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Zusammenfassung

In Rahmen dieser Arbeit wird ein neuartiges Messverfahren zur dreidimensionalen Mi-
kroskopie vorgestellt. Dabei erfolgt die Bilderzeugung allein anhand einer induzierten
Transmissionséinderung bestimmter Bestandteile innerhalb einer transparenten Probe.

Dazu wird ein mathematisches Modell erarbeitet, dass die Bilderzeugung aufgrund
der photophysikalischen Hintergriinde am Beispiel eines einfachen Farbstoffsystems er-
lautert. Mit Hilfe dieses Modells lésst sich die erzielbare rdaumliche Auflésung und Nach-
weisempfindlichkeit des Verfahrens bestimmen. Weiterhin prognostiziert dieses Modell
einen alternativen Weg, um die Zerfallskinetik angeregter Molekiilzustédnde zu untersu-
chen.

Es wird ein Messaufbau beschrieben, mit dem die einzelnen Vorhersagen des Modells
experimentell tiberpriift werden kénnen. Es werden Messungen gezeigt, die die Vorher-
sagen des Modells einzeln {iberpriifen und die Méglichkeiten des Verfahrens aufzeigen.
Diese Untersuchungen zeigen, das eine rdumliche Abbildung nicht fluoreszierender, mi-
kroskopischer Proben mit hoher Auflésung moglich ist. Weiterhin wird die erzielbare
Nachweisempfindlichkeit abgeschétzt, die mit derzeitigen kommerziell erhéltlichen Mess-
lichtquellen erreichbar ist. Ebenso wird gezeigt, dass es moglich ist die Dynamik transi-
enter Zerfallsprozesse mit diesem Verfahren zu untersuchen.

Auf Grundlage dieser Arbeiten wurde im Jahre 2002 von der Universitéit Siegen er-
folgreich ein Patent angemeldet.



Abstract

This study introduces a new measurement procedure for three-dimensional microscopy.
With this procedure, image formation results merely from an induced change in trans-
mission of certain components in a transparent sample.

In order to achieve this, a mathematical model was created to explain image forma-
tion due to the photophysical backgrounds based on a simple dye system. Using this
model, the attainable spatial resolution and sensitivity of detection of this measurement
technique can be determined. Furthermore, the model forecasts an alternative method
to examine the molcecular dynamics.

Also contained is a description of a setup for the experimental verification of the
individual forecasts of the model. The study describes measurements to verify the indi-
vidual forecasts of the model and to indicate the prospects of the procedure. The tests
demonstrate that the spatial imaging of non-fluorescent specimen with high resolution
is possible. Furthermore, the study contains an estimation of the attainable detection
sensitivity which can be achieved with commercialized light sources for measurement
currently available. The study also shows that the dynamics of transient decay processes
can be examined using this procedure.

Based on these studies, the University of Siegen in Germany has successfully filed a
patent in 2002.
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1. Einleitung

Mit dem Beginn der modernen Mikroskopie hat Ernst Abbe die Grundlagen zur Er-
forschung des Mikrokosmos gelegt [1]. Erst mit seinen grundlegenden Arbeiten konnten
grundlegende Fragestellungen der Biologie erforscht werden und die eigentlichen Zusam-
menhénge unserer Umwelt erkannt werden. Auf so wichtige Fragen, wie z.B. “Wie ist
eine Zelle aufgebaut?”, “Welche Bestandteile der Zelle wirken in welcher Weise zusam-
men?” konnten erst dann beantwortet werden, als es gelang diese Strukturen sichtbar zu
machen, voneinander abzugrenzen und abzubilden.

Um diese Strukturen zu unterscheiden ist es oftmals jedoch nétig diese anzufarben und
damit einen Kontrast, der zur Unterscheidung dient, kiinstlich herbeizufiithren. Dabei
werden oftmals Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt [2]. Diese Farbstoffe absorbieren einen
Teil des Anregungslichtes und geben ihn in Form von Fluoreszenz langwellig verschoben
wieder ab. Durch geeignete Farbfilterkombinationen ldsst sich das Anregungslicht mehr
oder weniger gut von dem Fluoreszenzlicht abtrennen [3] und man erhélt ein nahezu
untergrundfreies Bild der angefiarbten Strukturen.

Aber es bleibt bei der reinen Beobachtung dieser Strukturen doch meist unklar, wie
die rdumliche Struktur bzw. die dreidimensionale Anordnung der Objekte untereinander
im einzelnen aufgebaut ist.

Lange Zeit konnten dreidimensionale Strukturen nur durch mechanisches schichtweises
Abtragen aufgenommen werden und durch nachtrégliches Zusammenstellen der Bilder
rekonstruiert werden. Dabei ist man in der Tiefenauflésung natiirlich sehr beschrankt und
damit ist unweigerlich eine Zerstérung der Probe verbunden. Eine alternative Moglichkeit
besteht darin, aus den Bildern mit unterschiedlicher Fokussierung und mit Hilfe eines
mathematischen Entfaltungsalgorithmus ein rdumliches Bild zu rekonstruieren[4]. Diese
mathematischen Konzepte stehen dem Anwender aber erst seit ein paar Jahren praktisch
zur Verfiigung, seitdem Rechenzeit relativ preiswert zur Verfiigung steht. Diese Verfahren
sind trotz ihrer Einfachheit in der Anwendung aber niemals frei von Artefakten [5]
und man erreicht nur unter den seltensten Rahmenbedingungen eine Auflosung in der
Abbildung, die an die physikalischen Grenzen der Mikroskopie heran reicht.

Erst die Erfindung der konfokalen Mikroskopie durch M. Minsky im Jahre 1957 brachte
hier einen Durchbruch[7]. Mit dieser vergleichsweise einfachen Technik gelang es erstmals,
die rdumliche Struktur einer mikroskopischen Probe zerstorungsfrei direkt aufzuklidren
bzw. aufzuzeichnen. Dabei wird die Probe quasi optisch zerschnitten, indem die Beleuch-
tung der Probe mit Hilfe eines Punktabbildes erfolgt, und dieses Bild durch ein Pinhole
betrachtet wird. Dieses Pinhole wirkt dabei als Raumfilter, das alle Bildebenen ausblen-
det, die nicht in der Fokalebene der Punktabbildung der Beleuchtung liegen. Man erhélt
also ein Schnittbild aus der Fokalebene, ohne dass die Probe zerschnitten werden muss.
Rastert man nun die Probe noch dreidimensional ab, erhilt man daraus ein komplettes



1. Einleitung

rdumliches Abbild der Probe welches weiterhin noch fast frei von Bildartefakten ist und
zudem noch die physikalisch erzielbare Auflésung direkt erreicht.

Auf Grundlage von Teilen dieser Arbeit wurde ein Patent angemeldet, dass vom Deut-
schen Patent und Markenamt mittlerweile als solches anerkannt [6] und mit einem Hoch-
schulerfinderpreis des Landes NRW im Jahre 2003 ausgezeichnet wurde.

1.1. Zielsetzung

Meistens basiert die konfokale Mikroskopie auf der Fluoreszenzmikroskopie [2], mit allen
Vorteilen, aber auch deren Einschrénkungen. Eine ausgeprégte Fahigkeit zur Fluoreszenz
ist aber eine sehr selten anzutreffende Eigenschaft unserer normalen Umgebung [8]. So
greift man meiflt auf relativ exotische Markersonden zuriick, die dabei wiederum oftmals
eine ganze Reihe von unerwiinschten Nebenwirkungen haben. So sind z.B. Fluoreszenz-
farbstoffe in der Regel nicht sehr photostabil [9] im Vergleich zu nicht fluoreszierenden
Farbstoffen. Zudem sind sie relativ komplexe Molekiile, die die biologischen Funktionen
(z.B. einer Zelle) beeinflussen bzw. behindern kénnen [10].

Es besteht dadurch grofles Interesse, Farbstoffe zu finden, die diese Einschrankungen
nicht mit sich bringen. Andererseits ist eine Vielzahl von Farbstoffen bekannt, die zum
Einen ausgezeichnet photostabil sind und zum Anderen die Funktionen der biologischen
Ablaufe nicht beeinflussen. Aber diese Farbstoffe fluoreszieren in der Regel nicht oder
nur duferst schwach und scheiden deshalb fiir die normale Fluoreszenzdetektion aus.

Andere Abwandlungen dieses Verfahrens, die die dreidimensionale Bilderfassung er-
moglichen sollen, sind vorgestellt worden. Dabei ist zunéchst die konfokale Raman-
Mikroskopie zu nennen [11]. Bei dieser Methode wird das von der Probe inelastisch
gestreute, und damit wellenldngenverschobene Anregungslicht zur Detektion genutzt.
Ein Hauptproblem der Anwendung bei dieser Methode ist, dass eine geringe Restfluo-
reszenz der Probe geniigt um das nur duflerst schwache Ramanlicht sehr effektiv zu
iiberblenden und damit die Messung drastisch erschwert.

Als weiteren Weg sind Methoden entwickelt worden, die auf einer Mehrphotonenab-
sorptionen beruhen [12]. Das Problem dieser Methoden liegt darin, dass zur Erzeugung
der nichtlinearen optischen Effekte sehr hohe Intensitéten benétigt werden. Dies ist im
Allgemeinen derzeit nur mit gepulsten Lasersystemen erreichbar. Daraus folgt aber wei-
terhin, dass durch die hohe Lichtintensitét eine hohe Materialbelastung einher geht [13].

Aus diesem Dilemma soll diese Arbeit einen neuen Ausweg anbieten. Sie wird ein
neuartiges Messverfahren vorstellen, dass die dreidimensionale Bildaufnahme einzig und
allein anhand der direkten Absorption bzw. einer induzierten Anderung der Transmission
erlaubt. Zudem liegt die experimentell erzielbare rdumliche Auflosung in der Gréflenord-
nung einer idealisierten konfokalen Mikroskopanwendung.

Dabei werden zunéchst die photochemischen Grundlagen des vorgestellten Experi-
mentes ausgearbeitet und die Ergebnisse der theoretischen Uberlegungen anhand von
einigen praktischen Beispielen belegt.

Weiterhin soll auf die zu erreichende Empfindlichkeit eingegangen werden, sowie auf
weitere Messparameter, die das Experiment gleichzeitig zur Interpretation der Bilddaten

10
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noch zur Verfiigung stellt.

AnschlieBend sollen die Ergebnisse zusammengetragen werden und dem Experimenta-
tor damit ein neues leistungsfahiges Werkzeug zur dreidimensionalen Bildgebung in die
Hand gegeben werden, welches auch gleichzeitig Informationen iiber die Dynamik der
photopyhsikalischen Prozesse nach erfolgter Anregung liefern kann.

11



2. Theorie

Die Fragestellung, die sich ergibt wenn man ein 3-dimensionales Bild aufnehmen mdéchte,
lasst sich letztendlich auf die Positionsbestimmung einer diinnen absorbierenden Schicht
im Raum zuriickfiihren. Wie diese Positionsbestimmung erfolgt, soll in diesem und dem
folgenden Kapitel nédher beschrieben werden.

Da es sich in dieser Arbeit um ein lichtmikroskopisches Verfahren mit organischen
Farbstoffmolekiilen als Sonden handelt, soll zunéchst am Beispiel des Farbstoffes Rho-
damin 6G veranschaulicht werden, welche Prozesse sich bei Wechselwirkung von Licht
mit solchen Molekiilen abspielen und welche Kenntnisse zu der spéteren Interpretati-
on der Messsignale herangezogen werden konnen. Dieser Farbstoff ist in der Literatur
eingehend untersucht worden und ist der am haufigsten verwendete Laserfarbstoff [14].

Danach wird eine kurze Einfiihrung in das Konzept des hier vorgestellten Verfahrens
gegeben und noch einmal kurz auf die iiblich Kenngréfien der Mikroskopie eingegangen.
In dem anschlieBenden Kapitel werden dann die Aussagen zusammengetragen und ein
mathematisches Modell dieses bildgebenden Verfahrens entwickelt.

2.1. Molekulare Grundlagen

Organische Farbstoffmolekiile sind meist sehr grofie, komplexe Molekiile. Aus dieser Gro-
Be und Komplexitét folgt, dass man heutzutage noch nicht alle Molekiileigenschaften
komplett mit ab-initio-Methoden erfassen kann. Aber schon in den 30er Jahren des letz-
ten Jahrhunderts hat Jablonski einen Weg vorgeschlagen, mit dem es moglich ist die
spektroskopischen Daten zumindest qualitativ und anschaulich zu bewerten und zu ver-
stehen [15].

Nach diesem Modell befinden sich die Molekiile in definierten Energiezusténden, zwi-
schen denen sie z.B. nach erfolgter Lichtabsorption oder -emission hin und her wechseln.
Dies wird in Abbildung 2.1 gezeigt. Die Wahrscheinlichkeit mit denen solch ein Wechsel
geschieht, ist {iber die sog. Auswahlregeln gegeben und spiegelt sich in den Intensitéten
der zugehorigen Absorptionsbanden wieder.

Bei Raumtemperatur und ohne dufleres Strahlungsfeld befindet sich ein organisches
Molekiil im seinem elektronischen Grundzustand Sy. Diesem elektronischen Zustand, wie
auch allen anderen elektronischen Zustédnden, sind noch weitere Schwingungs-, Rotations-
und Translationszusténde iiberlagert. Diese Zustinde geben sich im Absorptionsspek-
trum als charakteristische Schultern, Nebenmaxima und/oder Verbreiterungen der Ab-
sorptionsmaxima zu erkennen.

Die Nomenklatur des hier bezeichneten Grundzustandes ergibt sich daraus, dass die
meisten Molekiile im Grundzustand als Singulett vorliegen. Dies bedeutet, dass sich

12
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Abbildung 2.1.: Jablonski Diagramm

der Gesamtspinn aller Elektronen des Molekiils sich zu Null addiert oder anders ausge-
driickt, es liegen keine ungepaarten Elektronen vor. Dies ergibt eine Spinmultiplizitit
des Gesamtmolekiiles von Eins [16].

Eine wichtige Ausnahme von dieser Regel findet sich im Sauerstoffmolekiil. Dieses Mo-
lekiil liegt in seinem elektronisches Grundzustand als Triplett vor. Auf diese Eigenschaft
wird im spéteren Verlauf noch einmal kurz eingegangen.

Durch Energiezufuhr von auflen kann das Molekiil in hohere Energiezusténde {iber-
wechseln. Die Gleichgewichtsbesetzung dieser héheren Zusténde folgt einer Boltzmann-
Verteilung und ist iiber die Temperatur 7" und die Energiedifferenz AE zwischen zwei
Zusténden i und j nach folgender Beziehung gegeben [17, 18]:

“L—ewT (2.1)

mit NV;= Anzahl der Molekiile im unteren Zustand ¢, N;= Anzahl der Molekiile in oberen
Zustand j und k£ = Boltzmann-Konstante

In den Lehrbiichern zur Spektroskopie wird als einfithrendes Beispiel gerne gezeigt,
dass bei einem Farbstoff der in der Mitte des sichtbaren Spektrums seine Hauptabsorp-
tionsbande hat (ca. bei A = 500 nm), bei 6000 K noch nicht einmal 1 % der Molekiile
in den ersten elektronisch angeregten Zustand iibergewechselt sind [18]. Dies hat zur
praktischen Folge, dass die Besetzung der angeregten elektronischen Zustdnde bei nor-
malen Umweltbedingungen vernachléssigbar klein ist. Gleichwohl koénnen die héheren

13



2. Theorie

Schwingungs-, Rotations und Translationszustdnde sehr wohl merklich besetzt sein, da
deren Energiedifferenz gemeinhin deutlich geringer ist.

Erfolgt die Energiezufuhr durch Licht einer gegebenen Wellenlénge A, also durch elek-
tromagnetische Strahlung, so erfolgt ein Ubergang der Molekiile in den héheren Energie-
zustand nur, wenn die Energiedifferenz AE der Zusténde genau der Energie des einfal-
lenden Lichts entspricht. Dies haben schon Franck und Hertz durch Messung der Anre-
gungsenergie und Messung der Frequenz des Fluoreszenzlichtes von Quecksilberatomen
direkt bestétigt und es gilt[19]:

h*CO
A

mit A= Planck’sches Wirkungsquantum, cop= Lichtgeschwindigkeit im Vakuum und v=
Frequenz des eingestrahlten Lichtes

In wie weit der Ubergang erfolgt, hiingt aber noch von der quantenmechanischen Uber-
gangswahrscheinlichkeit ab, die ungleich Null sein muss. Diese Ubergangswahrscheinlich-
keiten sind als sog. Auswahlregeln qualitativ beschrieben [17].

Des weiteren darf der elektrische Feldvektor des Anregungslichtes nicht senkrecht zum
Ubergangsdipolmoment des Molekiiles stehen. Bei Erfiillung dieser Randbedingungen
kann es zur Absorption kommen.

Ist es nun zur Absorption gekommen, wechselt das Molekiil in einen elektronisch an-
geregten Zustand. Aus diesem Zustand féllt es nach einer fiir das Molekiil charakteristi-
schen Zeit 7 wieder zuriick in seinen elektronischen Grundzustand, falls es nicht durch
eine Photoreaktion chemisch verdndert oder sogar zerstort wird. Mit diesem Wechsel der
Anregungszustéinde ist eine reversible Anderung des Absorptionsspektrums des Molekiils
verbunden. Dieser Effekt wird spéater noch entscheidend fiir das Messverfahren sein. Der
Riickkehrprozess fiir das Molekiil zuriick in den elektronischen Grundzustand kann iiber
mehrere unterschiedliche “energetische” Wege durchlaufen werden. Jedem dieser mogli-
chen Wege, bzw. deren Aufenthaltspositionen, kann man charakteristische Verweilzeiten
Tposition ZU0rdnen und weiterhin eine Wahrscheinlichkeit 7y, dass das Molekiil einen
dieser Wege einschliagt. Im Folgenden sollen die fiir die in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse notwendigen “Wege” im Einzelnen anhand des Jablonski-Diagramms (Abb.
2.1) dargestellt werden.

