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1 Einleitung

Die elementaren Bausteine der Materie bestehen aus der Sicht des Chemikers aus
Atomen und Molekllen. So ist die Detektion, Analyse und Manipulation von
einzelnen Atomen und Molekllen das ultimative Limit der Chemie, wenn es um die
Handhabung ihrer elementaren Bausteine geht. Durch den wissenschaftlichen
Fortschritt ist es in der heutigen Zeit moglich geworden, mit einzelnen Atomen und
Molekulen Experimente durchzuflhren.

Erstmals gelang es Binnig und Rohrer 1981 mit dem Rastertunnelmikroskop (STM,
scanning tunnel microscope) atomare Auflosung zu erreichen [Binnig1982]. Eine
Weiterentwicklung ist das Rasterkraftmikroskop (AFM, atomic force microscope)
[Binnig1986], bei dem eine atomare Auflosung 1995 auf einer nichtleitenden
Oberflache erreicht worden ist [Giessibl1995]. Auch mit einem Transmissions-
elektronenmikroskop (TEM) kann atomare Auflésung erreicht werden [Fultz2001]. Im
Gegensatz zur optischen Mikroskopie sind all diese Methoden jedoch auf
Oberflachen oder dunne Schichten beschrankt.

Vor gut zehn Jahren konnte die Lichtempfindlichkeit der optischen Mikroskopie bis
zur Detektion eines einzelnen Farbstoffmolekills gesteigert werden [Moerner1989]
[Orrit1990]. Die GroRRe des Farbstoffmolekils von etwa 1 nm kann aufgrund des
optischen Beugungslimits jedoch nur in etwa 300 nm groRen Beugungsbilder
abgebildet werden. Mit der optischen Einzelmolekulspektroskopie (SMS, single
molecule spectroscopy) konnen zahlreiche Informationen Uber das Farbstoffmolekdil
erhalten werden. Die Bestimmungsgenauigkeit der Orientierung des Farbstoff-
molekuls wird zum Beispiel lediglich von der MefRqualitat bestimmt. So kann der
Orientierungswinkel auf 0,5° bestimmt werden, wodurch sehr kleine Bewegungen
eines einzelnen Molekuls beobachtet werden konnen. In den letzten 12 Jahren hat
sich die Spektroskopie und Mikroskopie von einzelnen Molekulen in Physik, Chemie
und Biologie zu einem wichtigen und eigenstandigen Gebiet entwickelt [Basche1996]
[Wild1996] [Nie1997] [Xie1998] [Moerner1999] [Weiss1999] [Moerner2002]
[Tamarat2000] [Rigler2001].

Eines der Hauptanwendungsgebiete der SMS liegt heute im Bereich der Biologie
[Ishii2000] [Schmidt1996] [Seisenberger2001]. In dieser Arbeit soll jedoch gezeigt
werden, dall auch in den Materialwissenschaften die Einzelmolekulspektroskopie
eingesetzt werden kann. Im Zentrum der Arbeit stehen dabei anorganische
Molekularsiebe, deren Poren organische Fluoreszenzfarbstoffe enthalten. Durch den
Einschluf® von Gastmolekullen in Molekularsiebe kdnnen Materialien mit einstellbaren
chemischen und physikalischen Eigenschaften hergestellt werden [Behrens1996]
[Moller1998] [Langley1999] [Ozin2000]. Die hohe Ordnung der Porenstruktur wird
dabei auf die Anordnung der Gastmolekile Ubertragen. Mit chemischen Methoden
konnen Porenstrukturen mit nahezu jedem beliebigem Porendurchmesser herstellt
werden [Schiith1995]. Besonders vielversprechend sind die optischen Eigenschaften
von organischen Farbstoffmolekulen als Gastmolekul in der Porenstruktur. So
wurden auf dieser Basis bereits z.B. Kristalle zur Frequenzverdopplung
[Marlow1994], Farbstofflaser [lhlein1998], optische Schalter [Wohrle2001] und
Sensoren [Meinershagen1999] hergestellt. Die GroRe eines organischen
Farbstoffmolekuls mit ca. 1 nm bestimmt in diesen Anwendungen den passenden
Porendurchmesser der Wirtstrukturen. Die Eigenschaften dieser neuen Materialien
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hangen oft sehr davon ab, ob der Farbstoff wirklich definiert in den Molekularsieb
eingebaut wird. Mit einem konfokalen Mikroskop soll daher die Homogenitat der
farbstoffbeladenen Molekularsiebe untersucht werden. Aufgrund des hohen
Auflosungsvermogens des konfokalen Mikroskops ist es moglich, die
dreidimensionale Konzentrationsverteilung der Farbstoffmolekile zu bestimmen. Als
weitere Information kann aus der Polarisation des Lichtes die Orientierung, aus der
Zeit die Fluoreszenzlebensdauer und aus der Photonenenergie das
Fluoreszenzspektrum gewonnen werden. Richtig interessant werden die
Untersuchungen dadurch, dal® aufgrund der hohen Sensitivitat der
Fluoreszenzmikroskopie sogar die einzelnen Farbstoffmolekule in der Porenstruktur
beobachtet werden kénnen. Dadurch kénnen von den beobachteten Heterogenitaten
auch die Verteilungsfunktionen bestimmt werden, von denen bei einer Messung an
vielen Molekulen (Ensemble) nur der Mittelwert erhalten wird. SchlieBlich erlaubt es
die Einzelmolekullspektroskopie sogar dynamische Anderungen im Verhalten von
individuellen Molekulen zu beobachten.

Die Entwicklung von farbstoffbeladenen Molekularsieben, in denen organische
Farbstoffmolekile Funktionen besitzen, ist ein Ziel der Bemihungen im Arbeitskreis
Brauchle. Diese Entwicklung wird in Zusammenarbeit mit verschiedenen
synthetischen Arbeitsgruppen vorangetrieben. So kénnten Bauteile wie optische
Schalter, Ventile oder Rotoren auf der Basis eines einzelnen Molekuls realisiert
werden. Fir die Synthese der anorganischen Strukturen wurden Kooperationen mit
den Arbeitsgruppen von P. Behrens aus Hannover, F. Schith aus Muhlheim/Ruhr
und D. Wohrle aus Bremen geschlossen. Erste Arbeiten gemeinsam mit der
Arbeitsgruppe T. Bein in Minchen wurden aufgenommen.

Der letzte Teil der Arbeit beschaftigt sich mit dem grun fluoreszierendem Protein
(GFP). Dieser Teil der Arbeit wurde als Fortsetzung der Diplomarbeit kurzzeitig
neben den anderen Arbeiten durchgefuhrt. Das GFP Molekul besteht nur aus einer
Aminosauresequenz und ist genetisch codierbar [Brejc1997]. Es kann daher in jeder
beliebigen Zelle erzeugt werden. Dadurch hat dieses Protein in den letzten Jahren
die Molekularbiologie revolutioniert [Stearns1995] und ist mittlerweile mit seinen
Varianten das am meisten genutzte Markerprotein. Zur Aufklarung der
Fluoreszenzeigenschaften wurden Kurzzeit- und Tieftemperaturexperimente (Uber
77 K) durchgefuhrt [Chattoraj1996] [Lossau1996]. Tieftemperaturexperimente an
Proteinen, die natlrlich nicht physiologischen Bedingungen entsprechen, dienen
dazu, die schnelle Beweglichkeit der Proteine einzufrieren, um verschiedene Sub-
Zustande zu beobachten [Parak1993]. In dieser Arbeit wurden bei Temperaturen von
flissigem Helium (ca. 2K) fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen an GFP
durchgefuhrt. Die Erniedrigung der Temperatur unter 20 K ermdglicht die Anwendung
von hochaufgeloster Fluoreszenzspektroskopie wie Fluoreszenzlinien-
verschmalerung [Vanderkooi1997] und spektralem Lochbrennen [Friedrich1995]
[VOlker1989]. Neben dem Wildtyp - GFP wird auch eine Reihe von gentechnisch
erzeugten Varianten untersucht, um Struktur-Eigenschafts Beziehungen aufzuklaren.
Die verschiedenen Proteine wurden in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
B. Steipe vom Genzentrum der LMU hergestellt.

Die Arbeit ist wie folgt gegliedert:

Im 2. Kapitel werden die Grundlagen und die experimentelle Durchfuhrung
beschrieben. Hier werden die Grundlagen der Diffusion, die Optik im konfokalen
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Mikroskop, bisher bekannte und fir die Arbeit relevante Experimente und der
gesamte experimentelle Aufbau beschrieben.

Das 3. Kapitel beschaftigt sich mit dem chemischen und physikalischem Aufbau der
Probensysteme. Dazu gehdren die Farbstoffe mit ihren physikalischen Prozessen
beim Fluoreszenzvorgang, die Strukturen der pordsen Festkorper und die
Herstellung der Proben.

Im 4. Kapitel werden dann die Ergebnisse der durchgefihrten Experimente
vorgestellt. Der Inhalt in diesem Kapitel ist nach den fundamentalen Eigenschaften
von Licht geordnet. Erst wird der Ort, dann die Intensitat, anschlieRend die
Polarisation und schlieBlich die Fluoreszenzphotonenenergie (Fluoreszenzspektren)
behandelt. Innerhalb der einzelnen Unterkapitel werden erst Experimente mit vielen
und dann mit einzelnen Molekullen prasentiert. Die Einzelmolekulexperimente werden
schlief3lich noch in statische und dynamische Untersuchungen unterteilt.

Im 5. Kapitel wird ein sehr kurzer Uberblick Uber die durchgefiihrten
Tieftemperaturuntersuchungen an den grin fluoreszierendem Protein (GFP)
gegeben.

Das abschlieRende 6. Kapitel fal3t den wichtigsten Inhalt der Arbeit kurz zusammen.



2 Grundlagen und Methoden
2.1 Gast/Wirt-Systeme

Ein Festkorper (Wirt), in dem freie Platze mit Molekulen (Gast) besetzt werden wird
als Wirt/Gast-System bezeichnet. Mechanische, chemische und physikalische
Wechselwirkungen zwischen den freien Platzen und den eingelagerten Molekuilen
fuhren zu einer wohldefinieten Ordnung der Gaste auf der molekularen
Langenskala. Dadurch werden Materialeigenschaften erzielt, die sich von den freien
Molekulen drastisch unterscheiden [Langley1999].

Als Wirt werden entweder organische Molekulkristalle [Roth1998] oder anorganische
Molekularsiebe, die meist aus den Elementen Si, O und Al bestehen verwendet. In
dieser Arbeit werden als Wirt nur anorganische Gerlststrukturen und als Gast
organische Fluoreszenzfarbstoffe verwendet.

Bisher werden anorganischen Molekularsiebe Uberwiegend als "Wasserentharter" in
Waschmitteln und als hochselektive Katalysatoren bei der Benzinherstellung
eingesetzt. Der mengenmalig groldte Verbraucher von Zeolithen ist die
Waschmittelindustrie mit ca. 700.000 Tonnen pro Jahr [Erlangen2001]. Ein witziges
Beispiel flir eine neue Anwendung ist ein selbstkiihlendes Bierfall [Zeotech2002].
Dieses funktioniert aufgrund der Mdoglichkeit von Zeolithen reversibel Wasser zu
binden und dadurch dessen 'Verdunstungskalte' zu speichern.

2.1.1 Neue Materialien

Obwohl viele grundlegende Eigenschaften der Wirt/Gast-Systeme unverstanden
sind, wurden in den letzten Jahren bereits einige neuartige Materialien auf der Basis
von zeolithgekapseltem Farbstoffen realisiert. Einige Beispiele sollen hier kurz
diskutiert werden. Verschiedene Ubersichtsartikel sind von den Gruppen Behrens et
al. [Behrens1996] Bein et al. [Moller1998] Ozin et al. [Ozin2000] und Schuth et al.
[Schiith1995] erschienen.

2111 Optische Frequenzverdopplung

In der optischen Informationsverarbeitung und -speicherung (Photonik) bendtigt man
Materialien mit starken Licht-Materie-Wechselwirkungen, also grofden optischen
Nichtlinearitaten. Die wichtigen Prozesse der optischen Frequenzverdopplung
(second harmonic generation, SHG) und des Pockelseffekts, bendtigen dabei
Strukturen die keine Inversionssymmetrie besitzen durfen. Es gibt zwar viele
Molekile, die flir diese Anwendungen hervorragend geeignet waren, jedoch im
Molekulkristall oder eingebettet im Polymer eine Inversionssymmetrie aufweisen. Es
wurde gezeigt, dall diese Molekile durch die Einlagerung in die réhrenférmigen
eindimensionalen  Strukturen des anorganischen Molekularsiebs AIPO4-5
gleichmalig ausgerichtet werden koénnen. Dadurch wird die Inversionssymmetrie
gebrochen und es entstehen Materialien, die effektive optische Frequenzverdopplung
erlauben [Cox1988] [Marlow1994] [Caro1992]. Abbildung 1 stellt schematisch die
geordnete Anordnung der Molekule im Kristall dar.
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Abbildung 1: Ordnung von p-Nitroanilin im AIPO4-5 Kristall. Die p-Nitroanilin Moleklle
sind gleich ausgerichtet. Aufgrund der nicht vorhandenen Inversionssymmetrie ist
nun optische Frequenzverdopplung maoglich.

2.1.1.2 Farbstofflaser

Aufgrund der raumlichen Trennung der Gastmolekile in einem Wirt/Gast-System ist
es moglich, sehr hohe Farbstoffkonzentrationen in einen Zeolith einzulagern, ohne
dald es zur Bildung von Dimeren oder Agglomeraten kommt. Dies ermdglicht die
Konstruktion eines extrem kleinen Farbstofflasers. Innerhalb der reflektierenden
Innenseiten eines sechseckigen AIPO4-5 Kristalls kann die sogenannte "whispering
gallery"-Mode als Ringresonator verwendet werden (siehe Skizze rechts oben in
Abbildung 2). Abbildung 2 zeigt einen AIPO4-5 Kristall als Laser.



Abbildung 2: Farbstofflaser aus einem kleinen AIPO4-5 Kristall. Der etwa 20um lange
und 8um dicke, an den Enden ausgefranste Kristall, liegt auf einem Spiegel. Das
Spiegelbild des Kristalls (untere Halfte) zeigt andere Punkte, aus denen das
Laserlicht aus dem Kristall austritt (die dunkeln Punkte). Dadurch kann gezeigt
werden, dal} die Lichtemission gerichtet ist. Aus [Laeri1998] Fig2.

Das Licht, das aus den Seiten des Kristalls austritt, hat im Gegensatz zur
Fluoreszenz ein sehr schmales Spektrum [Ihlein1998].

2.1.1.3 Elektronentransfer, Energietransfer

In einer Reihe von Experimenten wurde auch gezeigt, dall unter bestimmten
Bedingungen die Porenstruktur von Zeolith L oder Y die Selbstorganisation von
mehrkomponentigen Elektronentransfer-Systemen induziert [Krueger1988]. Ein
primares  Akzeptormolekul Dialkyl-2,2'-bipyridinium und ein  sekundares
Akzeptormolekul Benzylviologen orientieren und assoziieren in der Kanalstruktur des
Zeoliths, wahrend das voluminése Donormolekul Rutheniumtrisbipyridyl an der
Kristalloberflache fixiert bleibt. In anderen Beispielen wird der Donor und der
Akzeptor innerhalb des Faujasitgertsts immobilisiert [Borja1993] [Yoon1994]. Solche
Elektronentransfersysteme arbeiten ahnlich der biologischen Photosynthese und
konnen zur Energiespeicherung verwendet werden.

In der Gruppe um G. Calzaferri werden kiinstliche Lichtsammelkomplexe konstruiert
[Gfeller1998]. Dazu werden bis zu drei verschiedene Farbstoffe in hohen
Konzentrationen in Zeolith L eingelagert. Die Energie von Licht, das von einem der
orientierten Farbstoffmolekile im Kristall absorbiert wird, kann im Kristall schnell
weiter diffundieren (Siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines kunstlichen Antennenkomplexes. Die
Rechtecke stellen Farbstoffmolekile dar. Die Energie von absorbiertem Licht kann im
Kristall diffundieren. Aus [Gfeller1997].

