Anpassung an die Anisotropiezerfille.

L1PE L2PE C2PE
Ba 0,250 0,200¢ -0,074
¢q / 1S 0,531?
By 0,082 0,143 -0,104
¢y / ns 1,2582

& Global angepasster Wert
b Konstant aus der Theorie
¢ Wert manuell gesetzt
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4.3. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

Tab. 4.5 fasst die wichtigen Parameter der modifizierten Anpassung zusammen. Die Ver-
ringerung von 74, = 8,(L2PE) fiihrt bei der globale Anpassung im Wesentlichen zu einer
Erhohung von ¢ um 25 %. (4.14) ist (4.12) berechnet mit den Rotationskorrelationszeiten

der modifizierten Anpassung. Die noch grofere ¢o triagt nicht zur Losung des Problems des

iibergrofen Verhiltnis %Egﬁ; bei.
Va(Te) = 3,1V, (Te)
Vz(Te) = 2,5V, (Pe) (4.14)
V.(Te) ~ 9,6 V. (Pe).

Mit steigender Lebensdauer ¢o verringert sich r§. Wéhrend sich die initiale Anisotropie bei
2PE folgerichtig abnimmt, bleibt diese bei 1PE mit r!(0) = 0, 332 fast konstant gegeniiber
dem unmodifizierten Fall mit r.(0) = 0, 345. Dazu muss der Beitrag der langsamen Kom-

ponente zur Anisotropie sinken, was gegenlaufig zur Entwicklung bei 2PE ist, da hier bei

100 ' , ' : i : . T — 10,0
= f e T, T .
o f° " TXYTY1Y :
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Abbildung 4.17.: Auftragung der By-Anteile f! und f¢ sowie der Tensorelementverhiltnisse
Tvz/T,, und Twy/T,, gegen a, fiir die modifizierte Anpassung.
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4. Ergebnisse und Diskussion

konstantem r{ (willkiirlich) r% verringert wurde.

Aufgrund der insgesamt niedrigeren 2PE-Anisotropie, enthélt Abb. 4.17 die Werte links der
Polstelle in Abb. 4.16, fortgesetzt zu niedrigeren 7%(0). Mit der nur geringfiigigen Anderrung
von 71(0) ist auch der physikalisch sinnvolle Bereich fiir initiale Rotationen kaum verindert,
es gilt o' = 24°.

Einen Hinweis darauf, dass ré = 0,2 keine allzu schlechte Wahl sein konnte, liefert der
erneute Vergleich mit Perylen. Dessen Tensorelemente liegen bei %z ~ 9 bzw. % ~ 7 und
werden hier fiir o' gerade erreicht. Obwohl Terrylen mit der dritten Naphtaleneinheit einen
deutlich lineareren Charakter haben sollte, zeigen die dhnlichen Qpp, dass dies zumindest
fiir die vorliegende Losemittelwahl nicht gilt. Ahnliche Verhiltnisse der Tensorelemente
iiberraschen daher nicht. Die schwache elektronische Kopplung zwischen den Naphtalenein-
heiten im Vergleich zu der innerhalb kann dies verursachen. Sie dufiert sich nicht nur in
zwei verschiedenen Bindungslingen, auch die Ubergangsdichte bei Absorption zeigt bei den
Verbindungen der Naphtalene einen Knoten.[138] Werden aber beim Ubergang in hohere
Zusténde Bereiche der Molekiile voneinander isoliert, kann die Ladungsdichteumverteilung
nicht wie bei einem linearen Molekiil erfolgen.

Abschliefend kann festgehalten werden, dass Zweiphotonenanregung bei 780 nm in einen
rein totalsymmetrischen A,-Zustand fiir Terrylen in Squalen nicht mit den experimentellen

Daten vereinbar ist.

4.3.5. Qualitativer Vergleich der Anpassungsvarianten

Neben der physikalischen Sinnhaftigkeit der verschiedenen Anpassungen an die Aniso-
tropiezerfille soll nun die mathematische Plausibilitiat der Losungen diskutiert werden.
Dazu eignen sich die in Tab. 4.6 aufgelisteten Xfed—Werte beider Anpassungen und die
relative Erhéhung durch die Modifikation. Weiterhin miissen die Residuen in Abb. A.5.7
bis Abb. A.5.9 beachtet werden.