AE =hx*xv=

(2.2)

Molekiile im elektronischen Grundzustand S,

Geht man von dem Grundzustand S, aus, so ergeben die Uberginge in hohere
elektronische Zustdnde das sog. Grundzustandsspektrum, welches auch als Absorp-
tionsspektrum bezeichnet wird. Ist der Farbstoff in Losung, so sind die Absorptions-
banden durch Schwingungs-, Rotationsprozesse und durch Wechselwirkungen mit dem
Losungsmittel typischerweise verbreitert. Dieser Effekt der Verbreiterung der Absorp-
tionsbanden ist abhéngig von der Temperatur und von der Féhigkeit des Losungsmit-
tels die Schwingungsenergie des Farbstoffmolekiils aufzunehmen und abzufithren. Als
Maf fiir die Wahrscheinlichkeit, ein Molekiil mit Licht einer bestimmten Wellenldnge A
anzuregen, kann man den molaren dekadischen Absorptionskoeffizienten £¢(\) nehmen.
Fiir den in dieser Arbeit verwendeten Beispielfarbstoff, Rhodamin 6G, liegt dieser Wert

14



2. Theorie

am Maximum der Hauptabsorptionsbande bei 1,05 * 10° moll*cm

Ethanol [21]. Dieser Wert entspricht einem erlaubten Ubergang und ist im Vergleich mit
anderen Farbstoffen ein sehr grofler Wert, der sich jedoch durch starkes Abkiihlen der
Farbstofflosung noch weiter steigern ldsst. Regt man nun innerhalb dieser Absorptions-
bande des Molekiiles die Probe mit Licht geeigneter Wellenldnge A an, so promoviert
man Molekiile in den ersten elektronisch angeregten Zustand S;. Direkte Uberginge in
noch héhere Singulett-Zusténde (Sy — S,,-Absorptionen) sind ebenfalls beobachtbar und
liegen im kurzwelligen Teil des Absorptionsspektrums. Ein Ubergang des elektronischen
Zustandes ist meist mit einem gleichzeitigen Wechsel des Schwingungszustandes verbun-
den. Dies bedeutet oftmals, dass sich das Molekiil direkt nach einem elektronischen
Ubergang in einem der angeregten Schwingungsniveaus befindet.

bei Raumtemperatur in

Molekiile im ersten elektronisch angeregten Zustand 5,

Wurden Molekiile durch Lichtanregung in dieses elektronische Niveau promoviert,
so relaxieren sie innerhalb von einigen Pikosekunden in den Schwingungsgrundzustand
dieses Niveaus. Dort haben sie eine gewisse Aufenthaltsdauer, die der natiirlichen
Lebensdauer 7y entspricht, bevor sie durch Aussendung von Fluoreszenz in tiefere Zusténde
fallen. Diese Zeit ergibt sich aus [22]:

l—288*10_120m*m0l* 2, JE(N) *dA § dX
o I ETEO) % A3 dX )

mit n = Brechungsindex der Losung, F'(A) = Intensitidt des Photonenspektrums fiir die
Fluoreszenz

€0(A) (2.3)

Im Allgemeinen wird die experimentell messbare Lebensdauer des S;-Zustandes aber
durch weitere Relaxationsprozesse noch weiter verkiirzt. Deshalb ist es niitzlich, alle
Deaktivierungswege aufzuzeigen, die mit verschiedenen Geschwindigkeitskonstanten Ky,
ablaufen konnen. Die einzelnen Wege werden hier der Vollstandigkeit aufgefiihrt:

Weg A mit ky = %: Durch spontane Emission von Licht gelangen die Molekiile auf
direktem Weg wieder zuriick in den elektronischen Grundzustand.

Weg B mit k;o: Analog der Schwingungsrelaxation kann das Molekiil strahlungslos in
hoch angeregte Schwingungszustédnde des elektronischen Grundzustandes iiberwechseln.
Diesen Vorgang nennt man Innere Umwandlung oder “Internal Conversion” (IC). Die
zuvor aufgenommene Energie wird dabei als Warme an die Umgebung abgegeben.

Weg C mit kgp: Durch Spinumkehr des angeregten Elektrons kann das Molekiil in
einen Triplettzustand gelangen, der energetisch etwas giinstiger liegt. Diesen Vorgang
nennt man “Intersystem Crossing” (ISC). Weiterhin ist noch zu bemerken, dass dieser
Ubergang ein sog. spinverbotener Ubergang ist und demnach quantenmechanisch nur
beschrankt erlaubt ist, trotzdem aber beobachtbar ist.

Die Wahrscheinlichkeit der Riickkehr fiir den Weg A ist iiber die Fluoreszenzquanten-
ausbeute 74, gegeben nach:

Nfl k‘ﬂ

— 2.4
Naps kg + ksr + kic (24)

Ny =
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mit Ny = Anzahl der Fluoreszenzphotonen und N,,; = Anzahl der absorbierten Pho-
tonen

Daraus ergibt sich eine wirkliche Lebensdauer 7 nach

T = nfl * To (25)

Bei Anwesenheit eines dufleren Strahlungsfeldes geeigneter Wellenlénge ergeben sich noch
weitere Wege, um die Molekiile aus diesem Zustand zu entfernen.

Weg D: Durch stimulierte Emission kann das Molekiil ebenfalls auf direktem Weg
(mit Hilfe eines 2. Photons) wieder zuriick in den Grundzustand iiberwechseln. Die
mafBgebliche Grofe fiir diesen Prozess ist egp'. Der Koeffizient egp lisst sich aus dem
Photonenspektrum der Fluoreszenz bestimmen nach [23]:

ESE()\)ZL* F(\) x M x Np (2.6)

7o 8wk n?xcxIn(10)

mit N; = Avogadro-Konstante

Weg E: Durch einen weiteren Absorptionsprozess kann das Molekiil in einen hoheren
Zustand angehoben werden. Die bestimmende Grofe fiir diesen weiteren Absorptions-
prozess ist der Extinktionskoeffizient ¢;.

Um die Wege D und E messtechnisch zu erfassen, ist eine weitere Messlichtquelle
notig.

Molekiile im ersten elektronisch angeregten Triplettzustand T}

Molekiile in diesem Zustand sind erst einmal gefangen, da die Relaxation in den
elektronischen Grundzustand ebenfalls spinverboten ist. Bei normalen Bedingungen re-
laxiert das Molekiil dann letztendlich doch noch iiber einen Weg, der dem Intersys-
tem Crossing entspricht. Es ergibt sich daraus eine Lebensdauer 77. Der strahlende
Ubergang kann ebenfalls beobachtet werden [24]. Dazu muss bei dem hier exemplar-
isch beschriebenen Farbstoff aber die Temperatur stark abgesenkt werden, um den bei
Raumtemperatur weitaus effektiveren Weg der Schwingungsrelaxation tiber intermoleku-
lare Prozesse zu unterdriicken. An dieser Stelle soll aber nicht verschwiegen werden, dass
andere Farbstoffklassen als bei dem hier beschriebenen Modell-Farbstoff, sog. Phospho-
reszenzemitter, aus diesem Zustand ihre stiarkste Emission zeigen. Weiterhin konnen die
Molekiile in einen héheren Triplettzustand angeregt werden. Da dieser Ubergang wieder
“erlaubt” ist, ergibt sich daraus auch ein Extinktionskoeffizient 7, welcher durchaus in
der Groflenordnung des Extinktionskoeffizienten der Absorption aus dem elektronischen
Grundzustand liegt.

Weiterhin kénnen die Molekiile in diesem Zustand von [hrer Umgebung beeinflufit wer-
den. Hier kommt die Sonderstellung des Sauerstoffes zum Tragen. Die Triplett-Natur des

L Analog der Grofie gy, die die Absorption aus dem Grundzustand bestimmt, lisst sich fiir diesen
Vorgang ebenfalls ein Koeffizient der stimulierten Emission egr angeben.
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Sauerstoff-Molekiils ermdoglicht es, dass die Energie auf dieses Molekiil {ibertragen wer-
den kann und es dadurch zu einer Verkiirzung der Lebensdauer im 7}-Zustand kommt.
Eingehende Untersuchungen zu diesem Wechselspiel findet man in [25].

Photozerstérungen

Durch Photozerstorung der angeregten Molekiile ergibt sich noch ein weiterer Reak-
tionskanal, in dem die Molekiile die Anregungsenergie abgeben kéonnen. Dabei relaxieren
sie nicht wieder zuriick in den elektronischen Grundzustand, sondern reagieren zu Folge-
produkten ab. Die zuvor absorbierte Energie dient dabei als Aktivierungsenergie dieser
Reaktionen. Mafigeblich wird die Photostabilitdt eines Farbstoffes davon beeinflusst,
wie oft er im statistischen Mittel einen Anregungs-/Relaxationszyklus durchlaufen kann,
bevor er letztendlich durch diese Photoreaktionen zerstért wird. Fiir Rhodamine liegt
die durchschnittliche Anzahl von Anregungsprozessen im Bereich von 10° Zyklen, bevor
sie irreversibel zerstort werden [28].

2.2. Beschreibung des Grundkonzeptes

Bei dem hier vorgestellten Verfahren zur Bildaufnahme handelt es sich um ein Modu-
lationstransfer-Verfahren. Dabei wird ein mit der Frequenz w, in seiner Amplitude mo-
dulierten und fokussierten Laserstrahl der Wellenlénge A, (hier als Anregungslaser be-
zeichnet) die zu untersuchende Probe beleuchtet. Die Wellenlidnge dieses Lasers ist auf
die Absorptionseigenschaften der zu untersuchenden Probe abgestimmt und sollte im
Bereich der Hauptabsorptionsbande des zu untersuchenden Farbstoffes oder Absorbers
liegen.

Diese Bestrahlung bewirkt innerhalb der Probe aufgrund der Modulation eine oszil-
lierende Besetzung angeregter Molekiilzustinde. Die zeitliche Abfolge dieser Besetzung
folgt dabei der eingestrahlten Modulationsfrequenz w,. Das Mafl der Besetzung dieser
transienten Zusténde ist aber von der rdumlichen Intensitédtsverteilung des Anregungs-
laserfokus abhéngig.

Diese raumlich inhomogene Besetzung angeregter Molekiilzustdnde innerhalb der Pro-
be bewirkt in der Regel auch eine Veréinderung der Transmissionseigenschaften der Pro-
be, die aufgrund der hohen Intensitdt am Ort des Anregungslaserfokus besonders ausge-
pragt ist. Je nach Beobachtungswellenldnge A, kann sich nun eine verringerte oder auch
erhohte Transmission ergeben. Dies ergibt sich aus der Abhéngigkeit, dass die Molekiile
ein verdndertes Absorptionsspektrum in ihren angeregten Zusténden zeigen. Aufgrund
der periodischen Anregung oszilliert diese Transmissionséinderung mit der Frequenz der
Anregung.

Diese Verédnderung wird nun mit einem zweiten, zum Anregungslaser konfokalen La-
serstrahl der Wellenldnge A, (hier als Messlaser bezeichnet) abgefragt. Dieser Messla-
serstrahl, der zunéchst in der Intensitdt unmoduliert ist und auf den gleichen Punkt im
Raum fokussiert wird wie der Anregungslaser, durchleuchtet die Probe und wird durch
die Transmissionsdnderung der Probe nun ebenfalls in seiner Intensitdt moduliert. Die
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Modulation ist also von dem Anregungslaserstrahl {iber die Farbstoffmolekiile auf den
Messlaserstrahl transferiert worden.

Rastert man die Probe nun Punkt fiir Punkt ab und zeichnet die Gréfle dieser Veran-
derung fiir jeden Punkt auf, so lésst sich aus diesen Daten ein Volumenbild generieren.

2.3. Intensitatsverteilung im Laserfokus und Auflésung
Mikroskopischer Verfahren

Um die Leistungsfahigkeit des hier vorgestellten Verfahrens zu verdeutlichen, ist es
zweckméaflig zunéchst ein paar Groflen ndher zu betrachten und diese dann als Ver-
gleichsgrofien heranzuziehen. Dazu gehort die Grofle der Auflésung als geometrisches
Maf3 und die Auflésung als Maf3 iiber die absolute Nachweisgrenze bzw. die Unsicherheit
bei der Konzentrationsbestimmung.

Unter dem Begriff des rdumlichen Auflésungsvermogens versteht man in der klassi-
schen Mikroskopie die Féhigkeit zwei benachbarte Objektpunkte P; und P; noch als
getrennt voneinander wahrzunehmen, wenn sie sehr dicht beieinander liegen. Die Auf-
l6sungsgrenze ist dann genau die minimale Entfernung dieser Punkte voneinander, bei
dem die Punkte noch als getrennt wahrzunehmen sind.

Zur Berechnung bzw. Bestimmung dieses Abstandes geht man von zwei selbstleuchten-
den punktformigen Objekten aus. Aufgrund des quantenmechanischen Korpuskel-Welle-
Dualismus des ausgestrahlten Lichts geht die Welleneigenschaft direkt in die Objekterfas-
sung ein und bildet somit eine Unschérfe fiir die Positionsbestimmung. Man betrachtet
also zwei Wellenziige, die von den Objekten die bei P; und P; liegen ausgesendet werden
und die es zu unterscheiden gilt.

In Abbildung 2.2 [26] sind zwei jeweils zwei selbstleuchtende Punkte P; und P; ein-
gezeichnet. Die Kreise stellen die Kugelwellenfronten w; und w, dar, die von den Ur-
sprungspunkten P; bzw. P; ausgesendet werden. Der radiale Abstand zwischen zwei
konzentrischen Kreisen symbolisiert die Wellenldnge A. Zur Unterscheidung von P; und
P; wird ein Ausschnitt erfasst, der sich im Mittel in Richtung z ausbreitet. In 2.2b)
sind die Wellenfronten fiir den kleinen Aperturwinkel oy nicht unterscheidbar und die
in z-Richtung angeordneten Punkte P, und P; nicht zu trennen. Anders in 2.2c), wo
die Punkte senkrecht zur Ausbreitungsrichtung der gemessenen Wellenfront angeordnet
sind. Der Unschérfebereich ist also vertikal elongiert. Weiterhin gilt: Bei gleichem Aus-
schnitt ap sind w; und w; in 2.2a) weniger differenzierbar als in 2.2b), als Folge der
grofferen Wellenlédnge.

Aus den Zeichnungen geht hervor, dass man die beiden Punkte umso besser voneinan-
der unterscheiden kann, je grofler der beriicksichtigte Ausschnitt o aus der Wellenfront
ist und je kleiner die Wellenlénge X ist. Fiir Winkel kleiner als a; sind die Wellenfronten
von P; und P; in (Abb. 2.2b) nicht mehr zu unterscheiden.

Es ist unschwer zu erkennen, dass der Abstand zwischen den beiden Punkten um-
so kleiner sein darf, je grofler der Beobachtungswinkel und je kleiner die verwendete
Wellenlédnge ist.
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(b) (©)

Abbildung 2.2.: Unterscheidbarkeit von Wellenfronten

Die Abbildungswahrscheinlichkeit eines selbstleuchtenden Punktes am Ort (z,y, 2),
der mit einer Sammeloptik beobachtet und abgebildet werden soll und deren Fokuspunkt
sich am Ort (z = 0,y = 0,z = 0) befindet, ldsst sich iiber die sog. Punktabbildungs-
funktion h (engl. Pointspreadfunktion, PSF) nach folgender Gleichung bestimmen:

2
_; (Pmazlr ik<p2+\/mQTy222*p* z?+y?+cos ot |/ f2—pP+z 2>
P v (Ve ) o
)\ 0 0

* P x dp x dp

cos(arcsinp/ f)

Mit P = Offnungsradius der Sammeloptik, f = Brennweite der Sammeloptik, k =
2*7” = Wellenvektor des ausgesendeten Lichtes und = Phasenwinkel der Wellenfront

Diese Gleichung beschreibt das Zusammenspiel von Betrag und Phase der ausgesen-
deten Wellenfronten von dem Punkt (z,y, 2).

Da aber die Abbildungswahrscheinlichkeit eines selbstleuchtenden Punktes gerade
auch die umgekehrte Wahrscheinlichkeit wiedergibt, Licht auf einen sehr kleinen Punkt
zu fokussieren, ldsst sich so die Intensitéatsverteilung an einem Punkt (z, y, z) bestimmen,

die gerade das Betragsquadrat von h ist.

I(x,y,2) ~ [h(z,y,2)[* (2.8)

Im Idealfall ldsst sich in der Umgebung des Fokus die Verteilung aus nur 2 Gréflen
bestimmen: Der Wellenléinge des Lichts und des Offnungswinkels der verwendeten Sam-
meloptik. In [30] ist eine vollsténdige mathematische Beschreibung und Herleitung eines
idealen Intensitétsprofiles fiir kleine Aperturwinkel gegeben. Diese Beziehungen werden
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fiir die folgenden numerischen Betrachtungen herangezogen. Die dabei hergeleiteten For-
meln geben den Zusammenhang zwischen Offnungswinkel, Wellenlinge und Intensitéits-
verteilung im Fokus eines idealen beugungsbegrenzten optischen Lichtsammelsystemes
wieder. Eine genauere Beschreibung und die Grenzen der praktischen Realisierbarkeit
der erreichbaren Auflésung von Objektiven mit grofer Apertur sind in [26] gegeben.

Fiir die weitere Diskussion soll aber zunéchst nur der Idealfall von Abbildungen mit
kleinen Aperturwinkeln herangezogen werden.

Die Wellenldnge des Lichts wird hierbei mit A angegeben, wobei A die Wellenlénge fiir
die Wellenléinge im Vakuum steht.

Mit Hilfe des Huygenschen Prinzips lasst sich eine Intensitétsverteilung im Fokus einer
Linse bestimmen, wobei eine Losung entlang der Raumachsen analytisch berechenbar ist.
Fiir alle Bereiche ausserhalb dieser Raumachsen ist in [30] ein numerischer Losungsweg
angeben, der wie im folgenden beschrieben wird?:

Zunéchst werden die kartesischen Koordinaten z, y und z in ein sog. Optisches Ko-
ordinatensystem mit den Koordinaten v und v transformiert. Diese optischen Koor-
dinaten bieten den Vorteil, die Berechnungen unabhéngig von der Wellenlénge A\ und
dem Offfnungsverhéltnissen der verwendeten Linsen durchzufiihren. Ebenfalls wird der
Brechungsindex n bei dieser Betrachtung auf 1 gesetzt. Es ergibt sich folgender Zusam-

menhang:
9 2
uw= 7” G) %z (2.9)

UZZTW(%)*r:z;%\/xQ—i—yQ (2.10)

mit ¢ = Offnung der Apertur und f = Brennweite der Linse.
Mit Hilfe dieses Koordinatensystems lassen sich nun 2 Bestimmungsgleichungen zur
Berechnung des Intensitéatsverlaufes in der Nahe des Fokus angeben:

und

I(u,v) = (%) * {U%(u,v) + U22<U,'U):| x 1o (2.11)

bzw.