21.1.4 Optische Schalter

Es wurden schon verschiedene optische Schalter auf der Basis von Wirt/Gast-
Systemen realisiert [Wohrle2001].

Es wurde gefunden, dal} das Farbstoffmolekul Thionin im Zeolith Y verschiedene
spektrale Positionen einnehmen kann [Ehrl1994]. Bei Temperaturen von wenigen
Kelvin kénnen die beiden spektralen Zustande uber deren Fluoreszenzspektren
detektiert werden. Ein Vergleich mit Ergebnissen von Rietveld-verfeinerten Pulver-
Rontgendiffraktogrammen des ahnlichen gebauten Methylenblaus legt nahe, dal}
innerhalb des grolien Superkafigs von Zeolith Y zwei raumliche Positionen existieren,
die den beiden spektralen Positionen entsprechen konnten [Hoppe1994]. Auch
guantenmechanische 'ab initio' Rechnungen zeigen diese beiden Positionen, die
durch eine geringe Barriere voneinander getrennt sind [Muller1999] [Muller2000].

Abbildung 4 zeigt die beiden gefundenen Einbaulagen und die beiden spektralen
Positionen von Methylenblau bzw. Thionin in der Faujasitstruktur.

Abbildung 4: Einbaulagen a) und Termschema b) von Methylenblau/ Thionin in
Faujasit [Ehrl1994] [Hoppe1994].



In einem anderen Ansatz wird die Schaltstabilitdt eines photochromen Spiropyran-
Farbstoffes durch den Einbau in einen Molekularsieb erheblich gesteigert
[Schomburg2001].

Photoinduziertes Schalten von Azobenzol zwischen der Cis- und der Transform ist
auch in den Poren von AIPO4-5, ZSM-5 und Silikalit-1 (ZSM-5 aus reinem SiO,)
moglich. Untersuchungen an einzelnen Kristallen zeigen eine stark veranderte
Doppelbrechung, die eine empfindliche Detektion der Schaltvorgangen erlaubt
[Hoffmann1997].

Eine Ubersicht (ber Photochemie in Zeolithen mit dem Ziel der Kontrolle von
photochemischen Reaktionen aufgrund des supramolekularen Aufbaus von Wirt-
Gast-Systemen bieten Scaiano und Garcia [Scaiano1999]. Eine aktuelles
Verzeichnis bekannter photochemische Reaktionen und deren Produkte bietet die
Internetseite des "Radiation Chemistry Data Center" [NDRL2001].

21.1.5 Sensoren

Durch eine Synthese von Nil Rot in der Porenstruktur von Faujasit ist es moglich, den
Farbstoff fest im anorganischen Material zu verankern, ihn aber fur kleine Molekile
zuganglich zu machen. Das Absorptions- und das Fluoreszenzspektrum dieses
Farbstoffes reagiert empfindlich auf die Polaritdt des verwendeten Ldsungsmittels.
Dadurch entsteht ein Material, das als Sensor fur Losungsmittel und deren Dampfe
verwendet werden kann [Meinershagen1999]. In regelmaRig aufgebauten
dreidimensionalen Porensystemen aus Makroporen, die die Grofde der Wellenlange
des sichtbaren Lichtes besitzen, kédnnen vom Brechungsindex des eingelagerten
Losungsmittels abhangige Farbeffekte erreicht werden [Blanford2001].

Andere Detektoren wurden auf der Basis von SnO, oder TiOz-haltigen
Molekularsieben fur reduktive oder oxidative Gase und auf der Basis von Rhodamin
Farbstoffen in MCM-41 zur Bestimmung von SO, realisiert [Wark2000] [Scott2001].

Eine konkrete Realisierung eines Feuchtigkeitssensors auf der Basis von ZSM-5
Kristallen ist in Scandella et al. [Scandella1998] beschrieben.

2.1.1.6 Molekulare Drahte

Es ist gelungen, molekulare Drahte, also isolierte eindimensionale Strange eines
leitenden Polymers, in mesopordsen Molekularsieben herzustellen [Wu1994]. Dazu
wird in einem eindimensionalen mesoporosen Festkorper, Anilin zu dem elektrisch
leitfahigen Polyanilin polymerisiert. Abbildung 5 zeigt schematisch den Aufbau des
eindimensionalen elektrisch leitfahigen Polymers in einer hexagonalen Porenstruktur.
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Abbildung 5: Aufbau eines eindimensionalen elektrisch leitfahigen Polymers in einer
eindimensionalen Porenstruktur. Aus [Wu1994].

Durch die Pyrolyse des organischen Tripropylamin Templats in AIPO4-5 ist es
maoglich, innerhalb der Poren sehr dinne Kohlenstoff-Nanoréhren mit etwa 0,4 nm
Durchmesser herzustellen [Wang2000]. An diesen Kohlenstoffrohren konnten die
polarisationsabhangigen Absorptionsspektren erklart [Li2001] und elektrische
Leitfahigkeit nachgewiesen [Tang1998] werden.

2.1.2 Variationsmoglichkeiten

Eine Kombination aus verschiedenen Effekten beschreibt die Wechselwirkung
zwischen Wirt und Gast. Sowohl am Wirt, als auch am Gast, kdnnen diese Effekte
mit chemischen Methoden variiert werden. Die Abbildungen 6 und 7 zeigen
beispielhaft die Variationsmoglichkeiten der GroRe, der Form und der Polaritadt am
Gast und am Wirt.

1.1 nm 1.59 nm

——— ———
Molekilgréie w m

Perylen Terrylen

Form :

L [k
& %K:" &7
trans-Azofarbstoff

N cis-Azofarbstoff
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w ,gx * “’ *f' )
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Abbildung 6: Chemische Variationsmaoglichkeiten an der Porenstruktur.
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Abbildung 7: Chemische Variationsmaoglichkeiten an den Gastmolekulen.

Die wohl entscheidenste Variationsmoglichkeit ist die nahezu beliebige Anpassung
der PorengroflRe. Es existieren stabile Porengertuste mit Porengréf3en, die von der
Einlagerung eines kleinen He-Atom (ca. 0,2 nm) bis hin zu Polymeren von weit Uber
10 nm reichen. Ab einer PorengroRe von etwa 2 nm wird jedoch keine definierte
Wandstruktur mehr erreicht, so dal} die Wande nur mehr aus amorphem Material
bestehen. Nach IUPAC werden Festkorper mit einem Porendurchmesser unter 2 nm
als mikropordse Materialien und Festkorper mit einem Porendurchmesser von 2 bis
50 nm als mesopordose Materialien bezeichnet [McCusker2001]. Unter den
nanoporosen Festkorpern wird im Allgemeinen ein Material mit Poren in der
Grolkenordnung von einem nm (etwa 0,5 bis 5 nm) bezeichnet. Abbildung 8 zeigt
einen Uberblick Uber die verschiedenen PorengréRen und darin passende
Gastmolekdle.
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Abbildung 8: Uberblick (iber die bei nanoporésen Materialien zuganglichen
PorengrofRen sowie typischen Gastmolekullen. Auf der rechten Seite ist der Bereich
der Mikroporen vergroRert dargestellt. Aus [Schith1995].

2.1.3 Ziele: Molekulare Funktionen

Durch verschiedene Strategien sollen Funktionen durch die Einlagerung von
Farbstoffen in die Wirtsstruktur erzeugt werden:

e Die dreidimensionale, wohldefinierte Fixierung von funktionstragenden
Molekulen (Ventil, Schalter)

e Die Ausnutzung von Wirt/Gast Wechselwirkungen (Rotor, Schalter)

e Die Ausnutzung der Porenstruktur und GroRRe (Ventil, GefaR).

Mittels der optischen Einzelmolekulspektroskopie sollen anschliel3end die Funktionen
einzelner Farbstoffmolekile in der Wirtsstruktur untersucht werden.

2.1.3.1 Schalter

Ein Ziel der Einzelmolekullspektroskopie ist es, Informationen mit der Hilfe eines
Molekuls zu speichern. Zu diesem Zweck mussen mindestens zwei stabile Zustande
des Molekuls vorhanden sein. Ideen fur die Realisierung eines optischer Schalters
sind in Abbildung 9 skizziert.
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Dabei werden zum einen die

% Eigenschaften des gerichteten
Ubergangsdipolmoments eines
a) Farbstoffmolekuls und der damit

verbundenen Polarisation des Lichts
ausgenutzt. Kann die Orientierung des
Farbstoffmolekuls definiert ausgerichtet
_ und der Orientierungswinkel auf +2°
bestimmt werden, so kdnnten prinzipiell
pro Moleklil sogar bis zu 90
verschiedene Informationen
gespeichert werden. Durch die
Einlagerung in nanopordse Festkorper
kann dem Farbstoffmolekul eine solide
>v Umgebung vorgegeben werden und
aufgrund der vielfaltigen
Abbildung 9: Einzelnes Farbstoffmolekul  Variationsmdglichkeiten von Gast und
als optischer Schalter. a) Anderung der Wirt (siehe Abschnitt 2.1.2) die
Orientierung und damit der Richtung des Schaltenergie =~ optimal ~ angepaft
Ubergangsdipolmoments, b) Anderung werden.
der Ubergangsenergie.

Ein anderes Konzept ist die Ausnutzung von spektralen Anderungen des
Farbstoffmolekuls. Dazu kann, wie in Abbildung 9 b dargestellt, in zwei
verschiedenen Spektren A/B jeweils eine 0 oder 1 gespeichert werden. Auf dieser
Basis wurden bereits Schalter konstruiert (siehe Kapitel 2.1.1.4). Auf der Basis eines
einzelnen Molekiils kann von Terrylen in einem p-Terphenyl Kristall die Anderung der
Anregungsspektren bei Tieftemperaturen detektiert werden [Kulzer1997]. Hierbei
andert sich in der naheren Umgebung des Farbstoffmolekils die Konformation eines
p-Terphenyl Molekiils, was zu einer definierten Anderung der Absorptionsfrequenz
um 0,947 nm fuhrt.

2.1.3.2 Ventil /| Gefa

Einige Farbstoffmolekile kénnen unter dem Einflul von Licht erheblich die Form
andern. Dadurch ist es mdglich, die Diffusionseigenschaften in Poren gezielt zu
beeinflussen. So kdnnen zum Beispiel Bereiche in einem pordsen Festkorper
verschlossen werden, um dadurch extrem kleine Gefalde herzustellen. Abbildung 10
zeigt das Funktionsprinzip eines optisch adressierbaren Ventils in einer
eindimensionalen Pore.

12
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Abbildung 10: Einzelnes Farbstoffmolekul als optischer Verschlu® oder Ventil. Links
offener Zustand, Rechts geschlossener Zustand.

Durch solche adressierbare Schalter ist zum Beispiel der Diffusionsweg eines
einzelnen Molekuls durch die Porenstruktur steuerbar. Bekannte Farbstoffe, die ihre
Konformation durch Licht andern, sind die Spiropyrane [Levy1988] und die
Azofarbstoffe [Rau1990]. Makroskopisch wurde dieses Prinzip bereits durch die cis-
trans Isomerisierung von Azobenzol in Molekularsieben realisiert [Hoffmann1997].

2.1.3.3 Rotor

Die Drehbewegung eines einzelnen Moleklls innerhalb einer Pore kann fur
verschiedene Funktionen eingesetzt werden. Abbildung 11 zeigt das
Funktionsprinzip eines drehbaren Molekuls in einer Pore.

Die Drehung eines einzelnen

Farbstoffmolekils kann gut mit der

Einzelmolekulspektroskopie beobachtet

werden. Fur die kontrollierte Erzeugung

einer Drehbewegung in eine Richtung

stehen mehrere Konzepte zur

Verfligung. Zum einen kann durch ein

aulderes elektrisches Feld ein

V. Farbstoffmolekul, das ein permanentes

Dipolmoment besitzt, ausgerichtet

werden. Dieses elektrische Feld konnte

7 auch mit einem intensivem Lichtfeld

erzeugt werden (optischer Kerreffekt)

Abbildung 11: Einzelnes Farbstoffmolekul [Schwarz1999]. Eine andere Mdglichkeit

drehbar in einer Pore. ist die Ausnutzung der thermischen

Eigenbewegung des Moleklls bei

Raumtemperatur. Durch Zufuhren von Energie in Form von "farbigem" Rauschen

kann eine Brownsche Drehung in nur einer Richtung erreicht werden. Abbildung 12

zeigt, wie Brownsche Diffusionsbewegung in einen gerichteten Materialtransport
verwandelt werden kann [Bartussek1995].
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Abbildung 12: Schematische Darstellung wie aus der Oszillation eines
asymmetrischen Ratschenpotentials ein Materialtransport realisiert werden kann.
Start (oben) eingeschaltetes Ratschenpotential, die Teilchen sammeln sich in
Minimum (2); ausgeschaltetes Potential (mitte), die Teilchen diffundieren in beide
Richtungen los; wieder eingeschaltetes Potential (unten), die Teilchen, die nach links
diffundierten, sind Uber den Berg gekommen, die nach rechts diffundierten werden
zuruckgeholt. Aus [Bartussek1995].

Der zweite Hauptsatz der Thermodynamik wird dabei natirlich nicht verletzt, da zum
zeitlich passenden Ein- und Ausschalten des Ratschenpotentials Energie benotigt
wird.

2.1.3.4 Fluoreszenzpolarisation einzelner Kristalle

Der orientierte Einbau von Farbstoffmolekulen in die eindimensionalen Poren eines
Festkorpers ist fur Photonische Kristalle von entscheidender Bedeutung (siehe
Abschnitt 2.1.1.1). Ein Experiment mit Uberraschenden Ergebnissen untersucht die
Polarisationsrichtung der abgestrahlten Fluoreszenz der Farbstoffe Oxonin und
Pyronin aus einzelnen Zeolith L Kristallen [Megelski2001]. Die experimentellen
Ergebnisse zeigen eine Verkippung des Ubergangsdipolmoments um o = 72°+3°
gegenuber der Porenrichtung. Abbildung 13 zeigt schematisch die Orientierungen
der Ubergangsdipolmomente, die aufgrund der 6-fachen Symmetrie des Kristalls
gleichmafig in 6 Richtungen aufgeteilt sind.
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Kristallachse

Abbildung 13: Raumliche Orientierungen der Ubergangsdipolmomente in Zeolith L.
(aus [Megelski2001]).

Dieses Ergebnis steht in Widerspruch zu der Tatsache, dal® das
Ubergangsdipolmoment entlang der langen Molekiilachse der untersuchten
Farbstoffmolekule liegt, da Rechnungen zeigen, dal fur eine Einlagerung in die Pore
unter dem ermittelten Winkel von 72° kein Platz vorhanden ist. Als Erklarung wird
eine Beimischung des quer zum Molekil liegenden Ubergangsdipolmoments
aufgrund von starken elektrischen Feldern im Kristall herangezogen.

2.2 Vorteile von Messungen an einzelnen Molekulen

Obwohl Untersuchungen an einzelnen Molekulen experimentell viel aufwendiger sind
als die Messung an vielen Molekilen (sogenanntes Ensemble), kdnnen einige
physikalische Grof3en nur durch die Betrachtung der einzelnen Moleklle ermittelt
werden. Es sind dies diejenigen Prozesse, bei denen durch die Mittelung Uber viele
Moleklle das individuelle Verhalten verloren geht und nur der Mittelwert erhalten
wird. Als anschauliches Beispiel soll je eine Handvoll weiler und schwarzer
gleichartiger Sand zusammen gemischt werden. Es ist nun nicht moglich, dieses
graue Gemisch von grauen oder einem Gemisch aus mehreren verschieden hellen
Sandkornern zu unterscheiden, ohne mit einem Mikroskop die Mischung
aufzutrennen. Durch die Spektroskopie individueller Farbstoffmolekile kann so die
Verteilung der meRbaren Parameter von Ort, Orientierung, Anregungs- und
Fluoreszenzenergie und dynamischem Verhalten bestimmt werden. Die
Untersuchungen sind auf diese 4 Parameter beschrankt, da das Licht, mit dem die
Messungen durchgefuhrt werden, durch die 4 Parameter Richtung, Polarisation,
Energie und Zeit vollstandig bestimmt ist.