Tabelle 4.6.: Vergleich der Qualitét der Anpassungen.
| XCalges) X2 (LIPE) X2 (L2PE)  x2,,(C2PE)

best fit 1,155 1,146 1,219 1,101
modifiziert 1,123 1,155 1,405 1,110
5X2.y 0,059 0,008 0,093 0,008

Die Erhshung von x2_,;(L2PE) wurde durch die willkiirliche Anpassung von r} in Kauf

genommen. Abb. A.5.8 zeigt, dass sich die Abweichung vom Optimum auf kurze Zeiten
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4.3. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie

< 1mns beschrankt, was durch die Festsetzung von 7’6 einzig durch die Anpassung der

Lebensdauern erreicht wird. Fiir die 1PE- bzw. zirkulare 2PE-Anisotropie stehen geniigend
Freiheitsgrade zur Verfligung, sodass selbst bei global festgelegten Rotationskorrelationszei-
ten die praktisch identischen Anpassungskurven wie im nicht modifizierten Fall erreicht
werden.

Dies ist ein Hinweis darauf, dass bei den Messungen zu Abb. A.5.3 Streulicht der intensiven
Laserpulse des TNIR detektiert wurde. Bei kurzen Zeiten t.,s ~ 0,5ns lésst sich ein
Doppelpeak erahnen. Die Unterdriickung des Filters aus BG39 muss iiberpriift werden.
In Abschnitt 2.1.2 wurde bereits darauf hingewiesen, dass mit steigender Zahl freier
Parameter theoretischer Modelle die Gefahr der Uberanpassung an die gemessenen
Daten zunimmt. Damit wéchst auch die Gefahr, schwierig zu erkennende Artefakte
als FEigenschaften der gemessenen Probe anzupassen. Nicht immer zeigt sich wie im
vorliegenden Fall ein unerwartetes Verhalten (vgl. Abb. 4.16) bei der weiteren Auswertung,.
Komplexe Modelle mit vielen Freiheitsgraden bsitzen eine groffe Menge akzeptabler
Lésungen, sodass auch mit Artefakten behaftete Messungen problemlos angepasst werden.
Aus diesem Grunde muss jede Datenerfassung mit der grofitmdoglichen Sorgfalt vorbereitet
und durchgefithrt werden. Bei der anschliekenden Auswertung ist die physikalische

Plausibilitat der angepassten Resultate stets zu beachten.

4.3.6. Weitere Schritte

Die Tieftemperaturmessungen zur Bestimmung der fundamentalen Anisotropie miissen
mit einer anderen Kiihlstrategie wiederholt werden. Des Weiteren kann eine erneute Mes-
sung der linear polarisierten 2PE-Anisotropiekurven mit nochmals erhdhter Unterdriickung
des Anregungslasers den Einfluss der Streuung kléren. Es ist weiterhin unklar, welche
der in Abschnitt 4.3.2 erwdhnten Ursachen zur Abweichung des gemessenen hydrodyna-
mischen Volumens von Terrylen zum erwarteten fiithrt. Die Frage kann auf zwei Arten
angegangen werden: Zum einen kann der Zusammenhang zwischen Tensorelementen und
Anisotropiekoeffizienten fiir allgemeine Rotationen (D, # D, # D, # 0) hergeleitet und
die experimentellen Daten mit diesem Ansatz ausgewertet werden. Die zweite Moglichkeit
ist ein Vergleich der Messungen mit Terrylen im doppelbindungsfreien Squalan. Andert sich
dort das Verhéltnis der Rotationskorrelationszeiten signifikant, haben die Doppelbindungen
einen isotropen Einfluss auf die Rotationseigenschaften. Nichtsdestotrotz konnte gezeigt
werden, dass Terrylen in Squalen als ein oblat rotierendes Molekiil beschrieben werden
kann, dessen Ubergang in den Sy nicht durch einen rein totalsymmetrischen Tensor erklirt

werden kann.
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A. Erganzende Abbildungen und Tabellen

A.1. Experimentvorbereitung

)
(b) Verschlossene Probenkammer nach einer Mes-
sung.