I(u,v) = (%)2 * [14+ V2 (u,v) + V2 (u,v)— (2.12)
—2Vp(u,v) * cos {% (u + %)} — 2V4(u,v) * sin {% (u + %2)}] * I
mit
Un(a,0 % 0) = 3(-1) (2)" o) (2.13)
o o\ 12
Vil £ 0.0) = (1) ) o) (2.14)

2Hier werden nur die Ergebnisse der Diskussion zusammengefafit.
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und

1(0,0) = (W‘;JJQAU - (”NA Jﬁ' (P“)> (2.15)

Die Hilfsgroen U, und V,, sind die sog. Lommelfunktionen [30, 31], die eigens zu die-
sem Zweck eingefiihrt wurden. Die GroBen J,(z) bezeichnen die Besselfunktionen n-ter
Ordnung. Diese Gleichungen erlauben es nun eine numerische Berechnung der Intensi-
titsverteilung aufzustellen. Die Intensitétsverteilung innerhalb der Meridionalebene? ist
in der Abbildung 2.3 dargestellt.

Intensitétsprofil eines Beugungsbegrenzten Fokus
(Optische Koordinaten)
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Abbildung 2.3.: Intensitéatsverteilung der Fokusumgebung einer idealen Abbildung.
Oberhalb des Intensitéatsprofiles sind Isophoten (d.h. Konturlinien glei-
cher Intensitdt) eingezeichnet. Da die Intensitétsverteilung rotationssy-
metrisch um die optische Achse ist, ist hier eine Meridionalebene gezeigt.
Die Achsen-Koordinate u entspricht demzufolge die z-Koordinate und
die Koordinate v dem Abstand senkrecht zur optischen Achse.

3 Als Meridionalebenen oder auch Tangentialeben wird die Ebene bezeichnet, durch die der Hauptstrahl
(oder auch optische Achse) und der Mittelpunkt der Aperturblende geht [32]. Da in diesem Beispiel
die Intensitatsverteilung rotationssymetrisch angenommen wird, gibt es demzufolge unendlich viele
Meridionalebenen.
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Die Intensitédt am Ursprung des Koordinatensystemes I, der den Fokuspunkt bezeich-
net, ist hier auf 1 gesetzt. Entlang der Hauptachsen lésst sich eine Intensitétsverteilung
angeben:

I(u,0) = <¥>2 « I, (2.16)
und 4
1(0,v) = [%Mr v 1o (2.17)

Der Intensitétsverlauf entlang dieser Achsen ist in Abb.2.4 wiedergeben.

Intensititsverlauf entlang der optischen Koordinaten
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u (blaue Kurve) und z (rote Kurve) —

Abbildung 2.4.: Intensitatsverlauf entlang der Raumachsen (blau entlang der optischen
Koordinate u, rot entlang der optischen Koordinate v)

Aus dieser Abbildung ist zu erkennen, dass sich in einem bestimmten Abstand um den
Fokuspunkt Bereiche befinden, an denen die Intensitat gegen Null geht. Diese Stellen zei-
gen sich im Mikroskopbild als die bekannten Airy-Ringe und bilden deutlich erkennbare
Begrenzungen in der Abbildung des Lichtspots im Fokus.

Es hat sich in der Mikroskopie eingebiirgert, den Offnungswinkel « iiber die Numeri-
sche Apertur N A anzugegeben:
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NA =nx sin(«) (2.18)

mit n = Brechungsindex des umschlieBenden Mediums und o = der halbe Offnungs-
winkel der verwendeten Optik

Diese Grofle beriicksichtigt damit auch die Wellenldngenverdnderung im Medium und
gestattet auch kompliziertere Linsenkonstruktionen miteinander zu vergleichen.

Der Offnungswinkel o bzw. sein Sinus entspricht dabei dem Verhiltnis ¢ und die Gréoe
r bezeichnet den geometrische Abstand des Raumpunktes zur optischen Achse z. Daraus
ergibt nun sich eine leicht vereinfachte Form obiger Koordinaten mit den Gréflen A und
NA:

2 2
u= 7T)ikn(sz'n(oz))Q>x<z: )\:n * NA? x z (2.19)

und 9 9
v = W:n*sin(a)*rzf*NA*r (2.20)

Als die Auflésungsgrenze wird oftmals das sog. Rayleigh-Kriterium angefiihrt. Diese
GroBe, die nach John William Strutt, 3. Baron Rayleigh benannt ist [29], definiert die
Auflésungsgrenze als den Abstand der Beugungsmaxima von zwei Lichtintensitéten, bei
dem das Beugungsmaximum des zweiten Strahl in das erste Beugungsminimum des
ersten Strahls fillt. Fiir einen beugungsbegrenzten Lichtstrahl ergibt das innerhalb der
Fokalebene einen Abstand d von:

A
Und in senkrechter Richtung dazu:
Axn
=2 2.22
dZ * N A2 ( )

Dabei nimmt die Intensitidt auf ca. 76 % des jeweiligen Maximalwertes entlang der
Verbindungslinie zwischen den beiden Ursprungspunkten der Wellenfronten innerhalb
der Fokalebene ab. Liegen die Punkte auf der optischen Achse so nimmt die Intensitét
zwischen diesen Punkten auf ca 81 % ab. Dies entspricht genauer gesagt dem Wert %.
Dies ist in Bild 2.4 gezeigt.

Fiir die konfokale Mikroskopie ergibt sich ein leicht modifiziertes Bild dieser Bezie-
hungen. Dies erkennt man leicht an dem typischen Aufbau eines konfokalen Mikroskops,
wie er in Abb. 2.5 gezeigt wird.

Hierbei erfolgt idealerweise die Beleuchtung der Probe so durch eine Lochblende (engl.
Pinhole), dass sich in der Probe eine Intensitétsverteilung eines beugungsbrenzten Licht-
strahles ergibt. Dies wird dadurch erreicht, dass die Grole des Abbildes der Lochblende
bedeutend kleiner ist, als die minimale Intensitdtsverteilung es eigtl. gestatten wiir-
de. Man spricht von einer sog. Punktabbildung. Die Ebenen, in der die Beleuchtungs-
Lochblende und der sich aus der Abbildung dieser Blende ergebende Fokus liegt, bilden
sog. korrespondierende Fokalebenen.
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Abbildung 2.5.: Aufbau eines konfokalen Mikroskop

Das von der Probe zuriickgesandte Licht wird nun durch einen teildurchlissigen Spiegel
auf einen moglichst punktféormigen Detektor geleitet, der sich in einer, zu den ersten
beiden Ebenen, weiteren dazu korrespondierenden Fokalebene befindet.

Einen moglichst punkférmigen Detektor erzielt man héufig so, dass das Licht wie-
derum durch eine moglichst kleine Lochblende gelenkt wird. Durch Einbringen dieser
Lochblende erzielt man zweierlei: Zum Einen wirkt sie als Raumlfilter, der dafiir sorgt
dass fast nur Licht auf den Detektor féllt, dass aus der direkten Umgebung des Fokusbe-
reiches stammt. Damit werden andere Fokalebenen effektiv ausgeblendet und man ist in
der Lage auch ein lateral aufgelostes Bild der Probe aufzunehmen. Dies gestattet iiber-
haupt erst die Aufnahme von 3-dimensionalen Bildern. Zum Zweiten verbessert sie auch
die Auflésung der Detektion.

Diese Konsequenzen ergeben sich aus dem im folgenden betrachteten Zusammenhang:

Aus dieser Geometrie liasst sich eine Punktabbildungsfunktion der Detektion hg.; be-
stimmen.

Sie ist gegeben durch:

hdet = hbel % hem (223)

mit hy;= Abbildungsfunktion zur Beleuchtung bzw. h.,, Abbildungsfunktion des von
der Probe zuriickgesandten Licht
Die vom Detektor aufgenommene Intensitét ergibt sich aus

|hdet(x7y7 Z>|2 ~ |hbel(x7y7 Z>|2 * ‘hem(xuya Z>|2 (224>

Fiir den einfachsten Fall, dass die Beleuchtungs und die Detektionswellenldnge iden-
tisch sind ergibt sich
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|hdet(x7yaz)|2 ~ |hbel(x7yaz)|4 (225)
Und die detektierte Intensitét lye(z,y, 2) zu

Idet(l‘ay7z) ~ ]bel(xayaz)Q (226)

Dies ist fiir den Intensitédtsverlauf der Detektions innerhalb der Fokalebene in Abb.
2.4 gezeigt.

Es zeigt sich, dass um den gleichen Intensitdtskontrast zu erreichen und zwei Punkte
als zwei getrennte Intensitdtsmaxima aufgelost zu erkennen, man den Abstand um den
Faktor v/2 verringern kann. So kann man nach dem so wie hier definierten Rayleigh-
Kriterium zwei neue Auflésungen angeben:

Innerhalb der Fokalebene:

A
AdY) = —— % — >~ 0,43« —— 2.27
fiir die axiale Richtung ergibt sich:
2 Axn Axmn
AdY" = — ~ 1.4 2.2
Z = 3 NA? * VA2 (2:28)

Weiterhin wird als Merkmal der Auflosung oftmals die sog. Halbwertsbreite (engl.
“Full Width at Half Maximum”, FWHM) des Signals angegeben. Diese Grofie entspricht
der Signalbreite bei 50% der Maximalintensitiat ohne einen Untergrundoffset.

Zum spateren Vergleich sind diese Groflen hier nochmals kurz in Tabelle 2.1 zusam-
mengefafit.

| Raumrichtung | Weitfeld-Mikroskop | konfokal Rayleigh | konfokal FWHM |
lateral Ady sy ~ 0,61 * ﬁ Adyy ~ 0,43 * ﬁ Ady sy ~ 0,37 * ﬁ
axial Z-Auflosung unbestimmbar | Ady ~ 1,4 % ]y;(g Ady ~ 1,28 % ](\,’;?2

Tabelle 2.1.: Zusammenfassung der Auflosungskriterien fiir beugungsbegrenzte Fokalab-
bildungen

Es ist dabei zu beachten, dafl die hier angegebenen Beziehungen strenggenommen nur
fiir Optiken mit kleiner numerischer Apertur gelten. Weiterhin ist zu beachten, dass die
fiir diese Bestimmung angenommenen Pinhole-Durchmesser auf Null gesetzt wurden. In
der Praxis macht sich dieser Unterschied jedoch deutlich bemerkbar, da die Pinhole-
durchmesser aus rein experimentell bedingten Griinden nicht zu klein gewéhlt werden
konnen. Die hier diskutierten Werte sind also die theoretische Grenze der erzielbaren
Auflésung, die mit dem hier besprochenen Aufbau erreicht werden kann.

Um nun ein Volumenabbildung der Probe aufzunehmen, wird die Probe oder der Fokus
relativ zueinander verschoben und dabei systematisch dreidimensional abgerastert. Die
detektierte Lichtintensitdt wird dabei fiir jede Position aufgezeichnet. Fiir jedes dieser
Voxel (Volumenpixel) ergibt sich eine Superposition aus den gewichteten Intensitéten,
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die die Probe aufgrund der Anregung emitiert. Trdgt man diese Intensitdt gegen die
Position in einem Bild als Helligkeitswert auf, so erhélt man daraus ein Volumenabbild
der Probe.

2.4. Zusammenfassung

In diesem Kapitel ist beschrieben worden, welche photophysikalischen Vorgénge sich in
einem Farbstoffsystem abspielen wenn es mit Licht bestrahlt wird. Weiterhin sind einige
wichtige Kenngréfien der Mikroskopie eingefiihrt worden.

In den folgenden Kapiteln wird nun gezeigt, wie man durch dieses grundsétzlichen
Verhalten der Farbstoffmolekiile in die Lage ist, eine dreidimensionale Konzentrations-
verteilung anhand einer reinen Transmissionsmessung zu bestimmen und mit welcher
Auflésung dies moglich ist.
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3. Beschreibung des Experimentes

Das in dem vorherigen Kapitel vorgestellte Grundkonzept der Bildgebung soll nun in
diesem Kapitel durch ein mathematischen Modell quantifiziert werden und mit dem
klassischen konfokalen Mikroskop verglichen werden.

Ein exemplarischer Aufbau ist in Abb. 3.1 gegeben. Dabei dient ein Laserstrahl als
Anregungsquelle und ist in der Amplitude mit der Frequenz w4 moduliert. Der zweite
Laserstrahl dient zur Detektion dieser Modulation und wird zunéchst unmoduliert auf
die Probe gegeben. Diese Vorgehensweise wird oft als Pump-Probe-Verfahren bezeichnet
und ist weit verbreitet in der Spektroskopie [27].

Anregungslaserstrahl Y 7
Anregungs-  Probe quslight- X
Objektiv Objektiv

N

Messlicht-Laserstrahl
< <
I g

Messlichtstrahl
nach der Probe

Abbildung 3.1.: Prinzip der verwendeten Messmethode

Das hier im folgenden vorgestellte Experiment unterscheidet sich aber in einem wesent-
lichen Punkt gegeniiber den sonstigen Experimenten: Ziel ist nicht nur die spektralen,
und die damit verbundenen zeitabhéngigen Eigenschaften nach erfolgter Anregung ei-
ner Probe zu charakterisieren, sondern weiterhin auch noch die rdumliche Struktur bzw.
Konzentrationsverteilung des Objektes aufzukléren.

3.1. Theorie der Signalgewinnung

Beleuchtet man eine diinne Probe mit homogener Farbstoffverteilung, d.h. konstanter
Einwaagekonzentration ¢y, mit einem fokussierten Anregungsstrahl der Wellenlédnge A,
so erzeugt man innerhalb der Probe eine Inhomogenitét, verursacht durch die Anregung
der Molekiile durch das einfallende Licht. Dieses Verhalten wurde im vorhergehenden



3. Beschreibung des Experimentes

Kapitel beschrieben. Dabei fithrt die inhomogene Intensitétsverteilung des Lichtes zu
einer ebenso inhomogenen Konzentrationsverteilung von angeregten Farbstoffmolekiilen
Cirans iNerhalb der Probe.

Der einfallende Laser wird durch die Absorption der zu untersuchenden Molekiile in
seiner Intensitét nach folgender Gleichung geschwiicht:

12+y

ai * 10—80(>\A)*co(1‘,y,z)*z (31)

2

Ia(z,y,2) =14 xe

mit [,(z,y, z) = Anregungslichtintentsitdt am Ort (z,y, z), o= molarer dekadischer
Extinktionskoeffizient bei der Wellenliinge 4, a = Gausradius und 14 = Maximalinten-
sitdt im Fokus des Anregungslasers

Wéhlt man einen beliebigen Raumbereich innerhalb der Probe als einen Punkt (z, y, z),
so sind die folgenden Beziehungen nicht von der Strahlgeometrie abhéngig. Dies gilt nur,
wenn der Bereich um diesen Punkt nur so klein gewéhlt wird, dass innerhalb diesen
Bereiches eine annidhernd konstante Anregungslichtintentsitét I, herrscht.

3.1.1. Konzentration angeregter Molekiile c;..,s(x,y, z) am Ort
(2,9, 2):

Zunichst werden die Konzentrationen der angeregten Molekiilspezies bestimmt, die sich
im zeitlichen Mittel durch die Lichtanregung ergeben. Dazu ist es hilfreich sie zunéchst
gesondert nach ihrem elektronischen Charakter zu separieren:

Konzentration angeregter Singulett-Molekiile bei (x,y,2): Durch Absorption des
Grundzustandes werden die Molekiile zunéchst in den ersten elektronisch angeregten
Zustand angehoben. Um die Besetzung dieses Zustandes zu bestimmen (c;), muf folgen-
de Bilanzgleichung

d In(10
Cl(z’t% Z) - [CL(:C’ Y, Z) * n( ])\;Lk — * C()(:L’, Y, Z) — (x;'ly’ Z)
= ]a(IL',y,Z) * 00\, *Co($’,y,2) - M (32)
1
mit % = 0 im Gleichgewicht gelost werden. Diese Gleichung beschreibt den Zu-

fluss der Molekiile in den S;-Zustand und den Abfluss aus diesem Zustand. Der Zufluss
wird durch das duflere Strahlungsfeld I, und der Absorption aus dem Grundzustand
(0o, * co(x,y, z), mit 0, = Absorptionsquerschnitt der Farbstoffmolekiile und ¢y =
Grundzustandkonzentration) erzeugt. Wie man sieht, ist er proportional zur Anregungs-
lichtintensitat und der Konzentration der Molekiile im Grundzustand cg. Der Abfluss
beschreibt alle Zerfallsprozesse dieses Zustandes. Da die Molekiile fiir eine gewisse mitt-
lere Verweilzeit in dem angeregten Zustand verbleiben, wird dieser Zerfallsprozess iiber
die Lebensdauer 71 gekennzeichnet.
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3. Beschreibung des Experimentes

Fiir die Konzentration in dem kleinen Volumenelement um den Punkt (x,y, z) ergibt
sich dann eine Konzentration von Molekiilen im S;-Zustand von:

In(10) * g9,

N, * CO<'§C7 Y, Z) * T (33)

c(x,y,z) = I(x,y,z2)x*

Anzahl angeregter Triplett-Molekiile bei (z,y,z): Ebenso lisst sich die Besetzung
(cr) des Triplett-Zustandes 77 bestimmen. Hierbei erfolgt der Zufluss jedoch norma-
lerweise nicht {iber die Grundzustandkonzentration sondern fast ausschliefflich iiber die
Besetzung des S; Zustandes. Es muss also hierbei die folgende Ratengleichung gelost
werden:

d
CT('T7y>Z> _ kST * C1($,y,2’) . CT('T7y>Z>

3.4
dt TT ( )

Mit % = 0 fiir den Gleichgewichtszustand, ergibt sich analog der vorherigen

Gleichung die Konzentration des ersten Triplett-Zustandes T} zu:

cr(z,y,z) = ksr*ci(z,y,2)*7r (3.5)

Gesamtkonzentration angeregter Molekiile c;,..,,' bei (z,y,2): Aus diesen beiden
Groflen ldsst sich mittels der Annahme, dass das Anregungslicht keine weiteren Anre-
gungsprozesse initiiert eine Gesamtkonzentration von angeregten Molekiilen angeben:

Ctrans,(zy,2) — C1 (l‘, Y, Z) + CT(xa Y, Z) (36)

Da nun ¢y von c¢; abhéngt, ldsst sich zeigen, dass die Gesamtkonzentration von an-
geregten Molekiilen direkt von der Anregungslichtintensitét I, und der Grundzustands-
konzentration ¢y abhéngig ist.