Zeitliche Anderungen (Dynamik) im Verhalten von Molekilen kénnen, wenn sie nicht
von auflen synchronisiert werden, Uberhaupt nicht an einem Ensemble von
Molekulen detektiert werden. Als anschauliches Beispiel soll eine Grof3stadt bei
Nacht dienen. Von der Ferne betrachtet, ist nur die Gesamthelligkeit bestimmbar. Die
Dynamik, mit der die einzelnen Lichter ein und ausgeschaltet werden, bleibt diesem
Betrachter verborgen. Auch manche Farbstoffmoleklle zeigen ein ausgepragtes
Blinkverhalten, dessen Ursachen bis heute nicht vollstandig aufgeklart sind.
Bekannte Ursachen fur diese Fluktuationen sind Dunkelzustédnde, wie sie zum
Beispiel durch die Besetzung des Triplettniveaus hervorgerufen werden [Kulzer1999]
oder spektrale Diffusion, bei der die Anregungsenergie des Farbstoffmolekils variiert
[Blum2001].
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2.3 Verschiedene bisher realisierte Experimente
2.3.1 Anderungen der Fluoreszenzspektren einzelner Molekiile

Durch die Aufnahme vieler Fluoreszenzspektren eines einzelnen Molekuls kann die
Dynamik des elektronischen Ubergangs untersucht werden. Erste Untersuchungen
wurden von Lu et al. [Lu1997] an Sulphorhodamin 101 durchgefihrt. Daflr wurden
im Zeitabstand von 170 ms einige 100 Fluoreszenzspektren bis zum Photobleichen
des Moleklls aufgenommen. Die Analyse mittels der Autokorrelationsfunktion des
Schwerpunkts zeigt zwei verschiedene Raten, mit denen sich die
Fluoreszenzspektren andern. Eine intensitatsabhangige Untersuchung zeigt, dal} die
schnelle Rate (~2s™) thermisch induziert ist, die langsame Rate (0,02 bis 0,5s™)
dagegen etwas von der Anregungsleistung abhangig ist.

Untersuchungen an dem Farbstoff Tetramethylrhodamin (TMR) zeigen, daB die
spektralen Anderungen zunehmen, wenn das Farbstoffmolekil an ein Subfragment
des Proteins Myosin angebunden wird [Wazawa2000].

Untersuchungen an DilCs, auf Glas zeigen zwei fluoreszierende Zustande
[Weston1998]. Dafir wurden wenige Fluoreszenzspektren im Abstand von 60 s
aufgezeichnet.

In einer anderen Arbeit [Blum2001] wurden im Zeitabstand von 1 s jeweils einige
hundert Fluoreszenzspektren von einzelnen Perylendiimid Farbstoffen gemessen.
Die Fluoreszenzspektren haben eine deutliche Schwingungsstruktur und erlauben
damit eine detaillierte Analyse von Anderungen der Schwingungsenergien und deren
Franck-Condon Faktoren. Drei Modelle werden vorgestellt, die Anderungen im
Fluoreszenzspektrum erklaren. Abbildung 14 zeigt die drei mdglichen Anderungen
der elektronischen und vibronischen Ubergénge.
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Abbildung 14: Drei Mechanismen, die zu geanderten Fluoreszenzspektren fuhren.
Die Mechanismen S1 und S2 sind auf eine veranderte relative Lage der
elektronischen Niveaus zurtckzufihren. Bei dem Mechanismus S3 andern sich die
Schwingungsenergien, was bisher nicht beobachtet wird. (Aus [Blum2001])

Der Mechanismus S3, bei dem sich die Schwingungsenergien andern, wird bisher
nicht beobachtet. Die Mechanismen S1 und S2 beschreiben die relative Lage der
elektronischen Niveaus (Fluoreszenzenergie und Schwingungskopplung) und
werden auch bei der Auswertung von Fluoreszenzspektren in Kapitel 4.8 verwendet.

2.3.2 Orientierung einzelner Molekiile und deren Anderungen

Die Bestimmung des Ubergangsdipolmoments und damit der Molekdlorientierung,
kann Uber die Polarisation des Anregungslichtes oder des Fluoreszenzlichtes
erfolgen. Bei der Aufspaltung des Fluoreszenzlichtes in die zwei
Polarisationsrichtungen kann zwar eine sehr gute Zeitauflosung erreicht werden, es
sind jedoch zwei Losungen moglich, wodurch die absolute Lage des
Ubergangsdipolmoments nicht bestimmt werden kann. Ein Problem stellt auch die
mogliche Ausrichtung des Ubergangsdipolmoments in z (entlang der optischen
Achse) dar. Bei der Methode der Aufspaltung in zwei Polarisationsrichtungen kann
hierbei ein erheblicher Fehler auftreten, da die z-Polarisation vom Mikroskopobjektiv
relativ gut eingesammelt werden kann [Ha1999]. Aus dem Fluoreszenzsignal kann
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auch die Orientierung direkt bestimmt werden, wenn aullerhalb des Fokus das
Emissionsmuster abgebildet und dessen Form analysiert wird [Bartko1999].

Die alternative Methode, bei der die Anregungspolarisation geandert wird, kann den
Winkel (der xy-Projektion) eindeutig bestimmen, und ist nicht so stéranfallig aufgrund
unbekannter z-Orientierung, da die z-Polarisation der Anregung normalerweise sehr
gering ist [Ha1999]. Durch den Einsatz geeigneter Blenden, die eine starke z-
Polarisation erzeugen, kann auch die z-Orientierung mit einem konfokalen Mikroskop
bestimmt werden [Sick2000].

Eine detaillierte aktuelle Untersuchung von DilCiys Molekilen in dunnen
Polymerschichten beschreiben Weston et al. [Weston2001]. Darin wird mit einer
Zeitauflosung von 32 ms und einer Winkelbestimmungsgenauigkeit von etwa 2° die
Reorientierung von einzelnen Molekilen beobachtet. Es werden keine
kontinuierlichen Umorientierungen, sondern nur plotzliche Springe der Orientierung
beobachtet. Die Sprungrate wird in Abhangigkeit von dem Polymer, der
Polymerfilmdicke und der Anregungsleistung untersucht. Als Ergebnis wird bei
dinneren Polymerschichten eine erhdhte Beweglichkeit der Moleklle beobachtet.
Die Glastemperatur verschiedener Polymere hat jedoch nur einen geringen Einflu3.
Interessant ist eine erhohte Beweglichkeit bei erhdhter Anregungsleistung. Diese
kann aber sowohl durch eine photoinduzierte Dynamik, als auch durch thermisches
Aufheizen des Materials erklart werden.

2.3.3 Fluoreszenzdynamik

Durch die Analyse der Anderungen in der Fluoreszenzintensitat kdnnen dynamische
Prozesse analysiert werden, die einen Einflul auf die Helligkeit des einzelnen
Molekils besitzen. Auf diese Weise sind die Raten des Triplettzustandes und
anderer Dunkelzustande ermittelbar. Im Versuch wird entweder direkt der Verlauf der
Fluoreszenzintensitat mit moglichst hoher Zeitauflésung aufgezeichnet, oder es wird
die Fluoreszenzautokorrelationsfunktion g(t) berechnet, die alle statistisch
relevanten zeitlichen Anderungen enthélt. Der Vorteil der Autokorrelationsfunktion
besteht in einer erheblichen Verringerung des Datenaufkommens, das bei einer
logarithmisch gewahlten Zeitachse mit wenigen hundert Zahlen auskommt. Fur die
genaue Speicherung einer Zeitspur mit ys Zeitauflosung konnen dagegen fast 1
Milliarde Datenpunkte anfallen (z.B. 10° Photonen oder 1000 Sekunden Zeitspur).
Moderne Rechenanlagen konnen mittlerweile diese Datenmengen gut verarbeiten,
wodurch die Speicherung der Zeitspur vorteilhaft wird. Der Informationsvorteil der
Zeitspur besteht in der Freiheit, den Zeitbereich zu wahlen, aus dem die Dynamik
analysiert wird. In der Fluoreszenzautokorrelationsfunktion ist nur der Mittelwert der
gesamten Messung enthalten. Bei Bedarf kann aus jedem beliebigen Abschnitt der
Zeitspur nachtraglich die Autokorrelation berechnet werden. Durch Bildung von
Histogrammen aus den Langen der An- und Auszeiten des Molekuls ist es moglich,
die Triplettzerfallsrate k31 direkt aus den Auszeiten, und die Intersystemcrossingrate
k23 durch Abschatzung der Anregungsrate k12 aus den Anzeiten zu ermitteln
[Kulzer1999] [Ha1997] (siehe auch Kapitel 4.4.2).

Auch aus einem Fluoreszenzabstandshistogramm, bei dem nur der zeitliche Abstand
aufeinanderfolgender Fluoreszenzphotonen aufgezeichnet wird, kann im nachhinein
die Autokorrelationsfunktion berechnet werden [Fleury2000] [Lounis2000]. Auf diese
Weise sind von Terrylen in p-Terphenyl die Intersystemcrossingrate k23 ~ 10° s™ und
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die Triplettzerfallsrate k31 ~ 10° s™ bestimmt worden [Fleury2000]. An Molekiilen, die
mit dem Triplettquenscher Sauerstoff in Kontakt kommen, kann die Triplettzerfallsrate
mit k31 ~ 10° s™ jedoch erheblich schneller sein [Tinnefeld2001].

2.4 Diffusion
241 Statistik und molekulare Beschreibung von Diffusion

Die Diffusion eines Molekuls ist auch auf molekularer Basis erklarbar. In der
kinetischen Gastheorie besitzt jeder Freiheitsgrad die Energie 1/2 kT. Die mittlere
quadratische Translationsgeschwindigkeit in eine Raumrichtung ist daher:

2 _kT
()== "

So hat zum Beispiel ein typisches Protein mit der molaren Masse 14000 g/mol bei
Raumtemperatur eine mittlere Geschwindigkeit von 13 m/s. In Wasser diffundiert das
Protein jedoch in einer Sekunde nur etwa 25 ym weit. Diese Diskrepanz kann
dadurch beseitigt werden, dal} das Protein in Wasser sich nur etwa 6 = 10 nm weit
mit seiner hohen mittleren Geschwindigkeit in eine Richtung bewegen kann, bevor es
nach etwa t = 1 ps durch einen Stol mit den Ldésungsmittelmolekilen die
Bewegungsrichtung andert. Im Ansatz zur eindimensionalen Herleitung des
Diffusionsgesetzes wird nun angenommen, daf® sich das Molekul zwischen zwei
Stélen in der Zeit t die Strecke 6 mit gleicher Wahrscheinlichkeit nach vorne oder
zurick bewegt hat [Berg1993]. Der wichtigste Parameter zur molekularen
Beschreibung von Diffusionsprozessen, die mittlere quadratische Diffusionslange
<x?> kann allein aus diesen Annahmen berechnet werden:

2
2,0
=T 2)

Die Stolzeiten t und die Schrittweite & kann passend zum makroskopisch
definiertem Fickschen Gesetz durch die Diffusionskonstante D ersetzt werden: 2 D =
8*t. Damit ergibt sich im eindimensionalen Fall eine mittlere quadratische
Diffusionslange von:

<x2 > =2-Dt (3)
Wird die Diffusion in mehreren Dimensionen beobachtet (r? = x* + y* + Z%), so ist die
mittlere quadratische Diffusionslange fur jede Dimension um 2 D t groRer.

2

<x >:4'Dt (2 dimensional) (4)
2

<x >:6'Dt (3 dimensional) (5)

Wird von einer dreidimensionalen Diffusion nur eine zweidimensionale Projektion
gemessen, so ist auch nur die zweidimensionale Beschreibung korrekt, da die z2
Werte nicht bertcksichtigt werden.
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Berechnet man explizit die Wahrscheinlichkeit, wie oft das Molekul vorwarts bzw.
ruckwarts diffundiert ist, so erhalt man aus der Binominalverteilung unter
Verwendung der Stirlingschen Naherung fir gro3e Fakultaten eine Gaul3verteilung:

P(x,t)dx:;ewtdx
4Dt (6)

Diese Gleichung ist in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: Aus Gleichung (6) berechnete Wahrscheinlichkeitsdichte ein Molekdl
mit D = 1 nach der Zeitt = 1 im Abstand x anzutreffen. Am Punkt ¢ ist die maximale
Wahrscheinlichkeit auf e°° ~ 61% abgefallen.

Der Graph zeigt die Wahrscheinlichkeitsdichte, ein Molekul nach der Zeit t im
Abstand x anzutreffen. Am wahrscheinlichsten ist es daher, dal3 das Molekul wieder
an seiner Ausgangsposition angetroffen wird. Die mittlere quadratische
Diffusionslange kann mit dem Quadrat der Standardabweichung o identifiziert
werden. Werden Experimente mit vielen Molekllen gemacht, so entspricht die
Wahrscheinlichkeitsdichte der Konzentration. Ein Tintenfleck verbreitert sich
demnach auf einem nassen Loschblatt gau3formig nach Gleichung (6).

Die statistische Analyse von zweidimensionalen Trajektorien erfolgt analog der
Methode von Schitz et al. [Schutz1997]. Dazu werden fur ein Zeitintervall alle
beobachteten quadratischen Diffusionsldangen r* der GroRe nach sortiert. Die
Sortierung nach der fallenden Grofe entspricht der Wahrscheinlichkeit das Molekdll
auRerhalb des Abstandes r® anzutreffen. Die Berechnung dieser
Wahrscheinlichkeitsverteilung ergibt (In der Formel (2) in [Sonnleitner1999] fehlt ein
Minuszeichen im Exponenten):

P(r’1) dr2=f % eV dri=e"
A (7)

Die sortiert angetragenen quadratischen Diffusionslangen werden mit einer
abfallenden Exponentialfunktion angepal3t, und man erhalt die mittlere quadratische
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Diffusionslange <r*>> fiir dieses Zeitintervall. Treten mehrere verschiedene
Diffusionsprozesse auf, konnen diese durch eine Summe von mehreren
Exponentialfunktionen analysiert werden. Die Berechnung der Diffusionskonstante
fur normale Diffusion erfolgt nach dem linearen Zusammenhang zwischen mittlerer
quadratischer Diffusionsldnge <r*> und der Zeit t in Gleichung (4). Beispiele fiir diese
Analyse sind in Kapitel 4.4.7 aufgefuhrt.

2.4.2 Makroskopische Theorie der Diffusion

Die makroskopische Theorie der Diffusion wird mit den beiden Fickschen Gesetzen
beschrieben. Das erste Ficksche Gesetz beruht darauf, dal® der Teilchenfluf® J
proportional zu einem Konzentrationsgefalle ist:

ox (8)
Die Proportionalitatskonstante D wird als Diffusionskonstante definiert. Das zweite
Ficksche Gesetz ist eine Differentialgleichung und beschreibt den raumlichen
Ausgleich der Konzentration mit der Zeit. Dieser Ausgleich ist proportional zur
raumlichen Anderung des Konzentrationsgefalles.