(d) Anregung von sauerstoffgesittigtem MC540
in EtOH bei 532 nm.

(c) Spiilvorgang mit Argon.

Abbildung A.1.1.: Die Probenkammer in verschiedenen Stadien.
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(a) Transmissionsspektren beider Filter. (b) Emission bei 532 nm mit und ohne Filter

Abbildung A.1.2.: Ohne schmalbandige Filter ist das durch ein Gitter aufgetrennte residuelle
Kontinuum mit dem Auge erkennbar.
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Abbildung A.1.3.: Gesamttransmissionseffizienzen der verwendeten Laser durch die Strahl-
teilerkaskade.
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Abbildung A.1.4.: Transmissionsspektrum des Chroma 2zt 532-640-NIR rpc.
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Abbildung A.1.5.: Transmissionsspektrum des Chroma zt 405-488-543 rpc.
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-1 -0.5 0 0.5 I -1 -0.5 0 0.5 1

[— 1(532 nm) —— 1(635 nm) | [—— 1(532 nm)*1(635 nm) |

Abbildung A.1.6.: links: Intensitéts-Airyscheiben fiir 532 nm und 635 nm gegen einen para-
metrisierten Abstand vom Aperturmittelpunkt.
rechts: Uber 99 % der kombinierten Intensitét liegen innerhalb der ersten
Nullstellen der Scheibe von 532 nm.

Tabelle A.1.: Parameter fiir die numerischen Simulationen zur Pump-Dump-Spektroskopie
von Photoséuren.

‘ 405nm & 630nm | 532nm & 635nm | 532nm & 780 nm

o/cm? 10716 10716 10716
kespr/ps™t 0,1 0,01 0,1
krp/ps~t 0,1 0,01 0,1
kp/nst 10 0,5 10
kv /ps~! 1 1 1
(P) /mW 0,2& 4 1&4 1 & 100
T/ps 10 & 0,1 0,1 & 400 0,1& 0,1
te/ps 20 1 1
ts/ps 3—70 50 — 1000 3 — 60
Atgim/ps 500 10000 100

76



A.1. Experimentvorbereitung

600

500

400

300

Zahlrate / s™

200

100

T T T T T T T T T
= 100 nM MC 540 in Ethanol - 635 nm
linearer Fit niedrige P

635 nm

linearer Fit hohe P,

635 nm

| 1 | 1 | 1 | 1 |

500

1000 1500 2000 2500 3000
Leistung / pW

Abbildung A.1.7.: Zwei Pulsbereiche der P-C-635B kénnen anhand der Streuung in den
Detektionsstrahlengang unterschieden werden.
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Abbildung A.1.8.: Die summierte Detektionseffizienz fiir Fluoreszenzphotonen aus MC540

in Ethanol betragt 0,0136.
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Abbildung A.1.9.: Fluoreszenzkorrelationskurve einer sauerstoffgeséttigten 5nM Losung
von MC540 in Ethanol. Die Diffusionszeit durch das konfokale Volumen
betragt 140 ps, die mittlere Molekiilanzahl (N) = 2.
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Abbildung A.1.10.: Einstellphasen der Besetzung des Triplettzustandes von MC540 geméf
(4.10). Links sauerstofffrei, rechts sauerstoffgesattigt mit kr o, = 10k7.
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A.1. Experimentvorbereitung
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Abbildung A.1.11.: Die Halbwertsbreite des dominanten Teils der IRF bei 590 nm betragt
49 ps, die der Basis 297 ps.
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Abbildung A.1.12.: Vergleich der IRF bei 590 nm und 480 nm.
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A. Ergéinzende Abbildungen und Tabellen

A.2. UV-VIS- und Fluoreszenzspektren

Tabelle A.2.: Liste aller verwendeten Chemikalien.