Crans(T,Y,2) = c1(x,y, 2) * (1 + kg * 7r)
In(10) * gg z,

* T % (1+kst*TT> *CO<x7y72) (37)
Np,

= I(z,y,2)*
Diese Aussage ist nicht weiter verwunderlich. Trotzdem wird sie noch entscheidend
sein fiir die spétere Berechnung der Auflésung.
Fiir den Zerfall dieser angeregten Molekiile 1dsst ebenso noch eine mittlere Lebensdauer
Tirans angeben:

! Die Bezeichung cirans leitet sich von ciransient ab, mit “transient” werden alle angeregten Molekiilzu-
stdnde gemeint, die eine endliche Verweildauer in diesen Zustand haben.
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3. Beschreibung des Experimentes

1 1 1
= 4+ = (3.8)

Ttrans 1 TT

Da aber die beiden Zerfallszeiten sehr stark unterschiedlich sind, wird je nach Mess-
system sich eine dominate Lebensdauer herausbilden.

3.1.2. Intensitatsabnahme des Messlichtes

Tritt nun ein Messlichtstrahl durch dieses betrachtete Volumenelement, so wird die-
ser Lichtstrahl unterschiedlich stark abgeschwicht, je nach Konzentrationsverhéltnis der
Analytmolekiile in angeregten Zustinden.

Daraus folgt eine ortsabhéngige Schwéchung des Messlichtes, je nach Fall mit und
ohne Aregungslicht. Es werden 2 Fille unterschieden:

Fall 1, ohne Anregungslicht:

dlpmo(z,y, 2)

dz - _Im(l‘a Y, Z) * l?’L(]_O) *E0 N, K Co(l’, Y, Z) (39)

Fall 2, mit Anregungslicht:

Al i(z,y, 2)

y = —In(x,y,2) *In(10) * ggn,, * (co(z, Y, 2) — Crans(T, Y, 2))
z

—In(x,y, 2) * In(10) * Erans A * Ctrans(T, Y, 2) (3.10)

Zur Vereinfachung wird ein effektiver Extinktionskoeffizient fiir das Messlicht €4yqps 2,
eingefiihrt, der eine gewichtete Grofle fiir die Messwellenlénge A, darstellt:

Etransim = (€0 —€sp+€1)+ (er — o) ¥ ks * 71 (3.11)

3.2. Transmissionsanderung eines quasi “punktférmigen”
Absorbers bei (z,y, z):

Es ergibt sich daraus, dass sich die Intensitéit des gesamten Messstrahls abhéngig von

der Position des Absorbers unterschiedlich stark dndert.

Die Gesamtleistung, der durch das Flachenelement gehenden Lichtleistungen P, und
Py ist durch die folgenden Beziehungen gegeben:

o0

P,(z) = 7/Ia(a:,y,z)dxdy (3.12)

—00 —OQ
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3. Beschreibung des Experimentes

o0

P.(z) = 7/Im(x,y,z)dxdy (3.13)

—00 —OQ

Durch einen nahezu punktférmigen Absorber der Fliche o,,0 = ln]&[lo) * €9y, erfolgt

die Abnahme der Gesamtleistung des Messlichtes quasi nur am Ort (z,y, z), der als der
geometrischer Schwerpunkt des Absorbers angesehen werden kann. Es gilt fiir eine anné-
hernd konstante Messlichtintensitét I,, (z,y, z) >~ const am Ort (z,y, z) beim Durchtritt
durch die Schicht dz:

5Pm70(37,y,2’> = _[m<x7y7z) * Om,0 (314)

dP,o(x,y, z)= Leistungsdnderung des Messlichtes beim Durchtritt durch das Volu-
menelement mit dem geometrischen Schwerpunkt (z, vy, 2)

Dabei wird nur die Variation durch die Fokusgeometrie in der Intensitédtsdnderung
beriicksichtigt. Sattigungseffekte der Besetzung angeregter Molekiilzustéande aufgrund
hoher Lichtleistungen werden vernachléssigt.

Es ergibt sich widerum eine Fallunterscheidung;:

Fall 1: Ausgeschalteter Anregungslaser Es ergibt sich eine Leistung am Detektor
nach dem Durchtritt duch die Probe:

Pm,(a},y7z)7det,0 = Pm,(] + 5Pm70<377 Y, Z)
= Pno = In(7,y,2) % om0 (3.15)

Hierbei ist P, o die Leistung des Messlichtes vor der Probe

Demzufolge wiirde sich schon eine ortsaufgeldste Transmissionsénderung ergeben. Die
experimentelle Handhabung bzw. der Nachweis wére aber nahezu unmoglich, da ein
Referenzpunkt fehlt.

Fall 2: Eingeschalteten Anregungslaser (1, ist weit unterhalb der S&ttigungsintensitit):
0Ppi(z,y,2) = —In(2,y,2)*omi(z,y, 2) (3.16)

mit o,,, 1 (x, y, )= Effektiver Absorptionsquerschnitt mit Anregungslicht am Ort (x,y, 2)

O-m,l(l‘a Y, Z) = Jm,O + ]a(xa Y, Z) * O-a,O * Ttrans * (Um,trans - Um,O) (317)
In(10)

m,trans rans 3.18

Om.t Et * NL ( )

Anmerkung: Die GroBe 1,(x, y, 2) % 04,0 * Terans gibt die mittlere Wahrscheinlichkeit an,
dass sich der Absorber in einem angeregten Zustand befindet, der die mittlere Lebens-
dauer Tiqqns hat und durch das Anregungslicht induziert wurde.
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3. Beschreibung des Experimentes

Die Leistung am Detektor ergibt sich mit eingeschalteten Anregungslaser zu:

Pm,(a:,y,z),det,l = Pm,O + 5Pm,l(xa Y, Z)
- Pm,O - Im(xayvz) *O-m,l(xay7z) (319)

Durch den Vergleich der beiden Leistungen ldsst sich die Transmissionédnderung der
Probe ortsaufgelost bestimmen:

AP Pro(@y,2)det.1 — P (2.y.2) det,0

Pm Pm,O
_ (Pono — Im(x,y, 2) ¥ 0 (2,y, 2)) — (Ppo — In(x,y, 2) * 0mp)
Pm,O
. Pm,O - Im(l‘, Y, Z) * O-m,l(xa Y, Z) - Pm,o + Im(l‘, Y, Z) *Om,0
B Pm,O
o Im(l‘ay7z) * Om,0 _Im(x7y7z) *O-m,l(xayvz)
B Pm,O
_ Im(l‘a Y, Z) * (Um,O - O-m,l(l‘a Y, Z))
Pm,O
. Im(l‘a Y, Z) * (Um,O - Um,O + ]a(l‘a Y, Z) * Ua,O * Tirans * (Um,trans - Um,O))
B Pm,O
[m Ia ' Y a rans A e
— (SC,y,Z) * (.’L‘ Yy Z)*U ,O*Tt * A0 det (32())
Pm,O
mit
In(10
AO-Olet = Om,0 — Om,trans — (50 - gtrans) * M (321>
Np

Fiir kleine Anderungen kann man auf die mittlere transmittierte Leistung normie-
ren, die wiederum direkt von der eingestrahlten Messlichtleistung abhéngt, d.h. P,, =
const * Py, o. Fiilhrt man die Substitution I,,,(z,y, 2) = Py, % fr(2,y, 2) und I,(z,y,2) =
P, x f,(z,y,2) ein, so ergibt sich dass die Intensitéiten am Ort (z,y, z) direkt propor-
tional zu den Gesamtleistungen der Laser sind. Daraus ergibt sich eine, {iber die Grofe
SPeps) ortsabhéngige Signalintensitét, die von den Absorptionseigenschaften (Spektren
des Grundzustandes und der transienten Zustinde und deren Zeitabhangigkeiten) der

Probe und der Anregungslichtintensitat P, abhingt:

APoyz  fal@,y,2) * fm(3,y,2) % Py % Py % 000 * Tirans ¥ A0 ger
P, B P,
= fa(xa Y, Z) * fm(l‘a Y, Z) * Pa * 04,0 * Tirans * AO-Clet (322)
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fo(z,y, 2) bzw. fi.(x,y, z) bezeichnen dabei rein geometrische Funktionen, durch die
das Strahlprofil des jeweiligen Lasers beschrieben wird.

Diese Gleichung gibt quasi die Detektionswahrscheinlichkeit fiir ein beliebiges System
von Absorber, Mess- und Anregungslaser wieder. Uber die GroBen f, und f,, als rein
geometrische Verteilungskurven, lésst sich das Auflosungsvermogen an nahezu jegliche
Strahlgeometrie anpassen und bei Kenntniss dieser eine Punktabbildungsfunktion ange-
ben.

Uber die GréBen f,(z,v, 2) bzw. fn(z,y,2) ist die rdumliche Auflosungsfihigkeit des
Verfahrens definiert.

Weiterhin zeigt diese Gleichung aber auch, dass iiber die Groflen 0,0 * Tirans * Aoger
noch weitere Erkenntnisse aus dem erhaltenen Signal gezogen werden kénnen. Insbeson-
dere eine mittlere Lebensdauer 7i.q,s ist aus dem Messignal extrahierbar. Aber durch
Kombination der absorberspezifischen Groflen und den Strahlgeometrien lasst sich z.B.
noch die Nachweisgrenze dieses Messsystemes quantifizieren.

3.3. Berechnung fiir Gaussformige Strahlprofile von
Anregungs- und Messlaser:

Fiir die folgenden Berechnungen und eine erste Abschitzung werden die Intensitétsver-
teilungen der fokussierten Laser zunéchst jeweils als Gauf3’sches Intensitétsprofil ange-
nommen. Solch ein Intensitatsprofil erfiillt die im Laserresonator gegeben Bedingungen
fiir einen stabilen Betrieb des Lasers und ist ein guter Ausgangspunkt fiir die Bestim-
mung der rdumlichen Auflésung.

Das Intensitatsprofil fiir den Anregungslaser am Punkt (x,y, z) im Umfeld des Fokus-
bereichs einer Linse ist durch die folgende Gleichung gegeben [35]:

_ w2+y2

I(z,y,2) = L(x=0,y=0,2)%e i (3.23)

mit w,(z)= Radius des Intensitétsprofil in der Ebene (z), auf dem die Maximal-
Intensitét I,(z = 0,y = 0, z) dieser Ebene auf + abgefallen ist

Die Grofe I,(z = 0,y = 0, z) ist iiber die Gesamtintensitéit des eingestrahlten Laser-
licht definiert:

P,(z)

[OL(SC:O,y:O,Z) = m

(3.24)

Und der Gaussradius der Ebene (z) ist gegeben durch:

we(z) = wlx 1+< - ) (3.25)

Zr,a
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3. Beschreibung des Experimentes

mit z,, = Rayleigh-Lénge des Fokusspots

Die sog. Rayleigh-Léange beschreibt den Abstand vom Intensitdtsmaximum in (z) und
(—2)-Richtung, bei dem der Gaussradius um den Faktor v/2 angewachsen ist und die
Intensitdt am Maximum auf die Halfte der Maximalintensitéit abgesunken ist und betragt

_ mxw?(2=0)

ra = 3.26
z, . (3.26)
Analog ergeben sich fiir den Messlaserstrahl die folgenden Beziehungen:
_x2+y2
Ln(z,y,2) = L,(r=0,y=0,2=0)xe “nc (3.27)
Ln(2)
I(x=0,y=0,2) = = 3.28
2 \?
wm(2) = W x4[1+ ( ) (3.29)
Zr,m
2
m(z =0
Tk wy,(z =0) (3.30)

Zrom =
’ )\m

Die in den voherigen Abschnitt eingefiihrten geometrischen Grofien der Intensitéts-
verteilung f,(z,y, z) und f,,(x,y, 2) ergeben sich nun wie folgt:

z7+y
- 2
1 (wg*,/w zf’a 2)
folzyy,2) = 5 %€ (=5%) (3.31)
T % (wg *4/1+ (ﬁf)
x2+y2
_ =
1 w?n* 1+ ﬁ
fm(z,y,2) = * e (=) (3.32)

T * (w?n x4/1 + (ﬁ)2>2

Bei anndhernd gleichen Wellenldngen von Mess- und Anregungslaser kann man ein
Y O O . — .o . . . . .
wl = me’Lw“ und ein z; = 2F22 fiir beide Laserstrahlen bilden, damit man ein einfachere

Beschreibung der geometrischen Verteilungsfunktion f,(z,y, z)und f,,(z,y, z) erhélt:
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_ x2+y

L se (_m) (3.33)
e (T G))

Daraus folgt eine angendherte ortsabhingige Signalintensitét %nach:

2

2

fma(2,y,2) =

AP:}: z T N
(r:2) = fm,a('rv Y, Z>2 * O0q,0 * Pa * Tirans * AO-Olet (334>

B,
Ua,O * Tirans * Pa * AC’-det * (ﬁ* V 1+(%>2)
1 €
— 2
72 % (wo*\/lJr (%) )

Als Auflosungsvermdogen wird ein bestimmter Abstand definiert, bei dem die Intensi-
tat soweit abgefallen ist, dass man zwei benachbarte, punktférmigen Testobjekte noch
als getrennte Objekte erkennen kann. Wie im Kapitel 2 beschrieben sind mehrere Defi-
nitionen bekannt.

Im folgenden soll der als die Halbwertsbreite des Signales (oder FWHM) bekann-
te Abstand hier niher beschrieben werden, da z.B. das Rayleigh-Kriterium bei rein
Gauss’schen Strahlen nicht fasst. Das Rayleigh-Kriterium setzt eindeutige Minima vor-
aus, wohingegen ein Laserstrahl der als gaussférmig zu beschreiben ist rein asymptotisch
an Intensitét verliert.

In unserem Fall ergibt sich in lateraler Richtung (r = zpwpr,y = 0,2 = 0):

APla=s pyy ypy,y=0,2=0)

P B
APa=0,y=0,220) = 05 (3.35)
P
,2”%_W2HM
(& w0
0,5 =
’ 1
— n(0,5
Trwam = wYx4{/— n<2’ )

TrwHM = 0, 589 *m

da im rotationssymmetrischen Fall  und y dquivalent sind ergibt sich ein 7w par.—0 =

Va2 +y2 = 0,589 x w0

in axialer Richtung (z =0,y =0,z = zpw ) ergibt sich:

AP(”‘:OW:O’Z:ZFWHI\/I)
Lo = 0,5
APe—0,y=0,2=0) !
P
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1

(1 N (zFVZLHM)Q)Q

z 2\ 2
<1+(FVLHM)> _
Ry
ZFWHM = V\/§—1*2’_r

Die Grofien Wy und z, hédngen dabei im Idealfall nur von der mittleren Wellenléinge
A= )"”—;”\“ und von dem Offnungswinkel © im Fernfeld ab, der durch die verwendeten
Mikroskopobjektive gegeben ist:

o A
Wy = - *_0 (3.37)
6 = )\_
T * Wo
und
. _ W
Zr = 0 (3.38)
3
® T * 02

Die Grofle 6 ist {iber die numerische Apertur N A gegeben:

NA = nxsin(a) (3.39)
. (NA
a=60 = arcsin (—)
n

mit n= Brechungsindex im verwendeten Medium.

Dabei ist fiir einen Gauss’schen Strahl zu beachten, dass diese Beziehungen nur dann
als giiltig angenommen werden kénnen, wenn Beugungseffekte durch den Rand der Aper-
tur als vernachlédssigbar klein angenommen werden. D.h. im konkreten Fall, dass die
Ausleuchtung der zur Verfiigung stehen Apertur keine wesentlichen Anteile des Strahles
abblockt.

Es hat sich in der Praxis gezeigt, dass wenn der Eintrittsradius der zur Verfiigung
stehenden Apertur r, I'-mal so grof ist, wie der Gaussradius w diese Beugungseffekte
keine Rolle spielen, wenn I' > 3 ist. Fiir [' = 3 gilt, dass durch eine Apertur mit dem
Radius r = I' x w tiber 99 % des Lichtstrahls gelangen [35].

Bei den in dieser Arbeit vorgestellten Experiment handelt es sich um Experimente

mit sog. Luftobjektiven. D.h. der Brechungsindex n ist anndhernd 1 und demnach 6 ~
arcsin(NA)
—1
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Es gilt folgende Néherung fiir kleine NA bzw. 6:

§ ~ NA/T (3.40)

Daraus ergibt sich fiir die Auflésung nach dem Kriterium des FWHM folgende ange-
naherte Grofien:

TFWHM,Gauss = 0,589*@
AxT

Tx NA
zFWHM,Gauss ~ 0; 643 * Z_r (341)

AxI2xn
mx NA2

12

0, 589 *

12

0,643 *

Fiir I' = 3 als unteren Grenzwert fiir einen rein gaussférmigen Laserfokus erhélt man
nun folgende vereinfachte Beziehung;:

A
TFWHM,Gauss == 07 961 * m (342)
und
Akn
auss ~ 17 45 3.4
ZFWHM,G 845 * N (3.43)

Diese beiden Beziehungen gelten wie beschrieben nur wenn die Eingangsapertur des
Objektivs deutlich grofler als der Gaussradius der einfallenden Laserstrahles ist.

3.4. Auflésung fiir beugungsbegrenzte Strahlen

Im Folgenden Abschnitt soll nun der weitere Grenzfall betrachtet werden, wenn I" klein
gegen 1 ist, d.h. man koppelt in das Objektiv eine Wellenfront ein, die die Apertur ho-
mogen ausleuchtet. Damit erreicht man eine sog. beugungsbegrenzte optische Abbildung
und die Intensitétsprofile bzw. deren geometrischen Beschreibungsfunktionen gehen in
die Gleichungen aus Kapitel 2 iiber.