2: DV

5t (9)
Darin ist V2 der dreidimensionale Laplaceoperator: d?/dx? + d?/dy? + d®/dz2. Je nach
Geometrie und Anfangsbedingungen sind verschiedene Losungen der Fickschen
Gesetze mdglich. Beim Auffinden der richtigen Lésungen fur die Differentialgleichung
kann auch Literatur Uber die Warmeleitung in Festkorpern [Carslaw1959]
herangezogen werden, da die Differentialgleichung der Warmeleitung die gleiche
Form hat:

o)
&Y Vi
ot (10)

Einige einfache Falle sollen hier kurz vorgestellt werden. Zur Bestimmung der
Diffusionskonstante D wird aus mikroskopischen Fluoreszenzbildern der
Konzentrationsverlauf aufgenommen und aus diesem die eindimensionale mittlere
Diffusionslange o fur verschiedenen Zeiten ermittelt. Da die Beobachtung der
Eindiffusion entlang einer Raumkoordinate erfolgt, muld das Gesetz flr
eindimensionale Diffusion nach Gleichung (3) angewendet werden. So kann aus dem
zeitlichen Verlauf der mittleren Diffusionslange o nach Gleichung (11) die
Diffusionskonstante D ermittelt werden.

o=vV2Dt (11)

Im folgenden werden die zeitlichen Konzentrationsverlaufe flr einige einfache
Geometrien berechnet.
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24.21 Punktformiger Tropfen

Aus einer punktformigen Quelle soll eine begrenzte Anzahl von Teilchen ¢ in alle
Raumrichtungen diffundieren. Dieses Problem wird durch eine Gaulverteilung
analog Gleichung (6) geldst [Berg1993]:

Co ;zr)zr
c(rt)=———e
(47t Dt)*"? (12)

2.4.2.2 Herausziehen einer Trennwand

Die flache Trennwand bei x = 0 zwischen zwei Raumen mit den Konzentrationen 0
und co wird herausgezogen. Zu diesem Proben ist die Fehlerfunktion erf(x) nétig
[Berg1993].

c(x,t)?()-(l —erf(\/E))

2.4.2.3 Eindiffusion in ebene Grenzflache

(13)

Ein ebener Korper wird mit konstanter Konzentration ¢y versetzt. Dieses Problem ist
dem Herausziehen einer Trennwand ahnlich, jedoch bleibt hier die Konzentration cg
aullerhalb des Korpers durch schnelle Nachdiffusion konstant [Carslaw1959]:

c(x,t)= CO-<1 —erf(%))

Diese Geometrie entspricht schon relativ gut dem Eindringen einer Farbstoffldsung in
ein grofes Probenstuck. Um den Eindiffusionsverlauf einer Messung auszuwerten,
wird die mittlere Diffusionsldnge o ermittelt. Setzt man o = (2Dt)"? wird die mittlere
Diffusionslange fiir ¢ = co* (1-erf(1/(2)""?) = 0.317 ¢, erreicht. Abbildung 16 zeigt das
Konzentrationsprofil bei der Eindiffusion in einen ebenen Korper.

(14)

22



rel. Konzentration

T Y 7 Y 7
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Eindringtiefe

Abbildung 16: Konzentrationsverlauf des Eindiffundierens in einen ebenen Korper.
Die Zahlen an den verschiedenen Kurven sind in Einheiten von (2Dt)”2 angegeben.
Bei einer relative Konzentration von 0.317 gegeniber der Oberflache entspricht die
erreichte Eindringtiefe der mittleren Diffusionslange o.

Fur die Auswertung der Eindiffusion wird die Eindringtiefe o verwendet, bei der das
Fluoreszenzsignal gegenuber der Oberflache auf 31,7% abgefallen ist.

2.4.2.4 Eindiffusion in eine Kugel

Um die Abweichungen der Eindiffusion aufgrund einer dreidimensionalen
Probenform abzuschatzen, wird auch das Eindringen in eine kugelformige Probe
berechnet. Die Kugel mit dem Radius a wird mit konstanter Konzentration ¢, versetzt.
Das entsprechende Problem in der Warmeleitung wurde fur das Ansprechverhalten
von kugelférmigen Thermometern genau untersucht [Carslaw1959] s.233.

2acy > (-1) e
c(rt)=c,+ OZ ) Siﬂ(l/lﬂl)e @

mr n a

n=1

(15)

Die Abbildung 17 zeigt verschiedene Eindringprofile, die durch Berechung von 100
Summanden aus Gleichung (15) erhalten wurden.
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Abbildung 17: Konzentrationsverlauf des Eindiffundierens in eine Kugel. Die Zahlen
an den verschiednen Kurven sind in Einheiten der mittleren Diffusionslange (2Dt)"2.
Alle weiteren Parameter wurden 1 gesetzt. Die gestrichelte Kurve gibt diejenige
Konzentration an, bei der die erreichte Eindringtiefe der mittleren Diffusionslange
entspricht.

Nur bei sehr kleinen mittleren Eindringtiefen o = (2Dt)"? hat sich bei der Verwendung
von mehr als 5 Summanden das Ergebnis noch merklich verandert. Zur Bestimmung
der mittleren Diffusionslange kann hier kein konstantes Konzentrationsverhaltnis
gegenuber der Oberflache angegeben werden. Nahe an der Oberflache entspricht
das Konzentrationsverhaltnis noch dem Wert 0.317, wie bei der Eindiffusion in eine
ebene Grenzflache. Im Zentrum wird jedoch schneller eine hdohere Konzentration
erreicht. Bis zu einer etwa halb geflllten Kugel sind jedoch die Abweichungen noch
recht gering.

24.3 Weitere Methoden der Diffusionsmessung

Es sind verschiedene physikalische Methoden bekannt, um Diffusion experimentell
zu messen. Neben PFG-NMR (Pulsed Field Gradient Nuclear Magnetic Resonanz)
[Kukla1996] und Neutronenstreuung werden Uberwiegend optische Verfahren
eingesetzt. Die meisten optischen Methoden verwenden Fluoreszenzfarbstoffe als
Sondenmoleklle. Beispiele hierfur sind FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching), FCS (fluorescence correlation spektroskopie) und SPT (single
particle tracking). Bei FRAP wird lokal der Fluoreszenzfarbstoff mit einem starken
Lichtpuls ausgeblichen und anschlief3end die Diffusion aus der Umgebung durch das
Wiederansteigen des Fluoreszenzsignals beobachtet. In der FCS werden in einem
sehr kleinen Detektionsvolumen die Fluoreszenzintensitatsfluktuationen aufgrund
von ein- und ausdiffundierenden einzelnen Molekulen untersucht. Bei SPT wird in
sehr verdunnten Losungen der Weg eines einzelnen Teilchens aufgezeichnet und
analysiert. Ist das Teilchen ein einzelnes Molekll, so bezeichnet man die Methode
besser als SMT (single molecule tracking). Die drei Methoden sind jeweils fur einen
bestimmten Konzentrationsbereich und bestimmte Diffusionskonstanten optimal
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geeignet. Einen Uberblick Uber die Anwendbarkeit der verschiedenen optischen
Methoden zeigt Abbildung 18.

Konz.  Teilchen
[mol/l] 4 im Fokus

1 10° Drift o FRAP
10 - +
- 10° kein Signal Ensemble,
— kein Signal
41 keine Zuordnung f
maoglich Bleichen
10° 4 <«——FcCs

Bildrate

] Drift SMT '

— keine Statistik

-15 ]
10 kein Molekill

1 um’s’ Flussigkeiten
| [
[ | | | | | | | g

10™ 10° 10°
Diffusionskonstante [cm® s™]

Abbildung 18: Anwendungsbereiche der verschiedenen fluoreszenzmikroskopischen
Methoden zur Bestimmung von Diffusionskonstanten. Die Pfeile zeigen die
Limitierungen der jeweiligen Methode an (siehe Text). Das optische Probenvolumen
wird mit ~107"° Liter abgeschétzt.

Die verschiedenen Methoden sind aufgrund experimenteller Gegebenheiten auf
einen bestimmten Bereich der Diffusionskonstanten und der Konzentration
beschrankt:

Bei der Verwendung von FRAP mufl} ein kontinuierliches Wiederansteigen des
Signals durch eine ausreichende Konzentration sichergestellt werden. Oberhalb
einer Konzentration von ~10° mol/Liter sind mindestens ~1000 Molekiile im
Detektionsvolumen vorhanden. Ein typischer Drift der Apparatur von 1um pro Tag
limitiert die Methode auf Diffusionskonstanten iiber ~10™"° cm?/s.

Die FCS liefert nur dann ein Signal, wenn sich nur wenige Molekile im
Detektionsvolumen befinden. Viel mehr als 100 Molekiile sollten es nicht sein (~10”
mol/Liter). Die Konzentration sollte aber auch nicht zu klein sein. In etwa 1/1000 der
MeRzeit sollte sich ein Molekll innerhalb des Detektionsvolumens aufhalten, um in
verniinfigen Zeiten eine gute Statistik in der FCS zu erhalten (~10"'? mol/Liter). Damit
das Photobleichen der Farbstoffmolekile die FCS-Messung nicht verfalscht, sollte
die Verweilzeit im Detektionsvolumen nicht viel langer als eine Sekunde betragen.
Um den Durchmesser des Detektionsvolumens von ca. 1uym in einer Sekunde zu
durchschreiten ist eine Diffusionskonstante von (iber ~10"® cm?/s nétig.
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Bei der Verfolgung eines einzelnen diffundierenden Molekils mittels SMT darf die
Konzentration, besonders bei gro3en Diffusionskonstanten, nicht zu grol} sein, um
das Abbild des Molekdls in folgenden Bild eindeutig zuzuordnen. Das bedeutet, dal
sich im Detektionsvolumen maximal ein Molekiil befindet (~10° mol/Liter). Bei
geringen Konzentrationen ist die Methode nur etwa dadurch beschrankt, dal} in einer
ca. 100 pm groRen Probe mindestens ein Molekiil auffindbar ist (~10"® mol/Liter).
Aufgrund einer maximalen Bildrate von ca. 10 Bildern pro Sekunde ist die Methode
auf kleine Diffusionskonstanten beschrankt; da sich ein Molekul nur etwa 1 pm weit
verfolgen 14Rt, bevor es die optische Fokalebene verlaRt (~107 cm?s). Wird nicht
konfokal, sondern mit einem Flachendetektor abgebildet, vergroRert sich die
Tiefenscharfe auf ca. 3 ym, und es sind bis zu 100 Bilder pro Sekunde mdglich,
wodurch sich Diffusioskonstanten bis ~10° cm?%s beobachten lassen. Ein typischer
Drift der Apparatur von 1 ym pro Tag limitiert die Methode auf Diffusionskonstanten
iiber ~10"° cm?/s.

Obwohl die Methode des SMT auf einen relativ kleinen Bereich der
Diffusionskonstante und der Konzentration beschrankt ist, sind mit ihr zusatzliche
Informationen Uber den Diffusionsprozel® bestimmbar. So kann SMT z.B. zwischen
speziellen Diffusionsarten wie anormaler Diffusion oder Transport unterscheiden
[Saxton1997].

2.5 Mikroskopie

Die vier verschiedenen Methoden, die in der Fluoreszenzmikroskopie verwendet
werden, sollen hier kurz vorgestellt werden. Der Hauptunterschied liegt in der
Geometrie der Anregung mit Licht. Abbildung 19 zeigt schematisch die vier
verschiedenen optischen Mikroskopieverfahren.

Weitfeld- TIR konfokale SNOM
Imaging (Total internal Mikroskopie | (Scanning
reflection) Near-Field
Opt. Microsc.)
' F
—> & e S
S =
-l O
ccop APD

Abbildung 19: Verschiedene mikroskopische Verfahren. O: Objektiv, S: Probe, P:
Lochblende, F: Glasfaser, DM: Farbteilerspiegel, CCD: Flachendetektor, APD:
Punktdetektor. Aus [Jung2001].
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Im normalen Weitfeldmikroskop wird die Probe gleichmaRig beleuchtet. Das
Fluoreszenzlicht der Probe wird dann auf einen Flachendetektor (z.B. CCD-Kamera
oder Auge) abgebildet. Der axiale Kontrast dieses Mikroskopes ist jedoch sehr
gering, da das gesamte Fluoreszenzlicht, auch das aulerhalb der Fokalebene, auf
den Detektor gelangt.

In dem speziellen Fall der TIR-Anregung (totale interne Reflexion) kann es gelingen,
nur die gewlnschte Fokalebene zu beleuchten [Funatsu1995]. Dazu muf} entlang
der optischen Achse eine Anderung des Brechungsindex vorliegen, so daR
Lichtstrahlen, die von der Seite eingestrahlt werden totalreflektiert werden. Von der
Grenzflache der Totalreflexion geht ein evaneszentes Feld aus, das etwa 0,1
Wellenlangen tief in die Probe eindringt. Dadurch werden nur die Farbstoffmolekile
in dem dunnen Bereich des evaneszenten Feldes angeregt. Bei der Verwendung von
Objektiven mit einer sehr groRen Numerischen Apertur kann auch ein Strahl am
aulleren Rand des Objektives zur Anregung verwendet werden [Ambrose1999].

In einem konfokalen Mikroskop wird zur Unterdrickung des Signals aus anderen
Fokalebenen ein mdglichst kleiner Punkt der Probe bestrahlt [Pawley1995]. Nur
dieser beleuchtete Punkt wird anschlielRend detektiert, wodurch ein sehr kleines
Probenvolumen erreicht wird. Um jedoch ein Bild zu erhalten, ist es nun nétig, die
Probe oder den Melpunkt zu bewegen. Aufgrund der hohen axialen Auflésung
konnen auch dreidimensionale Bilder der Fluoreszenzverteilung aufgenommen
werden.

Eine noch besserer Auflésung wird erreicht, wenn die Probe durch ein optisches
Nahfeld angeregt wird (SNOM oder NSOM: scanning near-field optical microscopy;
optische Rasternahfeldmikroskopie) [Hecht2000]. Dazu wird Licht verwendet, das
zum Beispiel aus einer sehr dinnen Spitze einer Glasfaser (~ 40 nm Offnung)
austritt. Dadurch kann ein sehr kleines Volumen nahe der Spitze beleuchtet werden.
Da die Spitze jedoch sehr nahe an die Mel3stelle gebracht werden muf3, kdnnen nur
Oberflachen untersucht werden.

Je nach Experiment haben die Methoden mit Flachendetektoren (CCD) oder mit
Punktdetektoren (APD) Vorteile. Mit CCD-Flachendetektoren kdnnen sehr schnell
aufeinanderfolgend Bilder aufgenommen werden, die Zeitauflésung eines
Bildpunktes ist jedoch auf diese Bildrate beschrankt (~ 10 s). Bei der Verwendung
von Punktdetektoren kann dagegen ein einzelner Bildpunkt mit einer sehr hohen
Zeitaufldsung (~ 10 s) untersucht werden. Das gesamte Bild muR jedoch gerastert
werden, so dal® grofRe Bilder nur im Abstand von Sekunden moglich sind.

2.5.1 Optik im Mikroskop
2.5.1.1 Punktlichtquelle
Aufgrund der Wellennatur des Lichtes ist die Mdglichkeit, Licht zu fokussieren, auf

die GroRenordnung der Wellenlange beschrankt. Abbildung 20 zeigt die Geometrie
einer Fokussierung mit den dafur relevanten GrofRen.
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Die dreidimensionale Intensitatsverteilung eines
fokussierten Lichtstrahles ist nicht einfach zu
berechnen. Uber die elektromagnetischen
Beugungstheorie kann eine genaue Punkt-
abbildungsfunktion (PSF = Point-spread-function)
bestimmt werden [Richards1959] [Webb1996].Die
Rechnungen werden entweder nach dem Huygens-
Frenesel Prinzip der kurzersten Wegstecke
[Hell1993] oder nach der Debye Naherung flir eine
grolRe Fokallangen gegenuber der Wellenlange
[T6rok1995]. Die Unterschiede der beiden Methoden
Abbildung 20: Definition werden bei Egner et al. [Egner1999] diskutiert. In
des Offnungswinkels a, einer Naherung far nicht zu grolde
der Brennweite f und der Fokussierungswinkel (o < 45°) konnen die
Koordinaten im Fokus r Intensitatsverteilungen entlang der optischen Achse
(axial) nach Gleichung (23) und radial an der
dunnsten Stelle des Strahls nach Gleichung (16)
berechnet werden.

bzw. p und z bzw. u.

2.5.1.1.1 Radiale Intensitatsverteilung

Die radiale Intensitatsverteilung in einem fokussierten Lichtstrahl wird mit einer
Besselfunktion erster Ordnung beschrieben.

1(p)=10<2"]1([’>>
P (16)

Hierbei ist p die dimensionslose radiale Ortskoordinate (in sogenannten radialen
optische Einheiten) die Uber

A

TP T NA (17)
in die reale Ortskoordinate r umgerechnet werden kann. Abbildung 21 zeigt diese
Besselfunktion, die sehr gut mit einer GauRkurve nach Gleichung (31) angenahert
werden kann.
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Abbildung 21: Radiale Intensitatsverteilung eines fokussierten Lichtstrahles. Eine
Gauldkurve kann den Intensitatsverlauf gut beschreiben.