Losungsmittel ‘ Reinheitsgrad ‘ Hersteller
Dimethylsulfoxid | Analytical Reagent Grade 99,99 % | Fisher Scientific
Ethanol Analytical Reagent Grade 99,99 % | Fisher Scientific
Glycerin 99+ % Pure Acros Organics
Nonan ReagentPlus® 99 % Sigma Aldrich
1-Octanol 99 % Pure Acros Organics
1,2-Propandiol puriss. p. a. > 99,5% Sigma Aldrich
Squalen 99+ % Acros Organics
Toluol 99,85 % Extra Dry AcroSeal® Acros Organics
Trifluoressigsdure | zur Synthese ZChL#
Farbstoff ‘ Reinheitsgrad ‘ Hersteller
HPTAP > 95% Fluka
Merocyanin 540 | 90 % Aldrich

Perylen >99% Sigma Aldrich
Rhodamin 6G Lambda Physik
Terrylen >99% Kentax

& Zentrales Chemikalienlager der Universitdt des Saarlandes
b 8-Hydroxy-N,N,N’ N’ N” N-hexamethyl-pyrene-1,3,6-trisulfonamide

Tabelle A.3.: Anregungs- und Emissionswellenléngen fiir die Fluoreszenzspektroskopie (A,
und \.) sowie Absorptions- und Emissionsmaxima (AZ¢* und Ng%r).

Farbstoff ‘ Losungsmittel ‘ Ag/nmM ‘ Ae/nm ‘ AZA% /nm ‘ AZAE nm
MC540 Ethanol 532 635 560 580
HPTA DMSO 430 630 551 566
DMSO-+TFA | 430 610 430 566
Perylen PDO 400 480 433 445
Rhodamin 6G | Glycerin 495 610 536 557
Terrylen Nonan 010 610 952 260
1-Octanol 515 610 955 564
Squalen 515 610 558 566
Toluol 500 610 560 569
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Abbildung A.2.1.: Normiertes UV-VIS-Spektrum von Merocyanin 540 in Ethanol.
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Abbildung A.2.2.: Normierte Fluoreszenzspektren von Merocyanin 540 in Ethanol.
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Abbildung A.2.3.: Normiertes UV-VIS-Spektrum von HPTA in TFA-saurem DMSO.
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Abbildung A.2.4.: Normierte Fluoreszenzspektren von HPTA in TFA-saurem DMSO.
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A.2. UV-VIS- und Fluoreszenzspektren
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Abbildung A.2.5.: Normiertes UV-VIS-Spektrum von HPTA in DMSO.
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Abbildung A.2.6.: Normierte Fluoreszenzspektren von HPTA in DMSO.
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Abbildung A.2.7.: Normiertes UV-VIS-Spektrum von Perylen in 1,2-Propandiol.
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Abbildung A.2.8.: Normierte Fluoreszenzspektren von Perylen in 1,2-Propandiol.
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Abbildung A.2.9.: Normiertes UV-VIS-Spektrum von Rhodamin 6G in Glycerin.
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Abbildung A.2.10.: Normierte Fluoreszenzspektren von Rhodamin 6G in Glycerin.
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Abbildung A.2.11.: Normiertes UV-VIS-Spektrum von Terrylen in Nonan.
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Abbildung A.2.12.: Normierte Fluoreszenzspektren von Terrylen in Nonan.
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Abbildung A.2.13.: Normiertes UV-VIS-Spektrum von Terrylen in 1-Octanol.

1,0
® 08
D
C
9
£ 06
(]
h =
Q
£ 04
)
c
0.2
0,0

|

1

|

1

|

1

T T T T T T T 1T T T 1
—— 100 uM Terrylen in 1-Octanol - Anregung
100 uM Terrylen in 1-Octanol - Emission

1

| 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |

450

475

500

525 550 575 600 625 650 675
Wellenlange / nm

Abbildung A.2.14.: Normierte Fluoreszenzspektren von Terrylen in 1-Octanol.
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Abbildung A.2.15.: Normiertes UV-VIS-Spektrum von Terrylen in Squalen.
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Abbildung A.2.16.: Normierte Fluoreszenzspektren von Terrylen in Squalen.
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Abbildung A.2.17.: Extinktion von 1-Octanol.
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Abbildung A.2.18.: Extinktion von Squalen.
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Abbildung A.2.19.: Normiertes UV-VIS-Spektrum von Terrylen in Toluol.
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Abbildung A.2.20.: Normierte Fluoreszenzspektren von Terrylen in Toluol.