Dabei sind die in diesem Kapitel verwendeten Groen f,(z,y, z) und f,,(z,y, z) analog
den GroBen |hye|® und |hges|? zu verwenden. Aus der hergeleiteten Punktabbildungsfunk-
tion ergibt sich demzufolge eine der klassischen idealen konfokalen Mikroskopie identische
Auflésung.

In radialer Richtung innerhalb der Fokalebene:
acap 0,61 A

A

Ad

und in axialer Richtung entlang der optischen Achse:
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2 A*xn 14 A%
— % ~ *
V2 NA? T NA2

Dabei ergibt sich jedoch ein fiir den Experimentator wesentlicher Unterschied: Die in
Kapitel 2 angenommenen infinitesimal kleinen Lochblenden zur Anregung und Detek-
tion, insbesondere die zur Detektion, werden bei der in diesem Kapitel beschriebenen
Methode nicht benétigt. Es mufl einzig eine Abbildungsgiite des Anregungs und des
Messspots sichergestellt werden, der die Beschreibung eines beugungsbegrenzten Inten-
sitédtsverlauf wiedergibt.

Ad%CAM —

(3.45)

3.5. Zeitabhangigkeit der induzierten
Transmissionsanderung

Die in Gleichung 3.22 hergeleitete Beziehung zeigt, dass die Signalintensitdt abhéingig
von der mittleren Lebensdauer 7,.4,s der angeregten Molekiilzusténde ist. In der hier vor-
gestellten Modifikation des Experimentes wird nun die Anregungsintensitit periodisch
mit der Frequenz w, ein- und ausgeschaltet, diese Frequenz dabei variiert und die Am-
plitude der sich dadurch induzierten Transmissionsinderung bestimmt. Mit Anderung
dieser Modulationsfrequenz kann man Sattigungs- oder Dampfungseffekte beobachten,
wenn der Kehrwert der Modulationsfrequenz wi in der Groéfenordnung der mittleren

Lebensdauer 7.4, der angeregten Molekﬁlspezigs liegt [34]:

1

Wa

= Tirans (346>

Bei den bisherigen Uberlegungen wurde dieser Effekt als vernachlissigbar klein be-
trachtet. Im folgenden soll er aber nun nédher betrachtet werden.

Aus der zeitaufgelosten optischen Spektroskopie ist ein Verfahren bekannt, dass sich
genau diesen Effekt zu nutze macht, die Phasenfluorimetrie [33]. Dabei wird eine fluo-
reszierende Probe mit einem in seiner Intensitdt modulierten Anregungsstrahl angeregt,
und die von der Probe emitierte Fluoreszenzintensitit gegen die Zeit aufgezeichnet.

Das von der Probe emitierte Signal ist in seiner Phase und Amplitude verédndert. Die
Anderung ist abhéingig von der Lebensdauer des fluoreszierenden Zustandes. Es ergeben
sich folgende Zusammenhénge:

Fiir die Phasenverschiebung A¢ des empfangenen Signals gegeniiber dem Anregungs-
signal aus der Lebensdauer 74:

tan(A¢) = w, * 7, (3.47)

Fiir die Anderung der Modulationstiefe Am des empfangenen Signals gegeniiber dem
Anregungssignal aus der Lebensdauer 7,,:

Am = ——— (3.48)
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Am = (B/A) / (b/a)

—_—

Intensitit

Zeit (ns) —

Abbildung 3.2.: Prinzip der Phasenfluorometrie (rot die Anregungsfunktion, blau die
Antwortfunktion der Probe)

Die Lebensdauern ergeben sich je nach Auswertungsmethode daraus dann wie folgt:

tan A
Ty = an ¢ (349)
Wa
fiir eine Auswertung nach der Phasenverschiebung und
171 2
= — -1 3.5
7 W [Am2 } (3.50)

wenn man die Verdnderung der Modulationstiefe als Kriterium wéhlt.

Dabei ist zu beachten, dass die hier ermittelbaren Lebensdauern durchaus nicht iden-
tisch sein miissen. Je nachdem ob mehrere Molekiilzustdnde an dem Emissionsprozess
beteiligt sind, lassen sich sehr wohl von einer identischen Probe abweichende Lebens-
dauern bestimmen, je nach Betrachtungsweise des Auswerteverfahrens.

Betrachtet man bei der Messung der Signal nur die AC-Anteile, d.h. Signale die vom
Gleichanteil befreit sind, so gibt die Grofle Am direkt die Amplitude des Wechselanteiles
wieder. Diese Amplitude Am entspricht aber wiederum der hier vorgestellten Transmis-
sionsénderung % und ist von der Modulationsfrequenz w, abhéingig.

Ein weiterer Gesichtspunkt bei dieser Art der Lebensdauerbestimmung ist, dass die
Lebensdauermessung abhéngig von der raumlichen Position des Absorbers erfolgen kann.
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3.6. Bestimmung der Empfindlichkeitsgrenze

Im Vergleich zur konfokalen Mikroskopie wiirde man vermuten, dass dieses Messkonzept
sich als relativ unempfindlich erweist. Um eine quantitative Aussage iiber die Nachweis-
empfindlichkeit zu treffen wird nun im Folgenden auf diesen Aspekt néher eingegangen.

Aus Gleichung 3.22 ist ersichtlich, dass die Nachweiswahrscheinlichkeit vom Ort des
Absorbers abhéngt. Die Grofle f,(z,y, z) * Aoge gibt dabei die Anteil des Messlichtes
an, der durch einen punktformigen angeregten Absorber am Punkt (z,y, z) absorbiert
wird. Die GroBe f,(x,y, 2) % Py%0q,0% Tirans ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich an diesem
Punkt ein angeregtes Molekiil befindet.

Die hinter der Probe gemessene Transmissionsédnderung A—If gibt aber ein iiber die
gesamte Probe gemitteltes Signal wieder. Naturgeméfl wird die Gréfenordnung von A—If
sehr klein sein und die Nachweisempfindlichkeit von dem Rauschhintergrund der Mess-
lichtdetektion AP, ;.. begrenzt.

Als Nachweisgrenze M)l _ wird das dem detektierbaren Laserrauschen équivalente

. . P/ limit
Leistungsverhéltnis angegeben:

APnise (AP
P ( P )limit

Fiir einen Idealen Messprozef3, bei dem eine mittlere Anzahl von Nppionen registriert
werden, ergibt sich eine Messunsicherheit ANppotonen aus der folgenden Beziehung [37]:

A]VPhotonen =\ NPhotonen (352)

Fiir eine gegebene Laserleistung Prgs., (eines als ideal angenommenen Lasers) und
eine Messzeit t,,.ss ergibt sich die Anzahl der detektierten Photonen zu

A

NPhotonen = * Plaser * U Mess
hxc

(3.51)

mit h = Plancksches Wirkungsquantum, ¢ = Lichtgeschwindigkeit im Vakuum und A
= Wellenldnge des verwendeten Laser.
Die Messunsicherheit ergibt sich dann demzufolge zu

A
h*c

Diese Messunsicherheit ergibt nun eine Rauschleistung AP,,,;s., die der Durchschnitts-
leistung iiberlagert ist zu:

* Plaser * tMess

A]VPhotonen = \/

A h*c 1
APnoise - \/ * Plaser k Uess ¥ ——— %

h*c A timess
h 1
= " c * Plaser * —
)\ tMess

Daraus ergibt sich:
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hxc 1
AP * Plaser *
( ) o \/ A tMess (353>
limit

P
hx*c 1 1
= 3.54

\/ A i Plaser i tMess ( )

Damit ist eine einfache Beziehung der Nachweisempfindlichkeit zu der detektierten
Messlichtleistung gegeben.

Da das maximale Signal von Absorbern zu erwarten ist, die sich im Intensitédtsmaxi-
mum der beiden Laser befinden, erhédlt man eine minimal detektierbare Menge N von
Absorbern, die sich im Intensitdtsmaximum der Laser befinden:

AP AP(OOO) Iy, (0,0,0) * 1, (0,0,0) * 0a,0 * Trans * A0 et
= = O _ N AN n ’ 3.55
( P )limit P, ’ P, 8:99)
Fiir Laserstrahlen die einem gaussformigen Intensitétsprofil folgen ergibt sich:
AP P, P, A
(_) — Nx n; « a2 « 0a,0 * Ttrans * QA0 et (356)
P/ iimit AW, ) THRW () P,
und fiir anndhernd gleiche Wellenléingen und Gausradien der beiden Messlaser:
AP Pa a rans A €
(_) — N o« * 0 ,O*Tt4 * LAO det (357>
P Jimit 2 Werf.(2)

Dabei ist zu beachten, dass die Grofie des Wirkungsquerschnittes o, fiir die Grund-
zustandsabsorption von der Anregungsleistung abhéngig ist wenn P, grofler wird. Diese
Sattigungseffekte fithren dazu, dass sich die Anregungswahrscheinlichkeit, die sich aus
dem Produkt P, * 0, 0% Tirans €rgibt, nicht beliebig steigern lasst. So ist bei einer konstant
gegebenen Anregungsleistung P,, einer Messlichtleistung P,, und gegebenen Gaussradi-
en w eine minimale Anzahl von N Absorbern vonnoéten, um ein eindeutiges Signal zu
ergeben.

72 % wi h 1 1
N= /1) e (3.58)
Pa * 0q,0 * Ttrans * AO-Clet A Pm tMess

Zur Verdeutlichung soll folgendes Zahlenbeispiel gegeben werden:
Io,0,0,0) fiir folgende Daten (aus einem Gausstrahl in einem quasi homogenes Medium
umgerechnet)

P, = 0,1puW

tmess = 1s (3.59)
Ae = DH32nm
we, = lupum
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Lo = 3,18x10'W/m”
= 3,18W/cm?
= 3,18.J/(s* em?)

1W = 2.7%10"%Photonen/s
L.0ooy = 8,6x10"Photonen/(s*cm?)
oo = 4x10"%em?
=> 3440 Photonen/s auf o,
Tirans = 20us
L) * 000 * Tirans = 8,610 %4 %1070 %20 % 107°

= 0,07(}) (3.60)

Aus diesem Beispiel, ist ersichtlicht, dass bei einer eingestrahlten Anregungslichtmenge
von 100 nW ein typisches Rhodamin 6G-Molekiil sich nur zu ca. 7 % der Zeit in einem
angeregten Zustand befindet.

Fiir ein einzelnes Molekiil ergibt sich nun aus dem vorherigen Rechnenbeispiel eine

Transmissionsénderung (%) o, Vo
single
AP AO’M
— = 3.61
( P )single wgn * 7T ( )

Fiir den einfachsten Fall, dass die Farbstoffmolekiile einfach nach erfolgter Anregung
zu 100 % ausbleichen und Ay, = A4, so geht der die Anderung des Absorptionsquerschnitt
Aoy einfach in den Absorptionsquerschnitt o, tiber.

Das hier skizzierte Zahlenbeispiel ergibt fiir diese Rechnung:

~1%1078 (3.62)

<AP> o 4x107%cm?
P single N 4 % 10-8¢cm?

D.h. aber im Umkehrschluss auch, dass ich die Laserleistung nach der Probe auf 1x10~8
genau bestimmen muss.

Bei Verwendung eines gegebenen Lasers ldsst sich nun fiir jeden Absorber iiber eine
relativ einfach zu bestimmende Rauschmessung eine absolute Nachweisgrenze fiir die
Detektion in einer Anzahl von Absorbern V,.;, Apsorverangeben.

AP
Ninin Absorber = <(Al;)limit (3.63)

P )single

3.7. Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde eine mathemathische Beschreibung einer experimentellen Me-
thode hergeleitet, die es gestattet die dreidimensionale Struktur bzw. Konzentrations-
verteilung einer Probe aufzukldren und als Grundlage fiir ein bildgebendes Verfahren
dient. Die Bildaufnahme erfolgt identisch mit der konfokalen Bildgebung indem man die
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Probe relativ zu dem Fokuspunkt abrastert. Weiterhin ist man in der Lage, intrinsi-
che Molekiileigenschaften ebenfalls ortsaufgelost zu spektroskopieren. Weiterhin wurde
eine einfache Beziehung hergeleitet, mit der direkt die absolute Nachweisgrenze eines
gegebenen Messaufbaus direkt bestimmt werden kann.
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In dem folgenden Kapitel soll nun der experimentelle Aufbau im Einzelnen beschrieben
werden, mit dem die im vorherigen Kapitel theoretisch beschriebene neuartige Messme-
thode realisiert wurde.

4.1. Aufbau zur Bildaufnahme und Zeitverhalten der
Probe

Bei dem hier vorgestellten Experiment, handelt es sich um ein Zwei-Wellenlédngen-Ex-
periment. Der schematische Aufbau ist in Abb.4.1 gezeigt. Als Anregungslichtquelle dient
ein frequenzverdoppelter NdYAG-Laser, der eine Wellenlénge von 532 nm emittiert und
Dauerstrich-Leistung von ca. 20 mW aussendet. Als Messlaser dient ein griiner HeNe-
Laser mit der Wellenléinge von 543.5 nm und einer Leistung von 1,5 mW.

Der Anregungslaser wird mit einem akustooptischen Modulator (AOM) in seiner Am-
plitude mit der Frequenz w4 moduliert. Die Modulationsfrequenz generiert der zur spé-
teren Signalaufbereitung verwendete Lock-In-Verstérker (hier als der Master-Lock-In
bezeichnet) mittels eines eingebauten digitalen Oszillators. Dies hat den Vorteil, dass
die Referenzfrequenz, auf die der Lock-In-Verstarker synchronisiert wird, von ihm selber
generiert wird und der Lock-In-Verstéarker seine internen Oszillatoren nicht mit einem
Regelkreis auf eine externe Frequenz synchronisieren muss. Andernfalls hat es sich ex-
perimentell gezeigt, dass diese nachlaufende Regelung unweigerlich zu einem von dem
Regelkreis hervorgerufenen Frequenz-Jitter fiihrt, der sich wiederum als Rauschquelle
bemerkbar macht. Weiterhin kann so die Anregungsfrequenz leicht variiert werden. Dies
wird bei der zeit-aufgelosten Messung der transienten Absorption wichtig.

Nach der Modulation durch den AOM, wird der Durchmesser, des von dem AOM in
die erste Ordnung gebeugten Strahlteiles, mittels eines Strahlaufweitersytems auf ca. 20
mm aufgeweitet. Dieses Strahlaufweitersystem beinhaltet eine 20 pm grofie Lochblende,
die hier als Raumfilter wirkt. Damit wird fiir den Anregungslaser ein Intensitétsprofil
erzeugt, dass wieder anndhernd dem eines Lasers entspricht, der in einen reinen T'E M-
Mode emitiert. Abbildungsfehler und Stérungen im Intensitétsprofil, die durch den AOM
verursacht werden, werden so wieder beseitig. Uber eine Reflektion der Oberfliche einer
Quarzglasplatte wird dieser Strahl nun zu dem Anregungsobjektiv geleitet.

Mit Hilfe dieses Mikroskopobjektives (10-fach Objektiv, NA=0,3) wird der Anregungs-
laserstrahl auf die Probe fokussiert. Bevor der Anregungslaserstrahl auf die Quarzglas-
platte trifft, wird zuvor noch {iber eine zweite Quarzglasplatte ein Teil des Anregungs-
lichtes auf eine Photodiode gegeben. Das Signal dieser Photodiode dient spéter dazu,
Schwankungen in der Anregungslichtintensitéit zu korrigieren. Dies erfolgt dadurch, dass
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Anregungslaser Messlaser
h' Modulator
= =
— Strahlaufweiter fiir = | <= Strahlaufweiter fiir
Anregungslaserstrahl Messlaserstrahl
= i = i
Referrenzdiode Y z
Videokamera * O O *
Anregungs-  Prabe Me§sli9ht- X
Objektiy Objektiv
Messlicht- * A & ; ﬁ—F 9
Detektor N \ L
Messlichtstrahl
nach der Probe Messlicht-Laserstrahl

Abbildung 4.1.: Experimenteller Aufbau zur dreidimensionalen Bildaufnahme

das modulierte Anregungssignal dieser Photodiode auf einen zweiten Lock-In-Verstérker
gegeben wird, der in Freqenz und Phase auf den ersten Lock-In-Verstiarker abgestimmt
ist. Am Anfang jeder Messung wird diese Intensitét als eine Referenzintensitéit P, be-
stimmt und dann wéahrend der eigtl. Messung fortlaufend als Anregungslichtintensitét
P,(t) zum Mess-Zeitpunkt ¢ mit aufgezeichnet. Das empfangene Messignal zum Mess-
Zeitpunkt t wird danach mit dem Verhéltnis Pf 0 multipliziert und so die Anregungs-
lichtschwankungen ausgeglichen. Es zeigte sich, dass diese Schwankungen im Bereich bei
Messzeiten von mehreren Stunden in einem Bereich von mehreren Prozent lagen. Wei-
terhin wird die Riickseite dieser Quarzglasplatte dazu verwendet, einen Teil der von der
Probe emitierten und zuriickgesendeten Fluoreszenz auf eine Video-Kamera abzubilden.
Diese Kamera gestattet die gefahrlose Justage der Laserstrahlen und bildet gleichzei-
tig eine Art vereinfachtes klassisches konfokales Mikroskop. Dazu wird jeweils bei einer
Messung die Intensitdt des Kamerapixels ausgelesen, bei dem sich zum Zeitpunkt der
Justage das Maximum des Fluoreszenzbildes befindet.

Die Probe wird auf einem motorisierten Positioniertisch befestigt, der von dem Com-
puter gesteuert die Probe verfahren kann. Die Abrasterung der Probe zu spéteren Bild-
generierung erfolgt ebenfalls mit diesem Prositioniertisch.

Der Messlichtstrahl wird ebenfalls in seinem Strahldurchmesser in analoger Weise wie
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der Anregungslaserstrahl aufgeweitet, bevor er mit dem zweiten Mikroskop-Objektiv
(ebenfalls ein 10-fach Objektiv, NA=0,3) auf die Probe fokussiert wird. Die konfokale
Justage erfolgt so, dass der Anregungsfokus und der Messlichtfokus auf dem selben
Punkt im Raum zu liegen kommen und in dem Kamerabild mdoglichst einen scharfen
punktférmigen Bildfleck geben.