Die Halbwertsbreite der Funktion betragt 3,1 radiale optische Einheiten was sich zu:

0,51-A
NA (18)

FWHM ~

in realen Ortskoordinaten ausdriicken last. Das Auflésungsvermdgen nach Rayleigh
besagt, dal nur dann zwei punktférmige Lichtquellen getrennt voneinander aufgelost
werden konnen, wenn das Maximum auf3erhalb des ersten Minimums der
Intensitatsverteilung liegt. Das erste Minimum der Airy Gleichung (16) liegt bei 3,83
radialen optischen Einheiten. In realen Einheiten ergibt sich hier der gangige
Ausdruck des Auflésungsvermégens nach Rayleigh zu:

0,61-A
Rayleigh — NA (1 9)

Fir manche Berechnungen ist die Flachenleistung im Zentrum des Fokus von
Interesse. Daflr kann die gaul3¢férmige Intensitatsverteilung in eine Stufenfunktion mit
dem effektivem Radius res ungerechnet werden. Es muissen die integralen
Leistungen Uber die gesamte Flache gleichgesetzt werden:

2
r T, v

0]62-7 2rrdr = J 2rzdr
0

0 (20)
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Als Lésung ergibt sich eine VergréRerung des Radius auf:

rcﬁ,:\/zw ~1.4lw (21)

Unter Bertcksichtigung der Numerischen Apertur (Gleichung 4) und der
Halbwertsbreite (32) ergibt sich ein effektiver Radius von:

0,307 4
L= — o
NA (22)

Die Abbildung 22 zeigt das radiale Intensitatsprofil fir einen Gaulstrahl.
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Abbildung 22: Wird die gaulférmige radiale Intensitatsverteilung (grau) mit einer
Stufenfunktion (schwarz) angenahert, so ist genau dann in der Mitte des Fokus die
gleiche Flachenleistung vorhanden, wenn der Radius der Stufenfunktion 2% mal
groler als der Gaufradius w nach Gleichung (31) gesetzt wird. (633 nm, NA. 1,3).

Die Uber die Flache integrierte Lichtleistung, die angibt wieviel Licht aul3erhalb einer
Blende mit dem Radius r abgeschnitten wird, besitzt genau denselben Verlauf wie
das gaul¥férmige Intensitatsprofil. Dies bedeutet z.B., daf® in Abbildung 22 innerhalb
von FWHM = 135 nm die Halfte der Gesamtlichtleistung vorhanden ist.

2.5.1.1.2 Axiale Intensitatsverteilung
Der Intensitatsverlauf entlang der optischen Ausbreitungsrichtung kann mit der

Naherung fur nicht zu groe Fokussierungswinkel (o <45°) mit einer speziellen
Sinuskurve beschrieben werden:
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[(Z):<sin(u/4)>2

ul4 (23)

Hier ist u die dimensionslose axiale Ortskoordinate (in axialen optischen Einheiten),
die Uber

nA
u —
271t NA (24)

z=

in die realen axialen Entfernungen z umgerechnet werden kann. Nach Wilson
[Pawley1995] ist die Intensitatsverteilung auch fur starker fokussierte Strahlen
verwendbar, wenn mit einer modifizierten axialen Ortskoordinate gerechnet wird:

A

877 n-sin’(x/2) (25)

zZ=Uu

Abbildung 23 zeigt die Intensitatsverteilung entlang der optischen Achse nach
Gleichung (23).
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Abbildung 23: Intensitatsverteilung entlang der optischen Achse nach Gleichung (23).
Eine angepaldte Gaulkurve nach Gleichung (31) mit w= 4,52 beschreibt den
Kurvenverlauf der zentralen Intensitat relativ gut.

Die Halbwertsbreite liegt bei etwa 10,6 axialen optischen Einheiten, wodurch sich
nach Gleichung (25) die Halbwertsbreite in realen Koordinaten ausdricken laft:

42 4-A
FWHM = 0, __ U8

nsin*(a/2)  n—v(n*—=NA?) (26)
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Bei der Verwendung der Naherung flr kleine Numerische Aperturen nach Gleichung
(24) ergibt sich:

FWHMZN 1,7'712'7\
NA (27)

Fur die Fokussierung von Lichtstahlen mit gauférmigen Intensitatsquerschnitt kann
fur kleine Fokussierungswinkel o eine einfache Gleichung fur die dreidimensionale
Intensitatsverteilung  I(r,z) angegeben werden [Mais2000] [Schwille1996]
[Melles1999]:

(28)

A 2
W<Z>2:W3+(m'2)
’ (29)

Hier ist wy der kleinste Radius des fokussierten Lichtes nach Gleichung (31). In
dieser Darstellung besitzt die Intensitatsverteilung entlang der optischen Achse z
jedoch ein Lorenz-Profil der Form (1/(1+z%)) mit einer zu geringen Halbwertsbreite:

2
w4 nt A
0 ~0,6-

FWHM .=
WHM, A NA® (30)

Verschiedene Gauffunktionen

Die Gauldfunktion der lateralen Auflosung wird von Autor zu Autor verschieden
verwendet. Drei verschiedene Definitionen sind haufig anzutreffen. Zum einen die
klassische GauRRsche Glockenkurve, wie sie zur Berechnung der Normalverteilung in
der Statistik verwendet wird, mit einer Breite von w, bei der die Kurve auf e®°
abgefallen ist. Dieser Punkt wird auch als Streuung oder Wendepunkt bezeichnet.

I(x)=loe_m

Die Halbwertsbreite der Kurve kann aus:

(31)

umgerechnet werden. Die Integrale Flache betragt:

Fléiche=1,w-y(21) (33)

Eine andere haufig anzutreffende Variante lautet:

I(x)=Le_
w,-(11/2) (34)

Hier ist an Punkt r = w, die Intensitit auf e abgefallen. Im Vergleich zur vorigen
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Definition ist bei gleichem Kurvenverlauf w, = 2 * w, und man kann w, als
Durchmesser und das zuvor verwendete w als Radius der Kurve interpretieren. Bei
dieser Definition ist die Flache der Kurve auf Iy normiert. Die Halbwertsbreite kann
mit:

FWHM =~(In4)-w,~1,18-w, (35)
ungerechnet werden.

Eine dritte Definition verwendet die Breite we, bei der die Intensitat auf 1/e
abgesunken ist:

2
r

I(x)=1I,e ™
Die Halbwertsbreite betragt hier:

(36)

FWHM =~(2-In4)-w,~1,67-w, (37)

Um all diese Funktionsdefinitionsprobleme zu umgehen, wird fur die Berechnung des
Auflosungsvermogens anstatt von w immer die von der definierten Funktion
unabhangige Halbwertsbreite FWHM (Full Width at Half Maximum) angegeben. In
der gesamten Arbeit wird zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit immer eine
Gauldkurve nach Gleichung (31) verwendet.

2.51.2 Abbildung im konfokalen Mikroskop

Im konfokalen Mikroskop wird ein beugungsbegrenzt kleiner Punkt in der Probe mit
der zuvor aufgefuhrten Lichtverteilung beleuchtet und das durch Reflexion oder
Fluoreszenz entstehende Licht mit einer Detektionswahrscheinlichkeit gemessen, die
im Idealfall die gleiche Form hat wie die Anregungsfunktion. Diese Punkt zu Punkt
Abbildung gilt jedoch nur flr ein punktformiges Objekt, das bei geschlossenem
Detektionspinhole beobachtet wird. Insbesondere ist die Abbildungseigenschaft von
der Geometrie der Probe (Punkt/Linie/Flache/Raum), dem Streuprozel®
(Fluoreszenz/Reflexion) und der GroRe des Detektionspinholes abhangig
[Pawley1995].

25.1.2.1 Konfokal: Radiale Auflésung

Die radiale Aufldsung verkleinert sich im konfokalen Mikroskop aufgrund der Faltung
mit dem fokussierten Anregungsprofil gegenuber der gleichmafigen Beleuchtung im
konventionellen Mikroskop. Fur ein punktférmiges Objekt ergibt sich eine
Intensitatsverteilung, die durch die Multiplikation von Anregungsfunktion nach
Gleichung (16) und Detektionsfunktion, die bei kleinem Detektionspinhole ebenfalls
mit Gleichung (16) beschrieben wird, zustande kommt:

1<p>=10(2"]‘<"))
: 38)

p ist die dimensionslose radiale Ortskoordinate in optischen Einheiten nach
Gleichung (17). Die erste Nullstelle der Funktion liegt ebenso wie im konventionellen
Mikroskop bei p = 3,83 radialen optischen Einheiten, jedoch fallt die Funktion
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aufgrund der 4. Potenz etwas schneller ab, wodurch sich die Halbwertsbreite von 3,1
auf 2.27 radiale optische Einheiten verringert. In sehr guter Naherung ist diese
Intensitatsverteilung auch mit einer Gaulfunktion beschreibbar. In realen
Koordinaten ergibt sich bei kleinem Pinhole eine Halbwertsbreite von [ZeissInfoNetz]:

0,36-A

NA (39)
Wird die GroRe des Detektionspinholes berlcksichtigt [Pawley1995]:S.172, zeigt
sich, dald nur bei einem Radius des Pinholes von unter etwa 2 optischen Einheiten
(entspricht etwa dem halben Airy Radius) dieser verbesserte Wert erhalten werden
kann. Bei einem solch kleinen Pinhole ist der Signalverlust schon erheblich, was nur
bei Reflexionsmessungen ohne bleichenden Fluoreszenzfarbstoff akzeptabel ist. Bei
einer Offnung des Pinholes Uber 4 optische Einheiten (etwa 1 Airy Radius) wird die
nur um 2" =141 verbesserte Halbwertsbreite im Vergleich zum konventionellen
Mikroskop nach Gleichung (18) erreicht. Vermutlich aufgrund der Abhangigkeit von
der Pinholegréfe wird je nach Autor fur den Faktor in Gleichung (39) ein Wert
zwischen 0.34 und 0,40 angegeben.

FWHM |~

25.1.2.2 Konfokal: Axiale Auflosung

Das axiale Auflosungsvermogen eines konfokalen Mikroskops ist sehr stark von der
Grole des Detektionspinholes und der Geometrie der Probe abhangig. Die GroRe
des Detektionspinholes hat zwar auf die axiale Aufldsung insgesamt einen viel
groReren Einfull als auf die radiale Intensitatsverteilung, jedoch treten die
Verbreiterungen erst bei einem Radius des Pinholes von Uber 4 optischen radialen
Einheiten (~1 Airy Radius) auf [Pawley1995]. Das bedeutet, dal} bei einem optimal
gewahlte Pinholeradius von etwa 1 Airyradius nur etwa 16% Signalverlust auftreten,
aber zugleich noch das hohe konfokale axiale Auflosungsvermogen erreicht wird.
Wenn nicht anders angegeben, sind die berechneten Aufldsungen fur solch ein
optimal gewahltes Pinhole angegeben. Wird das Koordinatensystem in axialen
optischen Einheiten nach Gleichung (25) angegeben, so ist sogar flr grolde
Numerische Aperturen eine einfache und relativ genaue Funktion fur die
Intensitatsverteilung vorhanden.

Punktformiges Objekt

FUr ein punktférmiges Objekt ergibt sich eine Intensitatsverteilung, die durch die
Multiplikation von der Anregungsfunktion nach Gleichung (23) und der
Detektionsfunktion, die ebenfalls mit Gleichung (23) beschrieben wird, zustande
kommt [Pawley1995] [Webb1996]:

[“”‘""’<Z>:< T 4)) (40)

Die Halbwertsbreite der Funktion liegt bei etwa 8 optischen axialen Einheiten, die
nach Gleichung (25) wieder in reale Koordinaten umgerechnet werden kann
[Pawley1995]:S.159:

0,32-A 0,64-A
FWHM = =

nsin’(a/2)  p—v(n*—NA?) (41)
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Der hintere Ausdruck enthalt die Abhangigkeit von der gewohnten Numerischen
Apertur des Objektivs [ZeissInfoNetz] und wird durch eine geometrische Umformung
erhalten. Fur kleine Numerischen Aperturen gilt die Naherung:

FwHM ~ L2
NA (42)

Reflektierende Flache

Fur eine reflektierende Flache (Spiegel) andert sich die axiale Intensitatsverteilung im
konfokalen Mikroskop zu: [Corle1996]:

in(u/2)\

Diese Funktion ist schon nach u = 2,78 auf die halbe Héhe abgefallen, wodurch sich
in realen Koordinaten eine Halbwertsbreite von:

22-A 447
FWHM ,= 0 -

nsin’(a/2) n—(n’—NA?) (44)

ergibt. Mit der Naherung fur kleine Numerische Aperturen erhalt man:

0,88-n-A
2

FWHM ~=>"
NA (45)

Fluoreszierende diinne Ebene

Der dritte Fall der hier kurz behandelt werden soll, ist eine sehr dunne
fluoreszierende Farbstoffschicht. Diese erhalt im Gegensatz zu der reflektierenden
Flache nicht die Phaseninformation des Lichtes. Es ergibt sich dabei nach Wilson
[Pawley1995]: S.179 eine Halbwertsbreite von etwa 8,4 axialen optischen Einheiten.
Dies liegt nur geringfugig Uber dem Wert flr ein punktférmiges Objekt. In realen
Koordinaten ergibt sich eine axiale Halbwertsbreite von:

A 2\
FWHM = 0,33 _ 0,66

nsin®(a/2)  p—(n*—NA4?) (46)

Wie in Abbildung 24 ersichtlich ist, konnen all diese Funktionen gut mit GaulRkurven
angenahert werden.
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Abbildung 24: Axialer Intensitatsverlauf im konfokalen Mikroskop. Flr einen Spiegel
(Gleichung (43)) wird eine schmalere z-Auflésung erwartet als fur ein punktférmiges
Objekt (Gleichung (40)).

Die Abhangigkeiten der axialen Halbwertsbreiten des konfokalen Signals von der
Numerischen Apertur des Objektivs sind in Abbildung 25 dargestellt.

3000

— 2000 A
PSF (Anregung),
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FWHM (z) [nm

1000 +

Abbildung 25: Abhangigkeit der axialen Halbwertsbreiten von der Numerischen
Apertur fur n = 1,52, A = 623 nm. Die Kurve fur die Beobachtung eines Spiegels
wurde nach Gleichung (44), das Punktobjekt nach Gleichung (41) und die
Anregungsfunktion nach Gleichung (26) berechnet. Exemplarisch fur alle
Naherungen bei geringer NA ist fur die Anregungsfunktion die Naherung nach
Gleichung (27) dargestellt.
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Im konfokalen Mikroskop koénnen demnach mit sichtbarem Licht ab einer
Numerischen Apertur von 1 axiale Aufldsungen von unter 1 ym erreicht werden. Die
Naherung fur kleine NA ergibt zwar eine etwas zu grof3e Halbwertsbreite, was aber
aufgrund von Abbildungsfehlern in den Objektiven mit hoher NA durchaus
praxisnahe Werte ergibt.

Optische Schichtdicke

Wird eine dreidimensionale fluoreszierende Probe vermessen, so ist die Definition
der optischen Schichtdicke sinnvoll. Diese ist die Halbwertsbreite der Probe, welche
zum Signal hinter dem Detektionspinhole beitragt. Besonders die Grofle des
Detektionspinholes (Pin = auf die Objektebene bezogene Pinholegrofe) ist fur die
optisch Schichtdicke von entscheidender Bedeutung [ZeissInfoNetz]:

FWHMqL>=\/< 0.64: ):(M'”'P ”’)2
’ n—A(n*—NA?) NA?

(47)

2.6 Experimenteller Aufbau

Das Prinzip des konfokalen Mikroskopes liegt darin, dal® nur der Punkt beleuchtet
wird, der auch detektiert wird. Dadurch wird die Anregungsfunktion mit der
Detektionsfunktion gefaltet, so dal® eine schmalere Gesamtabbildungsfunktion
erhalten wird. Das konfokale MefRvolumen betragt etwa 0,3 pm - 0,3 ym - 0,6 uym.
Eine detaillierte Beschreibung des konfokalen MeRprinzips ist in Kapitel 2.5.1.2
dargestellt.

Der gesamte Strahlengang des Mikroskops ist in Abbildung 26 dargestellt.

PMT
Polarisator - " = )
Probe — %/ 7 S 13
D D
. . = - Q -U
Objektiv ZI - § =
22 - Platte - = éf /B@
D
Ll
xy - Spiegel Dichoit . . Klappspiegel prigma

Abbildung 26: Schematischer Strahlengang im konfokalen Mikroskop.