A.3. Stationére Tieftemperaturanisotropiespektren

A.3. Stationare Tieftemperaturanisotropiespektren
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Abbildung A.3.1.: Anisotropie von Perylen in 1,2-Propandiol bei 250 K ohne Kryostat.
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Abbildung A.3.2.: Anisotropie von Perylen in 1,2-Propandiol bei 250 K im Kryostat.
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Abbildung A.3.3.: Anisotropie von Perylen in 1,2-Propandiol bei 100 K.
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Abbildung A.3.4.: Anisotropie von Rhodamin 6G in Glycerin bei 100 K.



A.3. Stationére Tieftemperaturanisotropiespektren
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Abbildung A.3.5.: Anisotropie von Rhodamin 6G in Glycerin bei 250 K im Kryostat.
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Abbildung A.3.6.: Anisotropie von Rhodamin 6G in Glycerin bei 250 K ohne Kryostat.
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Abbildung A.3.7.: Anisotropie von Terrylen in Squalen bei 100 K.
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Abbildung A.3.8.: Anisotropie von Terrylen in Squalen bei 250 K ohne Kryostat.



A.4. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie

A.4. Zeitaufgeloste Doppelresonanzspektroskopie
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Abbildung A.4.1.: NiV-Zentren in nanokristallinen Diamantproben erzeugen keine Fluores-
zenz nach Zweiphotonenanregung.
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Abbildung A.4.2.: MC540 wird mit (P(532nm)) = 300 uW angeregt. Zusétzliche Anregung
bei 780 nm erzeugt leistungsabhéngige Effekte.
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Abbildung A.4.4.: Der normierte Verlauf ist fiir die sauerstofffreie, die geséttigte und die
nicht abgefragte Probe identisch.
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Abbildung A.4.3.: Der Zahlratenriickgang ist wellenldngen- und z&hlratenunabhéngig und
somit eine Art verminderte Detektionseflizienz.
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Tabelle A.4.: Parameter fiir die numerischen Simulationen zur Pump-
Dump-Spektroskopie von MC540.

| 532nm & 780 nm

oe/cm? 2,4-10"16
os/cm? 3,5-10719
oope/cmts 5,5-107°0
ksr/ps™! 6
klo/nsfl 2,4°¢
(P(532nm)) /mW 0,05
(P(780nm)) /mW 10 bis 100
T/ps 0,1&0,1
te/ps 1
ts/ps 0 bis 70
P ps 18
Atgim /DS 100

2 Mit dem Spektrum und o.(515nm) = 1,9 - 10716 cm?.[47]
b Zeitkostante der ,Vibrationskiihlung*[130]
¢ 761 = 410 ps|41]
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A.5. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie
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Abbildung A.5.1.: Der geringe Anteil der residuellen Anisotropie am Beispiel zirkularer
2PE.
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Abbildung A.5.2.: Beste und modifizierte Anpassung der 1PE-Anisotropie.
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Abbildung A.5.3.: Beste und modifizierte Anpassung der linearen 2PE-Anisotropie.
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Abbildung A.5.4.: Beste und modifizierte Anpassung der zirkularen 2PE-Anisotropie.
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Abbildung A.5.5.: Vergleich der zeitabhéngigen Anisotropie beider Anpassungen fiir linear

Abbildung A.5.6.: Vergleich der zeitabhédngigen Anisotropie beider Anpassungen fiir Zwei-
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A.5. Zeitaufgeloste 2PE-Fluoreszenzanisotropie
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Abbildung A.5.7.: Vergleich der Residuen der Anpassungen fiir 1PE-Anisotropie.
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Abbildung A.5.8.: Vergleich der Residuen der Anpassungen fiir lineare 2PE-Anisotropie.
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Abbildung A.5.9.: Vergleich der Residuen der Anpassungen fiir zirkulare 2PE-Anisotropie.
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