Nach Durchlaufen der Probe wird der Messlichtstrahl von dem Anregungsobjektiv
wieder aufgesammelt und gleichzeitig dabei wieder in einen paralellen Laserstrahl trans-
formiert.

Um das Anregungslicht vor dem Detektor abzublocken, wird in den parallelen Strah-
lensgang des Messlichtes ein schmalbandiges Interferenzfilter passend fiir diesen Lasertyp
eingesetzt.

Dieser Laserstrahl wird, nachdem er die Quarzglasplatte, iiber den der Anregungsla-
ser in den Strahlengang eingekoppelt wurde, und den Interferenzfilter durchlaufen hat,
mit einer achromatischen Sammellinse (f=160 mm) auf ein Lochblende (D = 100 pum)
fokussiert. Hinter dieser Lochblende befindet sich eine Photodiode, die das Messlicht in
einen Photostrom umwandelt. Dieser Photostrom wird iiber einen rauscharmen Strom-
verstédrker in eine Spannung transformiert. Diese Spannung wird auf den Master-Lock-
In zur Signalanalyse gegeben. Dieser Master-Lock-In ist in der Lage, den Wechselanteil
bei der Frequenz und Phase des Anregungslichtes zu bestimmen, den Gleichanteil des
Messlichtes sowie noch die Amplitude des Anregungslichtes, welches von dem zweiten
Lock-In-Verstarker bestimmt wird, auszulesen und aufzuzeichnen.

Diese Werte werden von dem Computer anschliefend digital ausgelesen und zur spé-
teren Auswertung mit den Koordinaten der Probe bzw. deren Verschiebungsposition im
Raum in einer Datei aufgezeichnet. Die Daten einer Messung werden zur spéteren Bild-
verarbeitung in dem sog. “ics”-Dateiformat abgespeichert [36]. Dieses Dateiformat ge-
stattet es, sehr flexibel eine mehrdimensionale Datenstruktur zu speichern und wird von
vielen kommerziellen Programmpaketen zur Bildverarbeitung unterstiitzt. Die Steuerung
des gesamten Experiments erfolgt dabei mit einem eigens dazu angefertigten Programm.

Um das zeitliche Abklingverhalten der Probe zu bestimmen, wird der Aufbau wie folgt
modifiziert:

Das von der Photodiode detektierte Signal wird anstatt in den Master-Lock-In einzu-
speisen, mit einem Spektrum-Analyzer mit angeschlossenen Tracking-Generator weiter-
verarbeitet. Dieser Spektrum-Analyzer gestattet es den Amplitudenverlauf des empfan-
genen Signals gegen die Modulationsfrequenz aufzuzeichnen. Dazu ist dieses Gerét mit
einem sog. Tracking-Generator ausgestattet. Dieser Gerit folgt dabei der momentanen
Detektions-Frequenz des Spektrum-Analyzers und gibt diese Frequenz als ein sinusfor-
miges Spannungssignal mit einstellbarer Amplitude heraus. Dieses Signal wird nun in
den akustooptischen Modulator als Steuersignal eingespeist. Damit ist man in der Lage,
die von von der Probe auf den Messlaser transformierte Antwortfunktion auf den modu-
lierten Anregunslaser zu bestimmen und nach Gleichung 3.48 die Lebensdauer 7.4, zu
bestimmen.
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4.2. Justage des Experimentes

Um eine reproduzierbare und gleichbleibende Signalaufnahme zu gewéhrleisten, wird
hier kurz eine Justageanleitung gegeben.

Die Justage erfolgt dabei im wesentlichen in 8 Schritten:

1. Justage des Strahlaufweiters fiir den Messlaser und Erzeugung eines parallelen La-
serstrahls. Dazu wird der Messlaserstrahl moglichst mittig in das Aufweitungssytem ein-
gekoppelt (ohne Pinhole). Danach wird das Pinhole wieder eingesetzt und so im Raum
nach der 1. Linse positioniert, dass eine moglichst homogene und gleichférmige Inten-
sitdtsverteilung in einem Abstand von mehreren cm hinter diesem Pinhole ergibt. Die
Fokussierung erfolgt {iber die Abbildungslinse des Strahlaufweiter so, dass eine mittige
Ausleuchtung der ganzen Linse sichergestellt ist und dass man bei Durchtritt durch eine
um 45° verkippte planparallele Glasplatte die Interferenzstreifen sich zu einer moglichst
homogenen Fliache verbinden.

2. Justage des AOM auf den Anregungslaserstrahl. Dazu wird der Laserstrahl so auf
den Glaskorper des Modulators ausgerichtet, dass eine moglichst hohe Beugungseffizienz
erzielt wird.

3. Analoge Justage des Strahlaufweiters fiir den Anregungslaser. Dazu wird der von
dem AOM aus der direkten Strahlrichtung des Lasers gebeugte Strahl 1. Ordnung in
analoger Weise wie der Strahlaufweiter fiir den Messlaser justiert.

4. Entfernen der Mikroskop-Objektive und Justage des Pinholes vor dem Detektor.
Dies erfolgt in dem der parallele Messlaserstrahl so auf das Pinhole abgebildet wird, dass
eine maximale Intensitdt durch dieses Pinhole hindurchtritt.

5. Einbau der Mikroskop-Objektive und der Probe, Justage dieser Objektive auf den
Mess- und Anregungslaser. Die Mikroskop-Objektive werden wieder eingebaut und mit
dem Messlaser-Objektiv wird nun die Fokussierung so justiert, dass wiederum eine maxi-
male Messlichtintensitdt durch das Detektionspinhole gelangt. Eine gute Kontrolle iiber
einen koaxialen Winkelversatz der Laser erhélt dadurch, dass man die beiden Strahl-
aufweiter in umgekehrter Richtung jeweils als Detektionspinholes fiir das Mess- bzw.
Anregungslicht benutzen kann.

6. Justage der Probe in den gemeinsamen Fokus von Anregungs- und Messlichtlaser.
Durch Einbringen der Probe &dndert sich normalerweise der Abstand zur Fokussierung
der beiden Mikroskop-Objektive. Diese muss iiber dass Messlichtobjektiv kompensiert
werden. Der optimale Fokuspunkt wird mit der CCD-Kamera gesucht.

7. Kompensation von achromatischen Abbildungsfehlern durch die Abbildungslinse des
Strahlaufweiters fiir den Anregungslaser. Dazu nimmt man ein erstes “Rohsignal” von
dem Master-Lock-In auf und justiert mittles axialer Verschiebung der Abbildungslinse
des Anregungsstrahlaufweiters auf eine maximale Signalintensitét.

8. Nun werden die einzelnen Komponenten des ganzen Systemes im Wechselspiel ge-
geneinander justiert. Dies erfolgt am besten in kleinen Justageschritten wobei die Signal-
intensitéit bei jedem Justageschritt beobachtet wird. Verandert sich die Signalamplitude
nicht mehr merklich, so ist das System zur eigtl. Bildaufnahme justiert.

47



4. Experimenteller Aufbau

4.3. Rauschanalyse

Die Nachweisgrenze des hier vorgestellten Messverfahrens wird im Wesentlichen durch die
Intensitéatsfluktuationen des Messlaser beschrankt. Um die Grofle dieser Intensitéatsfiuk-
tuationen genau zu bestimmen und so Aussagen iiber die experimentelle Nachweisgrenze
machen zu kénnen, wurde folgender Messaufbau und Messelektronik entwickelt.

Referenzlaser Messlaser

i By i T i

Referenzlaserstrahl

Messlicht- m 3
Detektor * M

Messlicht-Laserstrahl

Abbildung 4.2.: Prinzip des Rauschmessplatz

Es wird das zu untersuchende Messlicht auf eine Photodiode gegeben, die an dem
rauscharmen Stromverstérker angeschlossen ist. Das Eingangsrauschen dieses Verstér-
kers liegt dabei deutlich unter dem zu erwartenden Schrot-Rauschen, dass man aufgrund
der detektierten Lichtintensitédt erwartet. Um Sattigungseffekte bei der Detektion auszu-
schliessen, kann zusétzlich zu dem zu vermessenden Lichtsignal ein zweites moduliertes
Signal {iber eine Quarzglasplatte eingekoppelt werden. Dazu wird dieses Signal in Fre-
quenz und Phase auf den zur Messung dienenden Lock-In-Verstérker abgeglichen und
die Signalintensitdt mit und ohne Messlicht bestimmt.

Es hat sich experimentell gezeigt, dass bei Lichtintensitdten, die einen Photstrom
iiber 5 mA generieren, die Amplitude dieses Zusatzsignals gedampft wurde und damit
die Messung als nicht mehr linear anzusehen ist. Deshalb wurde das Messlicht mittels
Graufiltern wenn nétig so weit abgeschwécht, dass dieser Photostrom nie iiberschrit-
ten wurde. Der Hintergrund liegt in dem Aufbau dieser Halbleiterdektoren begriindigt.
Einzelheiten dazu sind in [37, 39] beschrieben, sollen aber hier nicht weiter erldutert
werden.

Weiterhin wird um diese Sattigungseffekte innerhalb der Photodiode zu minimieren,
diese mit einer stabilisierten Gegenspannung (BIAS-Voltage) von ca. 10 V betrieben
[40]. Dieses Vorgehen wird in dem Datenblatt des Herstellers der verwendeten Photo-
diode empfohlen und erweitert den Bereich der linearen Photostromgenerierung. Diese
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Gegenspannung stellt der hier verwendete Stromverstéirker direkt am Spannungseingang
zur Verfiigung. Das von dem Verstérker in eine Spannung umgewandelte Nutzsignal wird
nun durch den Lock-In-Verstéarker weiterverarbeitet. Der Lock-In-Verstéarker bildet nun
in dieser Messanordnung einen sehr schmalbandigen Frequenzfilter mit nachgeschalte-
ten Leistungsmesser. Mit Hilfe des eingebauten Oszillators ist es moglich, die im Fre-
quenzband schmalbandige Rauschamplitude iiber einen weiten Bereich sehr genau zu
bestimmen.

Der Lock-In-Verstérker ist dabei mit Hilfe der eingebauten elektronischen Filtergrup-
pen und seiner Zeit-Konstante zur Messdatenaufnahme so eingestellt, dass er einen effek-
tiven Bandpass mit einer elektronischer Filterbandbreite von Af = 1 Hz bildet. Damit
ist man in der Lage, den zu spéteren Messung giinstigsten Frequenzbereich zu bestim-
men bei dem der Anregungslaser moduliert wird und die Messung am wenigsten durch
Storsignale der Laserelektronik gestort wird.

Rauschsignal des grilnen HeNe
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Abbildung 4.3.: Rauschspektrum des griinen HeNe-Lasers

Ein typisches Rauschspektrum fiir einen der verwendeten Messlaser ist in Abb. 4.3
dargestellt. Auf der x-Achse ist die Messfrequenz eingezeichnet und auf der y-Achse
das Signal zur Rauschverhéltnis S/R in dB. Dieses Verhiltnis wird gebildet aus der
Rauschamplitude Vic(a=11-) und dem Gleichanteil Vpe des von der Diode empfangenen
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Signals. Dabei bedeutet z.B. ein S/R-Wert von 120 dB, dass der Rauschanteil 1075 mal
kleiner ist, als der von der Diode gemessenen Gleichanteil in V. Es gilt:

S__Voe (4.1)
R Vaca=1m2)
bzw.
S) Vbe )
— =20%xlog | —————— 4.2
(R B s <VAC’(A1HZ) (42)

Die rote und die blaue Kurve geben jeweils zwei unterschiedliche Messaufnahmen
wieder. Man sieht deutlich, dass in dem Rauschspektrum ausgeprigte Frequenzen vor-
handen sind, bei denen das Verhéltnis % um iiber 30 dB kleiner ist. Dies entspricht einer
verminderten Nachweisempfindlichkeit von einem Faktor {iber 30. Die Ursache fiir die-
se ausgepragten Storfrequenzen liegen in dem Aufbau dieses Lasertyp begriindet. Diese
Art von Gaslasern wird mit einem Schaltnetzteil betrieben, dass fiir die Hochspannung
in dem Glaskolben des Laserresonators zusténdig ist. Diese Schaltnetzteile bzw. deren
Bauelemente arbeiten typischerweise mit Arbeitsfrequenzen im Bereich von 20-30 kHz.
Als Folge findet man diese Arbeitsfrequenzen als zusétzliche kleine Modulationen in
der Intensitdt der Laserstrahlung wieder. In dem Niederfrequenten Bereich bis ca. 15
kHz erkennt man das sog. 1/f-Rauschen, dass erst oberhalb einer gewissen Grenzfre-
quenz f in ein frequenzunabhéngiges weiles Rauschen iibergeht (ohne Beriicksichtigung
der Storfrequenzen des Netzteils). Im Idealfall geht dann dieses Rauschen in das sog.
Photonenrauschen iiber, dass einer Poissoin-Verteilung in der Intensitéit folgt und nur
quantenmechanisch bedingt von der Intensitdt abhéngt.

Oberhalb dieser Grenzfrequenz gilt fiir die Unsicherheit oder auch fiir die Varianz
ANphotonen, dass eine gewisse Anzahl an Photonen Nppionen in einem Zeitbereich At
auf die Flidche eines Detektors fallen und dabei detektiert werden [37]:

A]\/v]:’hotonen =V NPhotonen (43)

Werden nun die Messungen bei Frequenzen oberhalb dieser Grenzfrequenz durchge-
fithrt, so lassen sich sog. Photonenlimitierte Messungen durchfiihren. Dies bedeutet im
einzelnen, dass die Empfindlichkeit einzig durch die Statistik der emitierten Photonen
limiert ist und man damit an eine fundamentale Grenze der Messempfindlichkeit sto83t.

4.4. Zusammenfassung

In dem vorliegenden Kapitel wurde der Aufbau eines experimenteller Messplatz beschrie-
ben, der es ermoglicht die einzelnen Vorhersagen aus dem voherigen Kapitel zu iiberprii-
fen. Einzelne exemplarische Messungen werden in dem néchsten Kapitel besprochen.
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Im folgenden Kapitel wird zunéchst die Moglichkeit der axialen Auflésung iiberpriift, da
dies das wesentlichste Kriterium zu einer dreidimensionalen Bildaufnahme ist. Darauf-
hin wird die Féahigkeit untersucht, zwei hintereinanderliegende absorbierende Schichten
voneinander zu unterscheiden bzw. deren Abstand voneinander zu bestimmen. Im An-
schluss daran soll iiberpriift werden, ob das Messsystem auch umfangreichere Strukturen
in analoger Weise, vergleichbar dem eines klassischen konfokalen Mikroskopes, mit einem
schlecht fluoreszierenden Farbstoffsystem abzubilden vermag. Weiterhin wird noch die
Féhigkeit zu einer Lebensdauermessung an einem unbekannten System gezeigt werden.
Zum Schluss wird noch die Nachweisempfindlichkeit des Verfahrens abgeschétzt, die mit
modernen Lasersystemen derzeit moglich ist.

5.1. Test der axialen Auflésung

Zum Test der axialen Auflésung wurde eine diinne absorbierende Schicht in axialer Rich-
tung durch den Fokusbereich bewegt und die Signalintensitét % gegen die Verschie-
bungsposition aufgetragen. Die fiir diese Messung erforderliche sehr gleichméfige und
sehr diinne Farbstoffschicht wurde mittels einer Lackschleudertechnik hergestellt. Die-
ses auch als “Spin-Coating” bezeichnete Verfahren wird in der Halbleiterindustrie héufig
verwendet [41], da es die Moglichkeit bietet, iiber groflere Flichen extrem diinne und
gleichméflige Lackfilme aufzutragen.

In diesem Fall wurde es dazu verwendet, einen sehr diinnen mit Farbstoff versetz-
ten Polymerfilm auf ein handelsiibliches Deckglas fiir die Mikroskopie aufzutragen. Als
Farbstoff wurde Rhodamin 6G (Fa. Radiant Dyes, Lasergrade) verwendet. Dieser Farb-
stoff wird in Chloroform (Fa. Merck, p.a.) gelost (10762%). Zu dieser Losung wird 3-5
Massenprozent Polycarbonat (Makrolon, Fa. Bayer) gegeben und ebenfalls aufgelost.

Von dieser Farbstoff-Polymerlosung werden 1-2 Tropfen auf ein Deckglas gegeben, dass
auf eine Motorwelle gespannt ist. Der Motor dreht sich dabei mit ca. 2000 U/min. Nach
dem Auftropfen ldsst man bis zur vollstéandigen Verdampfung des Chlorforms den Motor
noch ca. 10-15 Sekunden weiterlaufen. Als Ergebniss erhélt man eine sehr diinne und
gleichméflige fluoreszierende Farbstoffschicht auf einem ca. 100 pym dicken Glastréger.

Es wurde versucht, die Dicke der Farbstoffschicht mittels eines kommerziellen konfoka-
len Fluoreszenzmikroskopes (Nikon TE300 mit PCM2000-Zusatz) zu bestimmen. Jedoch
ist die Schichtdicke unterhalb der Auflésungsgrenze dieses Mikroskopes (verwendetes Ob-
jektiv NA=0,85, Fa. Nikon) und man detektier nur eine schmales Intensitatsmaximum.

Dies resultiert daher, dass die Auflosungsgrenze dieses Objektives im sichtbaren Wel-
lenldngenbereich (ca. 550 nm) nach Gleichung 2.28 bei ca. 500 nm liegt. D.h. die ver-
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wendete Farbstoffschicht ist deutlich diinner als diese 500 nm und bildet damit ein quasi
ideales Testobjekt zum Test der axialen Auflésung.

Die Justage des optischen Systemes erfolgte geméafl der im vorherigen Kapitel ange-
fithrten Justageanleitung.

Um Ausbleicheffekte bzw. Photozerstérungen innerhalb der Probe wiahrend der Mes-
sung zu minimieren und fiir den Zeitraum der Messung immer eine konstante Einwaage-
konzentration zu gewéhrleisten, wurde die Probe nicht nur in axialer Richtung bewegt,
sondern gleichzeitig eine maanderférmige Bewegung in lateraler Reichtung durchgefiihrt.
Diese maanderférmige Verschiebung senkrecht zur optischen Achse der Laser fithrt zu
keiner nennenswerten Defokusierung. Dies wurde mittles der Video-Kameradaten visuell
iiberpriift. Ein typisches Messignal in Abhéngigkeit der axialen Position der Probe ist in
Abbildung 5.1 wiedergegeben.
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Abbildung 5.1.: Signal bei Verschiebung in lateraler Richtung

In diesem Diagramm sind zwei Messkurven wiedergegeben, die direkt hintereinander
aufgenommen wurden. Man erkennt deutlich die Verminderung in der Signalintensitét,
aber auch, dass die beiden Kurven bis auf einen Intensitétsfaktor einen identischen Pro-
filverlauf ergeben.