Der Strahl eines Lasers wird Uber den Farbteilerspiegel (Dichroit), den xy-Spiegel
und das Objektiv in die Probe fokussiert. Das entstehende Fluoreszenzlicht wird mit
demselben Objektiv eingesammelt, geht denselben Weg bis zum Dichroit zurtck,
wird vom Dichroit jedoch durchgelassen und in die Lochblende (Pinhole) fokussiert.
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Hinter dem Pinhole stehen verschiedene Detektoren bereit, die das Fluoreszenzlicht
bezlglich Intensitat oder Farbe analysieren. Bis zum Pinhole basiert der Aufbau zum
grollten Teil auf dem konfokalen Laser Scan Mikroskop LSM410 von Zeiss
[Rau1999].

2.6.1 Strahlengang

Im folgenden wird der Strahlengang des Lichtes entlang dem Verlauf durch die
Elemente des Mikroskops detailliert dargestellt:

2.6.1.1 Lichtquellen Laser

Als Lichtquelle kommt eigentlich nur ein Laser in Frage, obwohl das erste Konfokale
Mikroskop noch mit einer Bogenlampe betrieben wurde [Minsky1961]. Ein Laser
kann aufgrund seiner Koharenz auf einen sehr kleinen Punkt fokussiert werden. Im
Idealfall ist die Punktgrof’e nur noch von der Wellenlange und der Geometrie der
Fokussierung abhangig (siehe Gleichung (18)). Die folgende Tabelle zeigt bei
welchen Wellenlangen mit welchem Laser die Messungen durchgefuhrt wurden.

\Wellenlange|Lasertyp max. Leistung
pro Fokusflache
442 nm He-Cd Gaslaser |1 mW Liconix He-Cd Laser 4240NB
482 nm Kr-lonen Laser [> 10 mW
527 nm YLF - Festkorper |10 mW 100 ps Pulse mit 76 MHz
Rate
568 nm Kr-lonen Laser > 10 mW
594 nm He-Ne Laser 1 mW
633 nm He-Ne Laser 35 uyWw Referenzlaser im Mikroskop

Verwendete Laser. Die maximale Leistung bezieht sich auf die Verwendung des
40x1,3 Olimmersionsobjektivs.

Nur durch eine Aufweitung der Laserstrahlen wird das Mikroskopobjektiv voll
ausgeleuchtet, wodurch dessen Numerische Apertur voll ausgenutzt werden kann.
Die Strahldurchmesser der externen Laser werden dafur mit Hilfe von zwei Linsen,
die im Abstand ihrer Brennweiten positioniert sind, auf ca. 5 mm aufgeweitet. Eine
sorgfaltige Justage der Aufweitung ist unbedingt notwendig, da bei konvergentem
oder divergentem Strahl auch das Detektionspinhole entlang der optischen Achse
justiert werden mufte. Dieses ist jedoch nicht moglich, da es von Zeiss fest fur den
internern He-Ne Laser justiert ist. Durch zwei justierbare Spiegel wird ein externer
Laser so justiert, dal® zum einen (entfernter Spiegel) moglichst viel Licht durch das
Objektiv auf die Probe fallt, und zum anderen (naher Spiegel) mdglicht viel Licht
wieder hinter einem kleinen Detektionspinhole detektiert wird. Eine grobe Justage
kann auch mit dem Ruckreflex des internern He-Ne Lasers erfolgen, der am
Einkoppeleingang schwach sichtbar ist.

2.6.1.2 Farbteilerspiegel - Anregung

Im Mikroskop wird das Laserlicht mittels dem Farbteilerspiegel (Dichroit) in das
Objektiv gelenkt. Das Mikroskop hat einen motorisierten Spiegelwechsler fur drei
vorjustierte Farbteiler. Mul3 hier einer dieser Spiegel gewechselt werden, so mul} er
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mit viel Fingerspitzengeflhl mit dem internen He-Ne Laser justiert werden. Eine gute
Justage der Laser und des Dichroits ist bei Verwendung eines Spiegels als Probe
dadurch erkennbar, da® beim SchlieBen des Pinholes auf etwa den Durchmesser
einer Airy-GroRe die Signalintensitat maximal auf die Halfte absinkt. (Die wichtigsten
spektralen Eigenschaften des Dichroit werden beim Rickweg des Fluoreszenzlichtes
erklart).

2.6.1.3 Scansystem - Bilderzeugung

Anschliellend passiert der Laserstrahl zwei bewegliche Spiegel, die mit
Galvanometern (Typ: G120DT) vom Computer gesteuert werden. Diese Ansteuerung
ist sehr schnell. Eine kleines Bild kann in weniger als 0,1 Sekunden abgerastert
werden. Eine einzelne Zeile wird in etwa 1 ms abgelenkt. Die Verweilzeit auf einem
Bildpunkt kann im Bereich von ~1 ps bis ~1 ms variiert werden. Eine noch schnellere
Rasterung des Bildes ware fur Einzelmolekiluntersuchungen nicht sinnvoll, da aus
einem einzelnen Molekil die hierfir nétigen Photonenraten von mehr als 1 Mio.
Ereignissen pro Sekunde nur selten erreicht werden konnen. Eine langsamere
Rasterung dagegen ware durchaus sinnvoll, ist aber von der Zeiss Steuersoftware
leider nicht vorgesehen. Es besteht jedoch die Moglichkeit Uber mehrere Bilder zu
mitteln, um so eine langere effektive Verweilzeit zu erreichen. Die Bildaufnahme
verlauft immer erst von links nach rechts und anschlieBend von oben nach unten.
Dies entspricht einem Bild der Probe von oben auf das invertierte Mikroskop (nicht
von der Objektivseite). Der Scanner kann auch direkt einen Punkt anfahren (spot
scan), wobei zu beachten ist, dal aufgrund eines charakteristischen Versatzes ein
Punkt etwa 200 nm (40x1,3 Objektiv) links oben vom gewunschten Ort angesteuert
werden mul3.

2.6.1.4 Telezentrisches System

Um eine effiziente Abbildung zu erreichen, mull der Drehpunkt des abgelenkten
Laserstrahls im Objektiv liegen. Dies wird mit den zwei telezentrischen Linsen
erreicht, die den Drehpunkt der Strahlverkippung der beweglichen Spiegel in das
Objektiv abbilden.

2.6.1.5 A2 - Polarisationsdrehung

Direkt vor dem Objektiv wurde ein Einschub entwickelt, mit dem die
Polarisationsebene des Lasers auf der Probe gedreht werden kann. Dazu wird eine
Breitband A/2 Platte drehbar angebracht und mit einer Serie von Zahnradern so
angesteuert, dal} die Platte von auRen wahrend der Messung gedreht werden kann
(siehe Abbildung 27).
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Abbildung 27: Drehbahre A/2 Platte (oberes Bild), die von Auflen mit einem
Servomotor gedreht werden kann (unteres Bild).

Der Einbau an dieser Stelle hat den Vorteil, da} das gedrehte Anregungslicht aul3er
dem Objektiv keine weiteren optischen Elemente mehr passieren mul3, welche die
Polarisation zerstoren konnten. Ein weiterer Vorteil ist, dall auch das
Fluoreszenzlicht beim Rickweg wieder in seine normale Polarisation zuruckgedreht
wird. Diese Ruckdrehung ist besonders wegen der starken Polarisationsabhangigkeit
des Dichroit wichtig. Wird die Polarisationsdrehung nicht bendtigt, kann sie
herausgezogen werden, um die Effizienz des Strahlengangs nicht zu verringern. Um
eine sich kontinuierlich drehende Anregungspolarisation zu erhalten, wird die A/2
Platte mit einem Getriebemotor gedreht. Die aktuelle Polarisationsrichtung wird Uber
den Transmissionsdetektor mit vorgeschaltetem Polarisator detektiert. Wahrend der
Drehung der Anregungspolarisation nimmt der Transmissionsdetektor ein cos?
formiges Signal auf. Aus diesem kann die aktuelle Polarisationsrichtung rekonstruiert
werden, wenn die Stellung des Polarisators (Ublicherweise vertikal = Drehgriff zeigt
nach rechts) und die Drehrichtung der Polarisation (Ublicherweise gegen den
Uhrzeigersinn) bekannt sind.

2.6.1.6 Objektive

AnschlielRend wird das Laserlicht von einem Objektiv in die Probe fokussiert. Flr ein
konfokales Mikroskop ist es wichtig, dald der Anregungslaser auf einen maoglichst
kleinen Querschnitt fokussiert, und moglichst viel Fluoreszenz der Probe wieder
eingesammelt wird. Das bedeutet, dall die Numerische Apertur des Obijektivs
moglichst grof3 gewahlt wird. Dagegen ist der auf den Objektiven angegebene
VergrolRerungsfaktor fur die konfokale Mikroskopie relativ unerheblich. Zu beachten
ist, dald in der Regel alle Objektive so konstruiert sind, dal} die Probe immer hinter
einem 170 um dicken Deckglas mit einem Brechungsindex von 1,52 positioniert
werden mull. Welchen starken Einflul das gewahlte Objektiv auf die Qualitat der
Messung hat, zeigt die Abbildung 28.
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Abbildung 28: Gemessenes Signal zu Rausch Verhaltnis von einzelnen TDI-
Molekulen bei maximaler Anregungsleistung mit 633 nm fur verschiedene Objektive.
Gute Immersionsobjektive haben fast ein um eine GroRenordnung bessere
MefRqualitat als Standardobjektive.

Die Messungen sind bei maximaler Laserleistung durchgefihrt worden. Diese
entspricht  aufgrund  der  Uberbeleuchtung der  verschieden  groRen
Objektiveintrittsdffnungen nicht einer gleichen Anregungsleistung. Das von der Probe
reflektiert Laserlicht und das von der Probe erzeugte Fluoreszenzlicht werden von
dem selben Objektiv wieder eingesammelt und laufen den vorher skizzierten Weg bis
zum Farbteilerspiegel zurtck.

2.6.1.7 Probe, Einbettung

Die Abbildungfahigkeiten eines Olimmersionsobjektives mit hoher Numerischer
Apertur (NA >1) sind nur dann optimal, wenn die Probe und das sie umgebende
Medium den Brechungsindex von Glas n = 1,52 besitzen. Ist die Probe nur in Wasser
mit n = 1,33 eingebettet, nimmt die Auflosung und das Einsammelvermogen des
Objektives mit zunehmendem Abstand vom Deckglas drastisch ab. So ist z.B. in
einer Tiefe von ca. 10 ym nur noch mit der Halfte des Signals zu rechen
[Pawley1995]. Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht Uber verschiedene
Materialien zum Einbetten von Proben.

Material Brechungsindex |Bemerkungen
bei RT
Kronglas, BK7 1,52
Immersionsol 1,52
PMMA 1,49 Ribildung dicker Schichten
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Glycerin 1,47

Ethanol 1,36 verdunstet sehr schnell

Wasser 1,33

Chloroform 1,45 verdunstet sehr schnell

Dodekan 1,42

Ethylenglykol 1,43 1,2 Ethandiol

Silikon 1,42 setzt Essigsaure frei, Probe nicht haltbar

Epoxidharz (UHU-~1,4 Fluoresziert selbst erheblich, bestandig gegen

Endfest) Losungsmittel

Sekundenkleber  [~1,4 geringe Fluoreszenz, unbestandig gegen
Losungsmittel

Ubersicht Giber den Brechungsindex verschiedener Materialien, die zur Einbettung
verwendet werden.

Sehr dunne Polymerfilme werden mittels 'spin coating' hergestellt. Dabei wird ein
Tropfen (~20 pyL) einer etwa 1% Polymer enthaltenden Lésung des Farbstoffes
(~10° molar) auf ein sich mit 3000 Umdrehungen pro Minute drehendes Deckglas
aufgetropft. Der Tropfen verteilt sich schnell und gleichmallig Uber das Deckglas, das
Losungsmittel verdunstet und es entsteht ein etwa 20 nm dicker, homogener
Polymerfilm auf dem Deckglas.

2.6.1.8 Farbteilerspiegel - Detektion

Der Farbteilerspiegel (Dichroit) ist so konstruiert, dald er mdglichst viel Laserlicht zur
Probe reflektiert und zugleich mdglichst viel Fluoreszenzlicht, welches eine andere
Farbe besitzt, durchlallt. Gute kauflich erhaltliche Filter schaffen es bei der
Laserwellenlange Uber 95% des Anregungslichtes zu reflektieren und etwa 12 nm
langwellig 90% des Fluoreszenzlichtes durchzulassen. Der 5% ige Verlust in der
Anregung ist aufgrund von ausreichender Laserleistung leicht auszugleichen. Jedoch
lalt der Dichroit dann auch genau diese 5% als Reflexions- oder Streulicht in den
Detektionsstrahlengang durch, weshalb anschieend weitere Filter nétig sind, um
restliches Anregungslicht wegzufiltern. Die optimale Position dieser Filter ist direkt
hinter dem Dichroit, doch ist diese Stelle bei dem Zeiss LMS410 schwer zuganglich,
so dal} sie hinter dem Pinhole plaziert wurden.

2.6.1.9 Pinhole

Eine Linse fokussiert das Detektionslicht in eine quadratische Lochblende (Pinhole),
dessen Grole sich variabel bis zum volligen Verschluld verstellen 1aRt. So kann fur
alle Mel3bedingungen die optimale PinholegroRe eingestellt werden. Bei der digital
angezeigten Grole entspricht der maximale Wert von 255 einer realen GrofRe von
446 um. Abbildung 29 zeigt, wie sich das Signal und der Untergrund bei variabler
Pinholegrélie verandern.
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Abbildung 29: Einflu der Pinholegréf3e auf das Signal eines einzelnen TDI Molekdls
und den Untergrund nach dem Bleichen des Molekuls. Das Signal / Untergrund
Verhaltnis ist bei einer Pinholegrolie von ~ 6 optimal. Bei dem verwendeten 40x1.3
Ol-Objektiv entspricht dies etwa 0,5 Airy Durchmesser.

Da der Untergrund bei sich schlieRendem Pinhole zuerst abnimmt, steigt das Signal
zu Rausch Verhaltnis zunachst an. Erst wenn bei sehr kleinem Pinhole der
Signalverlust sehr stark wird, sinkt das Signal zu Rausch Verhaltnis wieder. Die
Position des Pinholes wird nur auf den internen He-Ne Laser und den Referenz-
Dichroit (80/20 -Strahlteiler) justiert. Dadurch kann der Anregungslaser und der
Dichroit nach einmaliger Justage schnell gewechselt werden.

2.6.1.10 Fluoreszenzfilter

Hinter dem Pinhole werden Filter plaziert, die restliches Anregungslicht wedfiltern.
Gute, kauflich erhaltliche InterferenZzfilter blocken bei der Anregungswellenlange etwa
1 Mio. fach (optische Dichte, OD = 6), und haben bereits ~13 nm langwellig eine
Transmission von dber 90%. Einen Vergleich der Transmissionskurven
verschiedener FluoreszenZfilter zeigt Abbildung 30.
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Abbildung  30: Transmissionskurven verschiedener Fluoreszenzfilter  zur
Unterdrickung der Anregungswellenlange bei 633 nm: (Linie) Bandpalfilter
HQ720/150, (Gestrichelt) Super-Notch(+) Filter, (Gepunktet) Rotglas RG 650.

Oft ist die Blockung noch nicht gut genug, so dal ein zweiter Filter nétig wird. Dazu
reicht in der Regel sogar ein Farbglas (Fa. Schott) aus. Zu beachten ist, dal} das
Farbglas nach dem InterferenZzfilter positioniert wird, da die Farbglaser selbst etwas
fluoreszieren. Zwei verschiedene Modelle von Interferenzfiltern sind erhaltlich: Zum
einem die sog. Notch Filter (Kaiser, bezogen Uber LOT), die genau bei der
Laserwellenlange eine hohe Blockung besitzen und nahezu alle anderen
Wellenlangen ungestoért durchlassen, und zum anderen Bandpalfilter (AHF-
Analysentechnik), die nur einen bestimmten Bereich, und diesen mit starken
Modulationen durchlassen. Es hat sich jedoch herausgestellt, dal mit den
Bandpalfiltern trotz der scheinbaren Nachteile bessere Resultate erhalten werden.
Dies liegt daran, da® die unerwinschte Untergrundstrahlung nicht nur aus der
Laserfrequenz und der zugehdrigen nicht herausfilterbaren Ramanstreuung besteht,
sondern zum Grofdteil auch aus Licht im nahen Infrarotbereich, bei dem die
Halbleiterdetektoren noch sehr empfindlich sind. Geeignet gewahlte Bandpalfilter
lassen nur dort Licht durch, wo auch der Farbstoff fluoresziert.

2.6.2 Detektionsmethoden
2.6.2.1 Intensitat, Bilder

Das nun gefilterte Fluoreszenzlicht wird von verschiedenartigen Photodetektoren
registriert. Im Zeiss LSM 410 ist bereits ein guter Photomultiplier (R3896)
[Hamamatsu1994] mit einer Quantenausbeute von tber 10% bei 650nm installiert.
Dieser ist jedoch so nahe an den internen Farbglasfiltern eingebaut, dal3 aufgrund
deren Eigenfluoreszenz keine Messungen mit einzelnen Molekilen moglich waren.
Als externer Detektor wird eine spezielle Photodiode (Single Photon Counting
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Avalanche Photodiode, SAPD) SPCM-AQ 141 der Firma EG&G verwendet, die im

sog. Einzelphotonzahlmodus betrieben wird [Brown1987]. Die Diode verwandelt bis

zu 70% aller auftreffenden Photonen in ein elektrisches Signal (siehe Abbildung 31).
m,
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Abbildung 31: Wellenlangenabhangigkeit der Quanteneffizienz einer Single Photon
Counting Avalanche Photodiode. (Neuste Datenblatter geben sogar eine maximale
Quanteneffizienz von 90% an)

Problematisch ist der Anschluld der SAPD an den analogen Eingang des Mikroskops.
Ideal ware ein Zahler, der wahrend der Laser auf einem Bildpunkt steht, die Anzahl
der registrierten Photonen zahlt und dann als Spannung an das Mikroskop Ubergibt.
Diese Losung konnte aus mehreren Grunden nicht realisiert werden. Zum einen
konnten von der Firma Zeiss keine Informationen Uber die elektrischen Signale
bekommen werden, wo und wann der Laser gerade auf der Probe positioniert wird.
Zum anderen wird bei schneller Bildaufnahme so schnell Uber die Probe gerastert,
dall ein Bildpunkt in nur 1 ps aufgenommen wird, wodurch Uberwiegend nur
Zahlereignisse von 0 und 1 auftreten wirden. Die Lésung des Problems ist ein
variabler Pulsverlangerer der etwa 9 ns langen elektrischen Ausgangsimpulse der
SAPD. Wird das Ausgangssignal der Diode in etwa so lange verlangert wie die
Verweilzeit des Anregungslasers auf einem Bildpunkt, so mit der Analogeingang
des Mikroskops eine hohe Spannung (entspricht einem hellen Bildpunkt), wenn
mindestens ein Photon detektiert wurde. Bei langsameren Rastergeschwindigkeiten
und hoheren Photonenraten kann diese Losung interessanterweise auch Intensitaten
unterscheiden, da vermutlich eine analoge Integrationsschaltung vor dem Analog-
Digitalwandler des Mikroskops eingebaut ist. Die Intensitatsskalierung der Bilder in
Einheiten einer Zahlrate kann aber nur mehr abgeschatzt werden. Dazu mul} jedes
mal ein Vergleich mit einem externen Frequenzzahler durchgeflihrt werden.
Realisiert wird der Pulsverlangerer mit einem sog. TTL-Chip, der zwei sogenannte
Monoflops enthalt, die aus einem kurzen Eingangspuls einen Puls erzeugen, dessen
Lange von der Grole eines Widerstand und eines Kondensators abhangt. Abbildung
32 zeigt den elektrischen Schaltplan.
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Abbildung 32: Elektronischer Schaltplan des Pulsverlangerers, um eine SAPD an den
Analogeingang des Mikroskops anzuschlief3en.

Um die nur 2 V hohen Pulse der verwendeten SAPD zu erkennen, muf® der Baustein
mit 3 V betrieben werden. Der zweite Monoflop in dem Chip wird verwendet, um
100 ns lange Pulse zu erzeugen, die ein Frequenzzahler registriert, damit standig die
Belastung der Photodiode uberwacht werden kann. Auf dem Gehause ist eine
Eichkurve angebracht, auf der die Sattigung des Zahlers (Sattigungsrate = 2,8 MHz,
Abweichungen vom linearen Verhalten ab etwa 500 kHz) bericksichtigt wird.

2.6.2.2 Fluoreszenzautokorrelationen

Zur Aufnahme von Fluoreszenzautokorrelationsspektren (FCS) wird das elektrische
Signal der SAPD an einem Hardware-Korrelator (ALV-GmbH, Langen; Modell ALV-
5000/E Fast Tau Extension) angeschlossen. Die Melwerte werden von dem
Programm der ALV-Karte im ASCII-Format gespeichert. Diese Datei ist zwar lesbar,
jedoch sind die MeRwerte blockweise und ohne x-Achse gespeichert. Das
Konvertierungsprogramm "ALVConvert" (sieche Anhang 8.5.3.2) berechnet die
entsprechende Zeit-Achse und speichert diese mit den Autokorrelationsmeldaten in
einer neuen Datei ab. Zusatzlich wird auch der =zeitliche Intensitatsverlauf
gespeichert. Diese Datei kann dann vom Programm Origin zur weiteren Auswertung
eingelesen werden.

Zwei verschiedene Untersuchungen werden mittels FCS durchgefuhrt. Zum einem
werden diffundierende Molektile untersucht, zum anderen an ortsfesten Molekilen
die Triplettraten bestimmt.

2.6.2.21 Diffusionsauswertung

Die Auswertung von FCS - Diffusionskurven beruht auf der Theorie von Elson und
Madge [Elson1974], mit der die durch Diffusion hervorgerufenen Intensitatsfluktuation
in einem zweidimensionalen gaulformigen Detektionsprofil mit dem Gaufradius w
berechnet werden:

74D
W (48)
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Der Gauldradius w des hier verwendeten konfokalen Mikroskopes betragt etwa 150
nm. Die Formel berucksichtigt nur zwei Dimensionen. Dabei ist es egal, ob der Laser
nur so schwach fokussiert wird, daf} die z-Dimension unberlcksichtig bleiben kann,
oder ob tatsachlich eine auf zwei Dimensionen beschrankte Diffusion (z.B. in
Membranen) vorhanden ist. Wird das konfokale Detektionsvolumen mit einer
dreidimensionalen Gauf¥funktion angenahert, so kann die FCS -Diffusionskurve auch
fur das dreidimensionale Problem gel6st werden [Rigler1993]:

. A
74D T-4D "2
T+ — M 1+
v i (49)

Da jedoch die Auflésung in z-Richtung (w, ~ 610 nm) etwa 4 mal schlechter als in xy-
Richtung ist, wird der Nenner des Bruches durch den zusatzliche Faktor nicht sehr
viel grolker, wodurch sich das dreidimensionale Modell vom zweidimensionalen nur
minimal unterscheidet. Besonders bei langen Zeiten verlaufen die 3D Kurven etwas
steiler. Abbildung 33 zeigt die Anpassungen einer Messung mit den verschiedenen
Modellen.
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Abbildung 33: Vergleich der verschiedenen Modelle zur Ermittlung der
Diffusionskonstanten aus einer FCS Kurve. Die eigentlichen MelR3daten werden von
dem 3D Modell optimal beschrieben und wurden aufgrund der Ubersichtlichkeit nicht
eingezeichnet. Der geringe Unterschied zwischen 3D und 2D Modell ist in der
unteren Kurve dargestellt. Eine Exponentialkurve zeigt einen deutlich anderen
Verlauf.

Die auch in dieser Graphik dargestellte Exponentialfunktion, die eine interne Dynamik
des Farbstoffmoleklls anzeigen wirde (siehe nachfolgende Triplettauswertung), ist
gut von den Diffusionskurven unterscheidbar. Die Abmessungen des konfokalen
MefRvolumens werden entweder aus einem gutem Einzelmolekulbild eines immobilen
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Molekuls oder aus einer Vergleichsmessung mit bekannter Diffusionskonstante
ermittelt. Typische Groflen der GauBradien sind w = 150 nm, w; = 610 nm (40x1.3
Olimmersionsobjektiv, PinholegréfRe = 1 Airy Einheit).

Der Verlauf der Autokorrelationsfunktion flr eindimensionale Diffusion senkrecht zur
optischen Achse ist bisher nicht bekannt und wird analog der Theorie von Elson und
Madge hergeleitet [Seebacher2002]. Dabei wir der Verdacht bestatigt, dal} fur jede
Dimension ein wurzelférmiger Faktor im Nenner der Gleichungen vorkommt. Dadurch
wird der Kurvenverlauf bei zunehmender Dimensionalitdt immer steiler. Fur die
eindimensionale Diffusion ergibt sich ein Verlauf von:

A

4D \"”
(1+2)
W (50)

Ein Beispiel fur die eindimensionale Diffusion ist in Kapitel 4.4.8 aufgefuhrt.

gM(1T)=1+

2.6.2.2.2 Triplettratenauswertung

Die Theorie [Mais2000] [Kummer1996] [Schwille1996], die hier nicht wiederholt
werden soll, beschreibt den Verlauf einer normierten Autokorrelationsfunktion fur ein
drei Niveau System, das einen Farbstoff mit einem Triplett Zustand darstellt, mit einer
Exponentialfunktion:

g(2)(‘l'):1—|—c-e_)\'T (51)

Darin ist C der Kontrast und XA der Zerfallsparameter [1/s] der Auto-
korrelationsfunktion. Bei hohem Streulichtuntergrund muf® der gemessene Kontrast
mit der Signalrate S und der Untergrundrate U korrigiert werden [Kummer1996]:

2
Cknrr :C(S+U)
S

(52)

Die Raten in einem drei-Niveau System kdénnen in den Kontrast C und der
Zerfallsparameter A zuruckgefuhrt werden [Mais2000]. Naheres zu den Raten im
drei-Niveau System im Kapitel 3.1 .

Y, (53)

A=k23,,+k31 50

Darin ist k23¢s das Produkt aus k23 und der Wahrscheinlichkeit, dal} das Molekul von
So nach Sy angeregt wurde:

k23 =k23— W
¥ n-w+k21 (55)
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Mit n=2 wenn stimulierte Emission auftritt (Tieftemperatur), sonst n=1. Die
Anregungsrate w ist die mit der Anregungsleistung ansteigende Photonenzahl pro
Sekunde, die das Molekll in seinem Absorptionsquerschnitt treffen. Um die
Anregungsrate w zu bestimmen, sind leistungsabhangige Messungen notwendig,
oder wenn dies z.B. aufgrund von zu schnellem Photobleichen nicht moglich ist, kann
sie auch auf verschiedene Arten abgeschatzt werden. Die Rate k21 enthalt die
naturliche Fluoreszenzlebensdauer und auch die strahlungslose Deaktivierung durch
interne Konversion (siehe Kapitel 3.1). Die Rate k21 ist daher relativ einfach durch
Fluoreszenzlebensdauermessungen, wie sie in Kapitel 2.6.2.4 beschieben werden,
zuganglich.

Aus dem Kontrast C und dem Zerfallsparameter A kann direkt durch Auflésen der
Gleichungen (53) und (54) die Triplettzerfallsrate k31 und die effektive, aber
leistungsabhangige, Intersystemcrossingrate k23¢+ berechnet werden:

A
k31=——
1+C (56)
A-C
k23, =——
T 1+C (57)

Zur Berechnung der realen Intersystemcrossingrate k23 ist jedoch nach Gleichung
(55) die Bestimmung der Anregungsrate w notig:

Diese kann auf mehrere verschiedene Methoden ermittelt werden.
2.6.2.2.2.1 Abschatzen der Anregungsrate aus leistungsabhangigen Messungen

Die Anregungsrate w steigt linear mit der Anregungsleistung an. Werden Messungen
mit verschiedenen Anregungsleistungen durchgefuhrt, kann die Rate k23¢x, die
aufgrund der Singulettlebensdauer k21 mit steigender Anregungsleistung nach
Gleichung (55) sattigt, modifiziert werden.

W
k32, (1)=k23———
i+¥. g
I (58)

Darin ist w/l der Parameter der leistungsabhangigen Anregungsrate, | die variable
Anregungsleistung und k21 die Fluoreszenzlebensdauer, die fur den Farbstoff
unabhangig mit einer Kurzzeitmessungen bestimmt wird. Fur eine gute Anpassung
sind sehr exakte Messungen von k23 notig. Optimal sind Werte mit sehr hohen
Anregungsleistungen |, bei denen eine deutliche Sattigung auftritt. Die Genauigkeit
der Methode hangt von den vorhandenen MeRwerten k23 ab; in der Praxis ist eine
Bestimmung von w auf ~20% mdglich.

2.6.2.2.2.2 Abschitzen der Anregungsrate aus molekularen Daten

Die Absorptionsrate kann auch aus dem Extinktionskoeffizienten und der Fokusgrofie
abgeschatzt werden. Der dekadische Absorptionskoeffizient ¢, der aus
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Absorptionsmessungen als makroskopische MefRgrofle zuganglich ist, ist nach
Gleichung (59) in dem molekular definierten Absorptionsquerschnitt c umrechenbar.

liter | In(10)-0.1
mol-cm” 6,022-107 (59)

o[m']=¢

Der Absorptionsquerschnitt o stellt diejenige Flache dar, innerhalb der ein
Farbstoffmolekul ein "vorbeifliegendes" Photon einfangt. Bei Raumtemperatur
entspricht diese GréRe auch der Ausdehnung des n-Systems von etwa 0.04 nm?.
Molekular ist der Absorptionsquerschnitt mit der Oszillatorstarke des Ubergangs und
der spektralen Breite des Absorptionsspektrums verknupft (siehe Kapitel 3.1.2).

Berechnet man nun aus der Anregungsleistung | nach R =1/ hv die Photonenzahl R,
und korrigiert diese mit dem Verhaltnis aus Absorptionsquerschnitt und Fokusflache
(Formel (21)) erhalt man genau die gesuchte Anzahl der Photonen, die das
Farbstoffmolekul "treffen™:

/ . o
w = — - Orientierung -

Der Orientierungsfaktor stammt von der Polarisation des Lichtes und kann Werte
zwischen 0 und 3 annehmen. Er ist nur dann gleich eins, wenn das Farbstoffmolekl
isotrop im Raum orientiert ist, d.h. frei rotieren kann. Im Festkorper ist die
Orientierung im Raum festgelegt, so dal’ im ungunstigsten Fall Gberhaupt gar keine
Absorption stattfindet. Dafur kann im gunstigsten Fall, bei paralleler Polarisation des
Anregungslichts zum Ubergangsdipolmoment des Farbstoffes, eine dreifach erhdhte
Absorptionswahrscheinlichkeit auftreten.

In der Praxis kann, bei unbeweglichen Molekilen, fir den Orientierungsfaktor ein
Wert von 2 mit einem Fehler von £1 angenommen werden, da die sehr ungunstig
orientierten und daher lichtschwachen Moleklle vom Experimentator gar nicht flr
Messungen ausgewahlt werden. Die so ermittelte Rate hat daher einen Fehler von
mindestens 50%.

Zusammenfassend kann aus den Gleichungen (59) (60) (22) die leistungsabhangige
Anregungsrate in einer Gleichung berechnet werden (Orientierung = 2):

o NA*
A

Ez 2(7NA2 :34'1025[W—1'm—1_s—1i|
I he-0,307*-721 1)

Fir einen typischen Farbstoff mit ¢ = 100000 L mol™ cm™ (5 =0,38 10™"° m?), 633 nm
Licht und einer Numerischen Apertur von 1,3 ergibt sich eine Anregungsrate von 3,5
Mio. pro yW Anregungsleistung.

2.6.2.2.2.3 Abschatzen der Anregungsrate aus der Fluoreszenzrate

Da die genaue Orientierung des Farbstoffmolekils im Festkérper oft unbekannt ist,
kann auch aus der detektierten Photonenrate eine Anregungsrate abgeschatzt
werden. Mit der hier beschriebenen Methode ist dies jedoch nur mdglich, wenn noch
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keine Sattigung auftritt. Diese Bedingung ist bei den hier durchgeflihrten Messungen
fur den Farbstoff TDI naherungsweise erfullt, da die gemessene Sattigungsleistung
mit ~60 kW/cm? sehr hoch ist. Die Anregungsrate unterscheidet sich dann von der
detektierten Zahlrate S nur durch die Quanteneffizienz ® und der Detektionseffizienz
n der Mel3aperatur.