Zum Test der Axialen Auflésung wird das leicht zu bestimmende Kriterium der Halb-
wertsbreite (FWHM) genommen. Dazu ist in Abbildung 5.2 das erste Intensitatsprofil
nochmals wiedergegeben. In diesem Bild ist bei einer Intensitét eine waagerechte Mar-
kierung hinzugefiigt worden, die einem Abfall auf 50 % der Maximalintensitéit entspricht.
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Konfokales Absorptionssignal
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Abbildung 5.2.: Signal mit eingezeichneter Halbwertsbreite FWHM

Der Abstand der Schnittpunkte dieser waagerechten Markierung mit der Messkurve
ergibt die Halbwertsbreite. Diese Halbwertsbreite ist aus dem Bild zu 16 pym bestimmt
worden. Dies entspricht der Auflésung, die man fiir eine gaussartige Strahlgeometrie
erwarten wiirde, mit einem Uberstrahlungsfaktor von I' ~ 3 und einem effektiven Bre-
chungsindex von n ~ 1,5 fiir die Messung.

Auftillig ist noch die Asymmetrie des Flankenverlaufs der Messkurve links und rechts
des Maximums. Diese Asymmetrie liasst sich dadurch erkldren, dass in Blickrichtung
des Messstrahls unterschiedliche Brechungsindezes vor und nach der Probe vorherrschen
und sich durch Verschiebung der Probe der Fokusort fiir den Messlaser und den Anre-

gungslaser geringfiigig gegeneinander verschiebt. Diese Effekt der Bildverzerrung ist von
anderen mikroskopischen Verfahren ebenfalls bekannt.

Da die verwendeten Mikroskopobjektive jedoch eine vergleichsweise kleine numeri-
sche Apertur aufweisen und es keine neuartigen Erkenntnisse erbringen wiirde, wiirde

eine vollstéindige Abhandlung dieses Effektes den Rahmen dieser Arbeit iibersteigen und
wurde nicht weiter verfolgt.
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5.2. Diskriminierung hintereinanderliegender
absorbierender Schichten

In dem vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass es eine direkte Abhéngigkeit der Si-
gnalintensitdt von der axialen Verschiebungsposition gibt. Daraus ergibt sich die Frage,
ob es moglich ist, hintereinanderliegende absorbierende Schicht getrennt voneinander zu
messen oder ihren Abstand voneinander zu bestimmen.

In der klassischen Absorptionsspektroskopie wiirde diese Messung von zwei homoge-
nen hintereinander liegenden Schichten lediglich eine Superposition der beiden Absorp-
tionsspektren ergeben. In dem hier vorgestellten Transmissionsexperiment ist aber die
Anderung der Transmissionséinderung vom Ort des Absorbers abhingig und so sollten
zwei hintereinanderliegende Absorber voneinander getrennt detektiert werden kénnen.

Um diese Hypothese der Unterscheidbarkeit experimentell zu verifizieren, wurde ein
leicht modifiziertes Testobjekt angefertigt. Hierbei wurde nicht nur eine Farbstoff- /Poly-

merschicht auf ein Deckglas aufgebracht, sondern zusétzlich auf die Riickseite des Deck-
glases eine zweite identische Schicht aufgebracht.

Die Signalintensitét gegeniiber der Verschiebungsposition ist in Abbildung 5.3 darge-
stellt.
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Abbildung 5.3.: Konfokales Absorptionssignal von zwei hintereinanderliegenden absor-
bierenden Schichten
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In der dargestellten Messkurve sind zwei deutlich ausgeprégte Signal-Maxima zu er-
kennen. Der Abstand dieser beiden Maxima entspricht einem Abstand von ca. 75 um.
Dieser Abstand lésst sich gut mit der Deckglasdicke in Verbindung bringen. Diese Dicke
wurde mechanisch zu 111 pm bestimmt. Die Diskrepanz aus diesen beiden Werte ergibt
sich daraus, dass sich der geometrische Ort eines der beiden Laserfoki um den Faktor
n verlangert bzw. verschoben wird. Daraus ergibt sich mit n ~ 1,5 (fiir das Deckglas)
ein durch das Verfahren ermitellter Abstand von 75 um 1,5 = 112,5 um , der mit dem
mechanisch bestimmten Abstand sehr gut iibereinstimmt.

Der Unterschied in den Signalhohen lésst sich ebenfalls mit der leichten Defokussie-
rung bzw. Fokusverschiebung von Anregungs- und Messlaserfokus erklaren. Bei dieser
Messung macht sich dieses Phdnomen etwas stédrker bemerkbar als im vorherigen Ab-
schnitt, da die Strahlrichtung der beiden Laserstrahlen aus experimentellen Griinden
gegenldufig gewihlt wurde. Dies hat zur Folge, dass die vor der Messung vorgenommene
Justage nur fiir eine der beiden Schichten optimal ist und fiir die andere kompensiert
werden miifite. Dieses Problem liefle sich jedoch minimieren, wenn beide Laserstrahlen
koaxial und richtungsgleich verlaufen wiirden.

Als Ergebniss kann man aber zunéchst feststellen: Mit Hilfe des hier vorgestellten
Experimentes ist es moglich, das Transmissionsverhalten von mehreren hintereinander-
liegende Schichten unabhiéngig voneinander zu bestimmen. Ein wesentliches Ziel zur
dreidimensionalen Bildgebung ist also erreicht.

5.3. 3-Dimensionale Bildaufnahme

In dem nun folgenden Abschnitt wird gezeigt, dass es damit moglich ist, auch re-
al existierende und komplexere Strukturen dreidimensional mit dem hier vorgestellten
Mikroskopie-Verfahren abzubilden. Dazu wurde zunéchst ein Testsubstrat ausgesucht,
fiir dass folgende Anforderungen gestellt wurden: Es muss einfach handhabbar bzw. re-
produzierbar herstellbar sein, eine gute Photostabilitéit haben und mit den zur Verfiigung
stehenden Lasersystemen anregbar sein.

Die gute Photostabilitét ist niitzlich und erforderlich, da mit einer relativ langen Mess-
zeit zu rechnen ist und sie dabei hilft schidliche Photoreaktionen innerhalb der Probe,
die die Messung storen konnten, auf ein Minimum zu reduzieren. Von vielen Fluoreszenz-
farbstoffen ist jedoch bekannt, dass sie genau bei diesem Kriterium eine Schwachstelle
haben [9]. Thre gute Fluoreszenzfdhigkeit ist inherent mit einer sehr langen Lebensdau-
er in den angeregten Zusténden verkniipft und dies bedeutet im Umkehrschlul oftmals
einen sehr guten Reaktionskanal fiir Photoreaktionen jeglicher Art. Farbstoffe mit ex-
zellenten Photostabilitdten fluoreszieren dem gegeniiber jedoch fast nicht, stehen aber
Grundsétzlich fiir dieses Messverfahren zur Verfiigung.

Die Anregbarkeit mit dem Messlasersystem ist leicht zu iiberpriifen. Wenn dass System
im Wellenlédngenbereich der Laser eine ausgeprigte Absorptionsbande aufweist, so sollte
es grundsétzlich anregbar sein und als Messonde zur Verfiigung stehen.

Als Testobjekt wurde dann eine handelsiibliche Inkjet-Folie (HP Inkjet-Folie) ausge-
wéhlt, die mit einer magentafarbenden Flache mit einem handelsiiblichen Inkjet-Drucker
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(HP Deskjet 600) flachig bedruckt wurde. Das Absorptionsspektrum einer solchen be-
druckten Folie ist in Abbildung 5.4 gezeigt. Die bei solchen Produkten verwendeten
Farbstoffe sind auf die Eigenschaften Bedeckungsgrad und Photostabilitdt hin optimiert.
Aus dem Absorptionsspektrum ist ersichtlich, dass die Wellenldnde des Anregungs-, so-
wie auch des Messlasers innerhalb der Absorptionsbande dieses Farbstoffsystemes liegen.
Durch eine einfache Diinnschicht-Chromatographie lie8 sich dabei feststellen, dass diese
Druckertinte aus einem Gemisch von mindestens 2 unterschiedlichen Farbstoffen be-
stand. Auf eine weitere Untersuchung der Tinte wurde jedoch verzichtet, da ein direkter
Test der Signalaufnahme bzw. Bildaufnahme positiv verlief.

Absorptionsspektrum des Magentafarbstoff auf Inkjetfolie
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Abbildung 5.4.: Absorptionsspektrum eine mit Magenta bedruckten InkJet-Folie

Nun wurde ein dreidimensionales Bild der Probe aufgenommen. Dabei wurde die Pro-
be mittels einer Relativbewegung zu dem gemeinsamen Anregungs- und Messlichtfo-
kus Punkt fiir Punkt abgerastert. Als Messdaten wurden dabei fiir jeden Punkt die
Signalleistung %, die transmittierte Messlichtleistung P,,, die relative Anregungsleis-
tung P, und die von der CCD-Kamera empfangene Restfluoreszenz detektiert und im
ICS-Dateiformat abgespeichert. Dieser Datensatz wurde nun mit einem komerziellen
Programm ausgewertet und daraus wurden die hier préasentierten Bilder extrahiert.

Im Bild 5.5 ist eine Bildebene dargestellt. Dabei repréisentiert griin die Amplitude
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des Messignals % und rot die transmittierte Lichtintensiét. Die Gréfenordnungen fiir
die Maximalintensitiiten liegen bei 35 * 107° fiir das Signal A—If und bei ca. 10V fiir die
Messlichtintensitat. Diese Spannung ergibt sich aus der Strom-Spannungswandlung des
Stromverstéirkers mit 10°V/A und reprisentiert den Photostrom des Detekors.
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Abbildung 5.5.: Schnitt durch eine einzelne Bild-Ebene

In dem Bild sind nun deutlich Bereiche zu erkennen, an denen entweder die transmitier-
te Messlichintensitét erhoht ist oder das Signal der induzierten Transmission zunimmt.
Im Durchlicht bzw. im normalen Mikroskopbild erkennt man, dass die Farbstoffschicht
keine homogene Fléache bildet, sondern eher eine Schicht aus in sich zusammenflieenden
Tropfen bildet. Weiterhin ist die verwendete Inkjekt-Folie einseitig mit einer Schicht von
cellulose-artigen Fasern beschichtet. Diese Fasern sollen dafiir sorgen, dass die Druckert-
inte beim Druck durch diese Fasern ziigig aufgesogen und damit dauerhaft an die Folie
gebunden wird. Daraus ergibt sich die einseitig rauhe Oberfliche der Druckfolie.

Um nun ein komplettes Volumenbild der Probe zu erhalten, werden einzelne Bilder
fiir die jeweilige axiale Verschiebung aufgenommen. Der dabei resultierende Bilderstapel
ist in Abb. 5.6 wiedergegeben.
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Abbildung 5.6.: Bilderstapel zur 3D-Bildgenerierung

Insgesamt ist dabei ein quaderformiger Volumenkorper von 128 * 128 x 20 um? mit ei-
ner Schrittweite von 1 um abgerastert worden. Aus diesem Bilderstapel lédsst sich nun ein
Volumenabbild der Probe rekonstruieren. Dazu wurde Software “Imaris” [42] verwendet.
Zwei beispielhafte Ergebnisse sind in Abb. 5.7 wiedergegeben.
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Abbildung 5.7.: Beispielhafte 3D-Bilder

In dem linken Bild wurden die Voxel-Daten! des griinen Farbkanals einem Entfal-
tungsalgorithmus unterzogen und das Ergebnis in einer perspektivischen Darstellung des
Volumenkorpers wiedergeben. Als Kodierungsfarbe wurde hierbei Magenta verwendet.
Man erkennt deutlich die rdumlich inhomogene Farbstoffverteilung mit einer schicht-
weisen Struktur der zusammengeflossenen Farbstofftropfen, die durch deutliche Locher
unterbrochen wird. In dem rechten Bild ist ein Volumenmodel dargestellt, in dem aus
einzelnen Isophoten des ersten und zweiten Farbkanals (hier griin und rot dargestellt) ein
Ausgleichskorper des jeweiligen Farbkanals erstellt wurde. Wiederum ist im Vordergrund
die gestapelte Verteilung der Farbstoffkonzentration deutlich zu erkennen.

Es lasst sich bis hierhin zusammenfassend sagen, dass es moglich ist, mit dem hier vor-
gestellten Verfahren der induzierten Transmissionsdnderung mikroskopische Strukturen
dreidimensional abzubilden.

5.4. Lebensdauer-Messungen

Eine weitere Vorhersage gilt es noch zu iiberpriifen. Im Folgenden soll nun die Bestim-
mung der Lebensdauer nidher beschrieben werden.

In Kapitel 3 wurde das Prinzip der Phasenfluorimetrie eingehend beschrieben und auch
die Transformation auf das hier vorgestellte Messverfahren. In Kapitel 4 wurde die zur
Bestimmung der Lebensdauer notwendige Modifikation des Experimentes beschrieben.
Das Messsignal bzw. die Signalamplitude von A—}f wird nun mit einem Spektrum-Analyzer
detektiert. Dabei wird die Detektionsfrequenz mit Hilfe eines Tracking-Generators auf

den AOM gegeben, der nun dieser Frequenz folgt.

Woxel: Analog dem Pixel im 2-dimensionalen Bild spricht man von einem Voxel (Volumen-Pixel oder
Volumenelement) im 3-dimensionalen Bild.
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Die Frequenzabhingigkeit der Signalamplitude von einer mit Magenta bedruckten
InkJetfolie ist im Bild 5.8 aufgezeichnet.

Abklingsignal dCAM mit Spektrum-Analyzer
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Abbildung 5.8.: Abklingverhalten in Abhéngigkeit der Modulationsfrequenz

Die obere Kurve gibt die als Referenz mit aufgenommene Signalleistung wieder, die sich
durch eine reine Riickreflektion des Anregungslichtes ergibt. Fiir dieses Messung wird der
schmalbandige Interferenzfilter fiir die Messwellenléinge aus dem Strahlengang entfernt,
so dass Anregungslicht auf die Photodiode gelangen kann. Damit ist man in der Lage
die Antwortfunktion bzw. die maximale Grenzfrequenz des gesamten Detektorsystemes
zu bestimmen. Diese beinhaltet das Zeitverhalten in der Modulation des AOM, das
Ansprechverhalten der Photodiode und den Frequenzgang des Stromverstéarkers.

In der Signalverarbeitung wird dabei haufig das sog. 3dB-Kriterium herangezogen.
Dabei bezeichnet man als die “3dB-Grenze” oder Grenzfrequenz die Frequenz [43], bei
der die Amplitude eines gewiinschten Systemes um 3 dB in der Intensitédt abgesunken
ist. Diese Definition der 3dB-Marke als Grenzfrequenz ist in der Signal- und Kommu-
nikationstechnik weit verbreitet. Sie sagt dabei aus, dass bei einem Abfall um 3 dB
sich die Amplitude gerade halbiert hat und sich eine Phasenverschiebung um 90° im
Signal ergeben hat. Dies hat fiir elektronische Bauteile weitreichende Bedeutung fiir ihre
Verwendung.

Diese Grofle wird hier so bestimmt, dass P, —., = —3dB * Pr—o gilt. Dazu wird
dann Amplitudenspektrum im gewiinschten Frequenzbereich aufgezeichnet und diese
experimentellen Daten an die Gleichung angefittet:
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AP T
(?) = —20 % PAmplitude * lOg ( 1+ (Wa7)2> + POffset
f
AP

mit (7),‘: f-abhéngige Signalintensitit, Pampiiude= angefitteter Amplitudenfaktor,

w, = Modulationsfrequenz, 7 = anzufittende Lebensdauer und P,ss=anzufittender
Hintergrundoffset des Messsignals

Da der Messbereich des Spektrum-Analyzers erst bei 9 kHz beginnt, wird die Messkur-
ve auf 0 Hz extrapoliert und dort die Amplitude bestimmt.

Als Fitparameter ergibt sich daraus die Grenzfrequenz wq die der reziproken Lebens-
dauer % entspricht. Fiir das hier vorgestellte Messsytem ergibt sich daraus eine Grenz-
frequenz von 150 kHz.

Fiir das eigtl. Messignal %, welches die Antwortfunktion der Farbstoffmolekiile auf die
Anregungsmodulation des Anregungslasers beinhaltet, ergibt sich in analoger Messweise
eine Grenzfrequenz von ca. 48 kHz. Diese Frequenz ergibt nach Gleichung 3.48 eine
experimentell bestimmbare Lebensdauer 74,.4,s von ca. 21 us fiir die angeregten Zusténde,
die die Transmissiondnderung hervorrufen.

Diese experimentell bestimmte Lebensdauer steht im Einklang mit einer alternativen
Messmethode. Das Prinzip dieser von E. Thiel entwickelten Messmethode ist in [44]
beschrieben und in Abb. 5.9 dargestellt.

Bewegte Probe

: (v =10- 60 m/s)
Fokussierter
Anregungsstrahl
e g

.. Transiente

Detektor

% -

i
F ———=== Zustdnde

Fokussierter Mefstrahl
{d = 20 pm)

Abbildung 5.9.: Alternative Bestimmungsmethode der Lebensdauermessungen

Bei diesem Messaufbau wird die Probe in schnelle Bewegung versetzt und durch die
Foki zweier Laser bewegt. Die Geschwindigkeit der Probe bewirkt, dass die Molekiile,
die durch den Anregungslaser in langlebige Molekiilzustéinde angehoben wurden, so weit
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Ausbleichmessungen mit bewegter Probe
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Abbildung 5.10.: Messignale zur Lebensdauerbestimmung nach dem alternativen Ver-
fahren

aus dem Fokusbereich herausgetragen werden, dass es moglich ist deren spektrale Ei-
genschaften und zeitliches Verhalten von dem kurzlebigen Molekiilzusténden raumlich
und damit zeitlich zu separieren und zu untersuchen. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt
darin, dass die Probe mit hoher Genauigkeit untersucht werden kann, da irreversible
Ausbleicheffekte so ausgeschlossen bzw. minimiert werden koénnen. Die Bewegung der
Probe ist aber auch ein Nachteil, da ein relativ komplexer Messaufbau notwendig ist um
die Probe in dem Messbereich zu fiihren.

Bei dem hier gezeigten Messprinzip wird der relative Abstand der beiden Laserfoki
durch die Geschwindigkeit der Probe in einen zeitlichen Abstand zwischen Anregung und
Detektion verwandelt. Tragt man die Signalamplitude % gegen den Relativ-Abstand
der beiden Foki bei einer gegebenen Geschwindigkeit auf, so erhélt man eine zeitliche
Antwortfunktion der angeregten Molekiilspezies auf den Anregungslaser. Beispielhafte
Messungen sind in Abbildung 5.10 wiedergeben.

Aus diesen Messungen wurde ebenfalls eine langlebige Lebensdauer im angeregten
Zusténden einer identisch bedruckten Inkjet-Folie von 23 ps bestimmt. Dies ist, insbe-
sondere wenn man bedenkt dass in den beiden Experimenten sehr unterschiedliche Mess-
und Probenbedingungen vorherrschen, eine relativ gute Ubereinstimmung der Ergebnis-
se aus den beiden unabhéngigen Bestimmungsverfahren. Zusammenfassend kann hier
fiir diese Messung angegeben werden, dass es mit dem neuen Verfahren moglich ist iiber
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die punktuelle Anderung der Transmissionseigenschaften Lebensdauern von angeregten
Molekiilspezies zu bestimmen.

5.5. Abschatzung der erreichbaren Messempfindlichkeit

Im folgenden Abschnitt soll nun die experimentell erzielbare Messempfindlichkeit des
Messverfahrens abgeschétzt werden. In Kapitel 3.6 wurde gezeigt, dass die erzielbare
Messempfindlichkeit im Wesentlichen von den Rauscheigenschaften des zur Verfiigung
stehenden Messlaser abhéangt.

Zur Abschétzung der erzielbaren Messauflosung wurden mehrere kommerziell erhélt-
liche Lasersysteme getestet. Ziel dieses Testes war herauszufinden, ob es mdoglich ist, ein
einzelnes Molekiil in einem Absorptionsexperiment bei Raumtemperatur eindeutig zu
detektieren und damit nachzuweisen.

Diese Messaufgabe ist bis heute den Experementatoren versperrt geblieben. Der Ein-
zelmolekiilnachweis mittels der Absorption ist von L. Kador schon 1989 gezeigt worden
[45]. Das von ihm benutzte Verfahren bzw. Nachweis erfordert jedoch zwingend extrem
tiefe Temperaturen. Bei Raumtemperatur ist der direkte Nachweis eines einzelnen Mo-
lekiiles in einem Absorptionsexperiment bisher noch nicht gelungen.

Die in dieser Richtung empfindlichsten Experimente sind derzeit die Diplomarbeit des
Autors und die Arbeiten um Kitamori [46, 47].

Fiir eine Abschétzung, wie weit man technisch von diesem Nachweislimit entfernt
ist wurde uns von verschiedenen Laserherstellern freundlicherweise Testlasersysteme zur
Verfiigung gestellt und mit im Labor verfiigharen Systemen verglichen.

Hier eine kurze Auflistung der verwendeten Lasersysteme:

Fa. Lightwave Electronics (Vertrieb in Deutschland tiber Fa. Soliton): 200 mW-System,
griiner DPSS-Laser, Typ 142-532, A = 532nm

Fa. Coherent, 200 mW System blauergriiner DPSS-Laser, Typ Sapphire 488, A =
488 nm

Fa. Coherent, 5 mW blaue Laserdiode, Typ Radius 405, A = 405 nm

Fa. MellesGriot, 1,5 mW griiner HeNe-Laser, Typ 25 LGR 193-230, A = 543, 5nm

Fa. Crystal GmbH, 3 mW blauer DPSS-Laser, Typ FDSS473-M, A = 473nm

Fa. Innolight, 100 mW griiner DPSS-Laser, Typ Prometheus, A = 532nm

In Abbildung 5.11 sind die erhaltenen Rauschspektren der verschiedenen Testlaser
dargestellt. Die oberste rote Kurve stellt dabei das theoretische Auflésungsvermogen des
Messsytems dar. Dieses Signal wird gebildet, in dem das Rauschsignal der Diode und des
Stromverstérkers detektiert wird und dabei die Diode vor Licht geschiitzt wird. Der fiir
diese Messungen verwendete Stromverstérker ist von dem Hersteller [40] fiir diese Mes-
saufgabe so modifiziert worden, dass das Eigangsrauschen des Verstérkers kleiner bzw.
gleich der Gréflenordnung ist, wie man es fiir ein rein photonenlimitierten Messvorgang
erwarten wiirde.

Was heifit dass nun konkret? Die Verstéarkerstufen wurden so optimiert, dass der Wert
des jeweiligen Eingangsrauschen so klein ist, dass das zusétzliche Schrotrauschen eines
Signals mit der Maximalamplitude dieser Stufe gleich grof3 ist und damit dominant wird.
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Rauschspektrum der verschiedenen Test-Laser
1 Hz Messbandbreite, Rauschspektren iiber 20 Hz gemittelt!
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Abbildung 5.11.: Ubersicht zum Vergleich des Rauschverhaltens verschiedener Testlaser

Diese Eingangsverstiarkerrauschen ist der am Ende elektrisch dominante Rauschanteil
neben dem unvermeidbaren Quantenrauschen des Messlichtes. Das Dunkelrauschen des
Photodetektors und das Eingangsrauschen der weiterhin verwendeten Messgeréte ist
deutlich kleiner und verschwindet gegen diese beiden Rauschterme.

Bestimmt man nun die Rauschamplitude dieses Eingangsrauschens und setzt dieses
in das Verhiltnis zur Maximalamplitude dieser Verstdrkungsstufe, so erhélt man eine
theoretische Rauschuntergrenze des Messgerites. Da bei einer Photonenlimitierten Mes-
sung noch das Schrotrauschen hinzukommt, was in etwa gleich grof3 sein sollte wie dieses
Hintergrundrauschen, verschlechtert sich fiir diese Art von Messung die Auflésung um 3
dB (dies ist in der Abbildung der Messkurven mit berticksichtigt).

Wie man in Abbildung 5.11 erkennt, erreicht der Laser der Fa. Lightwave mit seinen
Rauschdaten diese theoretische Grenze fast. Nur im Frequenzbereich unterhalb von 10
kHz weicht er etwas deutlicher ab. In diesem Bereich dominiert das technische Rauschen
der Laserstrahlgenerierung noch etwas.

Als zweiten Testlaser, der dieses Limit fast erreicht, wurde das System der Fa. Innolight
getestet. Der Vergleich dieser beiden Laser ist in Abbildung 5.12 dargestellt. Man erkennt
deutlich, dass der InnoLigth-Laser im Mittel zwischen 5 und 6 dB schlechter abschneidet
als das System von Lightwave Electronics. Trotzdem stellen diese beiden Laser derzeit
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Vergleich des InnoLigth-Laser mit dem Soliton-Laser
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Abbildung 5.12.: Vergleich Rauscheigenschaften des Innolight- und des Soliton-Laser

das Optimum an kommerziell erhéltlichen kontinuierlichen Lichtquellen dar, wenn es um
einen groflen Signal-zu-Rausch-Abstand geht.

Der hier maximal erzielbare Signal-zu-Rausch-Abstand von 144 dB bedeutet im Um-
kehrschluss eine Messauflosung von (%)l, .- 6% 1078, Dies léisst sich bestimmt durch
die Wellenldnge dieses Lasers, dem daraus resultierenden beugungslimitierten Strahl-
durchmesser und einer entsprechend ausgesuchten Mess-Sonde (in diesem Falle z.B. Rho-
damin 6G-Molekiile) in eine untere theoretische Nachweisgrenze dieses Messverfahrens
umrechnen.

Fiir diesen Fall ergibt sich analog dem Rechenbeispiel 3.62 eine Nachweisgrenze von
ca. 6 Molekiilen bei einer elektronischen Messbandbreite von Af = 1 Hz. Dies ergibt
fiir den Lock-In-Verstéarker eine Zeitkonstante von 100 ms. Es liefle sich demzufolge
rein theoretisch ein dreidimensionales Bild mit nahezu Einzelmolekiilauflésung bei einer
Voxelfrequenz von ca. 1 Hz aufnehmen.

Leider konnte dieses Experiment aufgrund des Preises dieses Lasers (ca. 100.000 Euro)
nicht verwirklicht werden, trotzdem ist es sinnvoll, die Nachweisgrenze dieses Messver-
fahrens zu kennen.

Der in dieser Arbeit verwendete Helium-Neon-Laser bietet mit -120 dB eine Messauf-

16sung von (M) = 1% 1075 und damit bei einer Messbandbreite von Af = 1 Hz

P Jiimit
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ebenfalls aber schon einer Nachweisgrenze von ca. 100 Molekiilen bei einem gut fokussier-
ten Laserspot. Durch Reduzierung der Messbandbreite A f liele sich die Nachweisgrenze
jedoch noch weiter absenken. Dies ist erfolgreich in [46] schon gezeigt worden und hétte
in diesem Zusammenhang keine neuen Erkenntnisse gebracht.

5.6. Zusammenfassung der Messergebnisse

Die in diesem Kapitel vorgestellten experimentellen Ergebnisse zeigen, dass es moglich
ist einzig {iber eine Transmissionsmessung die dreidimensionale mikroskopische Struktur
eine Probe aufzukldren und zu dem noch Hinweise auf die Dynamik der Probe im Milli-
bis Mikrosekundenbereich zu erhalten.

Es wurden alle Vorhersagen aus der Theorie zur Messgewinnung einzeln {iberpriift und
es zeigt sich, dass die theoretische Beschreibung die in Kapitel 3 hergeleitet wurde die
Ergebnisse schliissig zu interpretieren vermag.

Weiterhin ist abgeschéatzt worden, welche Nachweisgrenze mit heutzutage erhéltlichen
Lasern erzielt werden kénnte und man durch Einsatz dieser Laser mit der Nachweis-
grenze bei Absorptionsmessungen bei Raumtemperatur bis in den Einzelmolekiilbereich
vorzudringen vermag.
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Im Rahmen dieser Arbeit ist ein neuartiges Messverfahren zur dreidimensionalen Struk-
turbestimmung mikroskopischer Objekte vorgestellt worden.

Dazu wurden zunichst die photochemischen Grundlagen, auf denen dieses Messver-
fahren beruht, ndher erldutert und basierend auf diesen Erkenntnissen ein mathemati-
sches Modell entwickelt, dass wesentliche Eigenschaften dieser Mikroskopiemethode zu
erkldren vermag. Dieses Modell prognostiziert die Moglichkeit einer dreidimensionalen
Strukturaufklarung anhand einer Transmissionsmessung und gibt einfache Beziehungen
zur rdumlichen Auflésung und zur erzielbaren Nachweisgrenze dieses Verfahrens.

Es sagt weiterhin voraus, dass noch weitere photophysikalische Eigenschaften des ver-
wendeten Absorbers, wie die transiente Lebensdauer der Absorbersonden, bestimmt wer-
den konnen.

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde ein experimenteller Aufbau realisiert, mit
dem die einzelnen Voraussagen des Modells verifiziert werden konnten. Zum Ende wurden
dann die einzelnen Vorhersagen einzeln in entsprechenden Experimenten iiberpriift.

Es wurde experimentell gezeigt, dass eine axiale Auflosung mittels einer Transmissi-
onsmessung realisierbar ist und damit eine dreidimensionale Abbildung einer komplexen
Probe moglich ist. Neben der rdumlichen Abbildung wurde ebenfalls gezeigt, dass eben-
falls die Dynamik transienter Absorptionsprozesse mit diesem Verfahren aufgeklért wer-
den konnen und es wurde weiterhin die erzielbare Nachweisempfindlichkeit abgeschétzt.

Es zeigte sich, dass das in dieser Arbeit vorgestellte Modell die experimentellen Er-
gebnisse schliissig erkldren zu vermag.

Zusammenfassend lédsst sich nun sagen, dass es erstmalig moglich ist rein absorbierende
Proben mit hoher raumlicher Auflésung und hoher Nachweisempfindlichkeit zu erfassen
und dreidimensional abzubilden. Dabei ist die theoretisch erzielbare raumliche Auflésung
nicht nur eine theoretische Grenze, sie lasst sich vielmehr auch praktisch relativ leicht
iiber eine beugungslimitierte Fokussierung realisieren. Damit erschliefft sich nun eine
ganze Palette von Untersuchungsobjekten, die sich der dreidimensionalen Strukturauf-
kldarung via der klassischen konfokalen Mikroskopie bisher erfolgreich entzogen haben.

Weiterhin wurde auch noch der Grundstein gelegt, der es ermdglicht ortsaufgelost die
Lebensdauer der Absorbersonden zu spektroskopieren. Viele materialwissenschaftliche
Fragestellungen, z.B. in der Membranforschung, konnten damit erfolgreich beantwortet
werden.

Ebenfalls wurde gezeigt, dass der Nachweis einzelner Molekiile bei Raumtemperatur
einzig anhand ihrer Absorption in erreichbare Néahe geriickt ist. Dies wiirde der Grund-
lagenforschung helfen viele noch ungeklérte Fragen zu beantworten, z.B. der Frage nach
den “Dark States” bei der Einzelmolekiildetektion via der Laserinduzierten Fluoreszenz.
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Die Wiirdigung des auf wesentlichen Teilen dieser Arbeit basierenden Patentes mit
dem Hochschulerfinderpreis im Jahre 2003 zeigt, dass das Potenzial dieses Messverfah-
rens iiber den reinen Bereich der Grundlagenforschung hinaus geht.
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A.1. Gerateliste

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.
15.

Master-Lock-In-Verstérker: Fa. Stanford Research Systems, SR830
Slave-Lock-In-Verstérker: Fa. Stanford Research Systems, SR850

Stromverstérker: Fa. Femto, Variable-Gain Low-Noise Current Amplifier DLPCA-
100, modifiziert auf Rauschdaten des Nachfolge-System Variable-Gain Low-Noise
Current Amplifier DLPCA-200

Photodetektor: Fa. Hamamatsu, S2386-18K
Mikroskopobjektive: Fa. Linos, jeweils ein 10-fach-Objektiv, NA=0,3

Strahlaufweitungssysteme: Fa. Linos, modifiziertes 25-faches Strahlaufweitungssy-
stem mit Raumfilter (20 pm-Pinhole), die Austrittslinse wurde jeweils durch eine
achromatische Linse (f=50 mm, freier Durchgang 12 mm) der Fa. Linos ersetzt.

Fokussierlinse zur Detektion: Fa. Linos, achromatische Linse, f=160 mm, freier
Durchgang 30 mm.

Positioniertisch fiir die Probenhalterung: Fa. Marzhduser, HS 6 / 3 mit Steuerung
MCL 3.

Positioniertisch fiir das Messlichtobjetiv: Fa. Newport, 562 Series ULTRAlign Pre-
cision Fiber Optic Positioning System fiir 3-Raumachsen

Messlaser: Fa. MellesGriot, griiner HeNe-Laser (A = 543, 5nm), 1,5 mW Ausgangs-
leistung

Anregungslaser: Fa. HB-Laser, griines DPSS-A-Lasermodul (A = 532nm), 40 mW
Ausgangsleistung

Interferenzfilter: Fa. OmegaOptical, passend fiir beide Lasertypen, FWHM der
Transmission 0,5 nm

Modulationsquelle: Fa. HB-Laser, OEM-Modul inkl. Treiberelektronik, Typ AOM
Acustooptik-Modulator, einkanalig, bis 20 MHz modulierbar.

Video-Kamera: Fa. Lechner CCTV, Typ Minitron MTV-62V1-EX
Video-Objektiv: Fa. Rodenstock, Macro-Objektiv, 1:1 Abbildung
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A.3. Veroffentlichungen

1. R. Menzel, R. Bornemann, E. Thiel, Influence of Chemical Substitution and Elec-
tronic Effects on the Triplet State Kinetics of Xanthene Dyes , Phys. Chem. Chem.
Phys. 1 (1999) 2435

2. R. Bornemann, E. Thiel, “Single molecule level absorption spectroscopy in solu-
tion”, in: J. Greve, G.J. Puppels and C. Otto (ed.), Spectroscopy of Biological
Molecules: New Directions (1999) 683

3. B. Walk-Lauffer, R. Bornemann, D. Knéfel, E. Thiel, “In Situ Observation of Hy-
drating Cement-Clincer-Phases by Means of Confocal Scanning Microscopy - First
Results”, 24th International Congress on Cement Microscopy, 2002 in San Diego
(USA), 95-106, ICMA

4. Rainer Bornemann, Erwin Thiel, “dCAM - Dreidimensionale konfokale Laser--
Absorptionsmikroskopie zur rdumlichen Strukturaufklarung”, Photonik 01/05, 44
(2005)
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2. R. Bornemann, R. Sens, E. Thiel, “Verfahren zur Detektion der durch einen Um-
welteinfluss hervorgerufenen Eigenschaftsdnderung einer Probe”, Deutsche Patent-
Anmeldung Nr. DE10337877 bzw. PCT-Anmeldung Nr. W0O2005019808.
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2. “Single Molecule Level Absorption Spectroscopy in Solution”, New Trends in Phy-
sics, Chemistry and Biology with Single Molecules, Symposium der VW-Stiftung,
Wiesbaden (1999)

3. “Absorption Spectroscopy at Single Molecule Level”, 6th international conference
on methods and applications of fluorescence, Paris, Frankreich (1999)

4. “Nachweis von Triplett-Triplett-Absorptionen auf Einzelmolekiilebene”, Bunsenta-
gung Wiirzburg (2000)

5. “Sind Absorptionsmessungen an einzelnen Molekiilen unterhalb des Beugungslimits
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6. “Absorption measurements at single molecule level behind the diffraction limit”, 7th
Conference on Methods and Applications of Flourescence Spectroscopy, Imaging
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