S

WN —
P-n (62)

Bei einer Quantenausbeute von 100% und einer geschatzten Detektionseffizienz von
n = 3,5% ist die Anregungsrate etwa 30 mal groRBer als die gemessene
Fluoreszenzrate.

Der Fehler der so ermittelten Rate liegt bei etwa 30%.

2.6.2.3 Fluoreszenzspektren

Zur Aufnahme von Fluoreszenzspektren wird eine Kombination aus
Dispersionsprisma und CCD-Kamera eingesetzt. Das Prisma wurde gewahlt, da es
gegenuber einem Beugungsgitter entscheidende Vorteile besitzt. Ein Prisma hat
nahezu keine Verluste der dispergierten Photonen, wahrend ein Gitter immer
gewisse Anteile in andere Ordnungen beugt. Dies ist zugleich ein weiterer Nachteil
des Gitters, da die Interpretation des erhaltenen Spektrums aufgrund verschiedener
Ordnungen kompliziert werden kann oder die Verwendung von zusatzlichen
Farbfiltern ndétig macht. Der Vorteil der hohen Dispersion eines Gitters ist bei
Fluoreszenzspektren von organischen Molekulen bei Raumtemperatur nicht relevant,
da Raumtemperaturspektren mit Habwertsbreiten von etwa 30 nm sehr breit sind,
und daher eine Auflosung von wenigen nm ausreicht, um das Spektrum vollstandig
aufzuzeichnen. Der Nachteil, der vermutlich viele von der Verwendung eines Prismas
abhailt, ist seine nichtlineare Dispersion, d.h. blaues Licht wird viel starker abgelenkt
als rotes. Dies fuhrt auf den aquidistanten Detektionspunkten einer CCD-Kamera zu
einer nichtlinearen Skalierung der Wellenlangenachse. Zugleich sind dadurch auch
die gemessenen Intensitaten im roten Spektralbereich héher als im blauen. All diese
Probleme kénnen jedoch durch eine exakte Kalibrierung geldst werden. Dazu wird
mit Licht bekannter Wellenlange der Auftreffpunkt auf der CCD - Kamera (in Pixeln)
bestimmt. Durch mehrere dieser Messungen kann eine theoretische Kurve so
angepaldt werden, dal jedem Pixel eine bestimmte Wellenlange zugeordnet werden
kann. Abbildung 34 zeigt den Strahlengang im Prismenspektrographen.

Prisma

Ja)

rot

CCD

blau

Abbildung 34: Skizze des Strahlengangs im Prismenspektrographen. Ein paralleler
Lichtstrahl wird von dem Prisma dispergiert und mit einer Linse auf den CCD-
Flachendetektor abgebildet.
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Es gibt einen, in einem begrenzten Wellenlangenbereich gultigen, Zusammenhang
mit den beiden Parametern P4 und P5 zwischen dem Brechungsindex n eines
Mediums und der Wellenlange A [Hecht1987]:

1
2\ 2
— | +P5
AuRerdem kann mit drei weiteren Parametern, nach dem Brechungsgesetz, Uber den

Brechungsindex n ein Ablenkwinkel bestimmt werden, der wiederum die Position de
Lichtpunktes auf der CCD-Kamera in Pixel bestimmt:

n=PI-sin PZ—Pixel
P3

n'=1+

(64)

Die Abbildung 35 zeigt auf der linken Seite, dal} mit den Gleichungen (63) (64) eine
gute Anpassung an die experimentellen Werte mdglich ist.
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Abbildung 35: Links: Anpassung der Dispersionskurve des Prismenspektrographen
an 8 Eichpunkte (Parameter: P1 = 2,08945, P2 = 2850,07, P3 = 2054,16, P4 =
186,789, P5 = 0,55998), Rechts: Dispersionsstarke des Spektrographen (Ableitung
nach der Wellenlange).

Die Ableitung der Kurve nach der Pixelposition auf der rechten Seite in Abbildung 35
zeigt die Dispersionsstarke des Spektrographen, d.h. wie viele nm des Spektrums
auf ein Pixel der CCD fallen. Die gemessen Intensitatswerte missen aufgrund dieser
spektralen Dichte korrigiert werden. In diesem Zusammenhang bietet es sich an, das
Spektrum gleich auch noch um die spektrale Charakteristik aller weiteren Elemente
zu korrigieren. Die Umrechnung des Signals S eines Pixels der CCD in die Ubliche
Energieskala | mit einer nm-Punktdichte berlcksichtigt die Quanteneffizienz des
CCD-Detektors ®ccp, die Transmission des Prismas (70%) und die Ableitung der
Dispersionseichkurve:
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he ¢CCD.0’7

I=S———F"——
A Kanalbreite (69)

Der Verlauf dieser Eichkurve bertcksichtig noch nicht die Charakteristik der Filter.
Abbildung 36 =zeigt die mit Gleichung (65) bestimmte Empfindlichkeit des
Prismenspektrographen.
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Abbildung 36: Berechnete Intensitatseichkurve des Prismenspektrographen
(Lichtmenge [J] pro Intensitatswert der CCD).

Eine ahnlichen Verlauf hat eine Eichkurve, die mit einer Halogenlampe mit bekannter
spektraler Charakteristik erstellt wird.

Um den Untergrund von der CCD-Kamera und von restlichem Streulicht vom
gemessenen Signal abzuziehen, ist es notwendig, am Ende des Versuches
(nachdem z.B. das Einzelmolekul verblichen ist) einige Untergrundspektren
aufzunehmen. Erst nach der Untergrundsubtraktion kann die Intensitatskorrektur
sinnvoll durchgefuhrt werden.

Werden die Filter bei der Intensitatskorrektur berlcksichtigt, wird an den Stellen, wo
die Empfindlichkeit des Aufbaus sehr gering ist (d.h. an den Stellen an denen die
Filter Blocken), durch die Multiplikation mit sehr groRen Zahlen ein starkes Rauschen
erzeugt. Diese Stellen werden daher anschlieBend verworfen. Auf diese Weise
werden auch Spektren, die durch die Charakteristik der Filter entstehen, sofort
entlarvt. Abbildung 37 zeigt die einzelnen Schritte vom gemessen Spektrum zum
korrigierten Fluoreszenzspektrum.
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Abbildung 37: Korrektur der Fluoreszenzspektren: Von den gemessen Rohdaten der
CCD-Kamera wird der Untergrund nach dem Bleichen des Molekils abgezogen
(oben). Anschlieend wird die x-Achse ausgewechselt und die Intensitat mit der fur
die Filter passenden Korrekturkurve (mitte) korrigiert. Das Ergebnis ist ein korrigiertes
Fluoreszenzspektrum (unten), das noch in den gultigen Bereich zugeschnitten wird
(unten - fett).

Um auch Zeitverlaufe mit mehreren tausend Fluoreszenzspektren zu Kkorrigieren,
fuhrt ein Labview Programm diese Korrekturen automatisiert durch (siehe Anhang
8.5.2.1).

Die CCD-Kamera (charge coupled device) besitzt einen sogenannten
'‘Backilluminated' Detektorchip, der sich durch extrem hohe Quanteneffizienzen
auszeichnet (Princton Instruments, EEV 1300/100-EMB-Chip). Bei der Beschaffung
der Kamera wurde besonders darauf geachtet, dall méglichst wenige Photonen in
einem Kanal detektiert werden kdonnen. Dazu muf® beim Auslesen des CCD-Chips
nahezu jedes Elektron, das durch ein Photon entstanden ist, gelesen werden.
Technisch realisierbar ist dieser Prozeld zur Zeit mit einer Unsicherheit von etwa 2
Elektronen. Um z.B. ein Signal zu Rausch Verhaltnis von 1:1 zu Erreichen sind
mindestens 4 detektierte Photonen nétig (4 / (4" + 2) = 1).

Gemaly dem Datenblatt des CCD-Chips sollte eine kontinuierliche Aufnahme von
Spektren mit einem Anstand von 2 ms maoglich sein:
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7 Zeilen in die Auslesezeile Schieben 105 ys

1100 Ungenutzte Pixel in der Ausleseeinheit entladen| 990 pys

200 Punkte mit einer Melfrequenz von 430kHz lesen 460 us

Gesamtzeit 1,555 ms

Erreicht wurden bisher nur 19 ms, was bisher aber fur alle Experimente ausreichend
war. Vermutlich ist der Mel3rechner zu langsam.

Zur Bestimmung des spektralen Aufldsungsvermogens des Prismenspektrometers
wird der Ruckreflex des He-Ne Lasers (632.8 nm) vermessen, und mit einer

GaulRkurve angepaldt. Abbildung 38 zeigt, dal® das Auflésungsvermogen fur diese
Wellenlange bei 2,2 nm liegt.
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Abbildung  38:  Spektrales  Auflosungsvermégen von 2,2 nm  des
Prismenspektrographen bei A = 633 nm.

Von einigen einzelnen Molekilen ist es mdglich, viele tausend Fluoreszenzspektren
zu detektieren. Zur Analyse von derartig vielen Spektren wird ein Labview Programm
verwendet (siehe Anhang). Dieses kann die zuvor korrigierten Spektren mit mehreren
Gaulfunktionen anpassen. Aus den Diagonalelementen der Konvergenzmatrix Cj
der Labview Anpassungsroutine (Nicht-lineare Levenberg-Marquardt-Anpassung)
und der quadratischen  Abweichungen X2 wird der Fehler der

Wellenlangenbestimmung ermittelt:

Axl.:\/Cil»kX2 (66)

Um die Zuverlassigkeit der Wellenlangenbestimmung zu Uberprufen wird eine
Simulation durchgeflhrt [Press1992]. Dazu werden viele Fluoreszenzspektren
simuliet und mit Poisson-Rauschen versehen. Die Parameter fur die
Fluoreszenzspektren und deren Anpassung werden aus Untersuchungen des
Farbstoffes TDI in Kapitel 4.8.2 gewonnen. In der Simulation wird das das Maximum
der Fluoreszenzspektren um wenige nm leicht moduliert. In Abbildung 39 sind flr
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zwei verschiedene Fluoreszenzintensitaten die ermittelten Fluoreszenzwellenlangen
dargestellt.
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Abbildung 39: Simulation der Bestimmungsgenauigkeit der Fluoreszenzmaxima. Fur
niedrige (3300 Photonen pro Spektrum, oben) und hohe (18000 Photonen pro
Spektrum, unten) Intensitat sind Fluoreszenzspektren simuliert (durchgezogene
Linie) und Analysiert (Punkte) worden. Leider ermittelt die Analyse der einzelnen
Punkte einen um ~60% zu kleinen Fehler.

In beiden Fallen kann die Wellenlange besser als 0,5 nm bestimmt werden, doch
leider liefert die Anpassung der einzelnen Gaul¥funktionen einen ~60% kleineren
Fehler als aufgrund der real vorhandenen Standardabweichung erwartet wird.
Mehrere Ursachen sind fur dieses Verhalten moglich. Zum einen wird aufgrund der
Anwendung der Intensitatskorrektur (wegen der Filter und des Prismas) die Poisson-
Statistik geringfugig verandert, zum anderen werden vier der neun Parameter der
drei Gaul¥funktionen zur Beschreibung der Fluoreszenzspektren nicht angepalt
(siehe Kapitel 4.8.2). Aufgrund der hier gefundenen Abweichung werden
vorsichtshalber alle mit diesem Auswerteprogramm ermittelten Fehler um den Faktor
1,7 vergrolert.

2.6.2.4 Kurzzeit

Fluoreszenzlebensdauern werden Uber die zeitkorrelierte Einzelphotonenzahlung
(time correlated single photon countig, TCSPC) ermittelt. Das Verfahren beruht
darauf, dald zwar der Verlauf eines elektrischen Signals nur mit einer Auflésung von
Nanosekunden (GHz Oszillograph), der Zeitabstand zwischen zwei elektrischen
Pulsen aber mit einer Aufldosung von Picosekunden gemessen werden kann.
Abbildung 40 zeigt das Funktionsprinzip.
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Abbildung 40: Kurzzeitmessungen mit der zeitkorrelierten Einzelphotonenzahlung.

Von einer gepulsten Laserquelle wird mit einer schnellen Photodiode der Zeitpunkt
des Startpulses ermittelt. Der Lichtpuls wird anschlie3end auf die Probe gelenkt und
beférdert dort ein Molekul in den angeregten Zustand. Der angeregte Zustand zerfallt
nach der Fluoreszenzlebensdauer und sendet ein Photon aus, das in einem
schnellen Detektor den elektrischen Stoppuls erzeugt. Der zeitliche Abstand
zwischen Start- und Stoppuls wird gemessen, und in einem Histogramm gespeichert.
Zwei typische Histogramme sind in Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: Typische Fluoreszenzzerfalle von Farbstoffen. Links: Viele Rhodamin
700 Molekule gelost in Ethylenglykol, detektiert mit einer Mikrokanalplatte, Rechts:
Ein einzelnes Terrylen Molekiil, detektiert mit einer SAPD. Die durchgezogene Kurve
zeigt die jeweilige IRF (Instrument response function, Zeitauflosung des Aufbaus).

Bei der Wahl des schnellen Einzelphotonendetektors stehen zwei Varianten zur
Auswahl. Die sehr schnelle Mikrokanalplatte (Hamamatsu R3809-51), die ahnlich
einem Photomultiplier Uber den lichtelektrischen Effekt das Photon in ein Elektron
verwandelt und dieses anschlielend mit einer Hochspannung in kurzen Rdhrchen
vervielfacht. Die Zeitauflosung der Mikrokanalplatte betragt wenige ps; jedoch ist die
Quanteneffizienz des Detektors mit weniger als 10% sehr gering. Daher wird fur die
Messung an einzelnen Molekilen eine Avalanche Photodiode (SAPD) verwendet. Mit
einer SAPD kann nur eine Zeitauflosung von etwa 600 ps erzielt werden, was aber
fur Fluoreszenzlebensdauermessungen im ns Zeitbereich ausreichend ist. In der
Fluoreszenzzerfallskurve beeinflult die schlechtere Zeitauflosung nur den
Kurvenverlauf am Anfang des Signals, weshalb zur Auswertung nur Werte etwa
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600 ps hinter dem Maximum herangezogen werden. Dadurch wird auch Raman-
Licht, das nicht vom Fluoreszenzprozeld des Farbstoffmolekuls stammt und instantan
mit dem Anregungspuls detektiert wird, in der Analyse unterdruckt.

2.6.2.5 Orientierung

Zur Bestimmung der Orientierung von Farbstoffmolekilen wird eine Zeitspur
aufgenommen. Dabei wird wahrend der kontinuierlichen Drehung einer A/2 Platte das
unpolarisiert detektierte Fluoreszenzsignal aufgezeichnet (siehe Skizze in Abbildung
42).

Refereuz,
R)(Qn‘sdlox‘
E 200 — !
«— Probe o
: 2 100 -
mObjek'f'-V [3)
[ o ]
¢ 0] .
A 'S 100
i /2, 5
& ]
> ol N/ \/S
> i 9.0 95 100
| Zeit [s] ~ Winkel
VS'iﬂmn.L

Abbildung 42: Skizze der Orientierungsmessung. Linear Polarisiertes Licht wird mit
der drehenden A/2-Platte kontinuierlich gedreht, und tber das Objektiv auf die Probe
fokussiert. Die Fluoreszenz wird vom Objektiv wieder eingesammelt, von der A/2-
Platte zurickgedreht und vom Signaldetektor registriert. Zur Bestimmung der
aktuellen Polarisationsrichtung wird das nicht absorbierte Anregungslicht hinter der
Probe polarisiet und von einem Referenzdetektor aufgezeichnet. Die
Phasenverschiebung der beiden Signale entspricht der Orientierung des
Ubergangsdipolmoments.

Um die aktuelle Polarisationsrichtung des Anregungslasers zu jedem Zeitpunkt zu
erhalten, wird gleichzeitig auch das durch die Probe transmittierte Licht hinter einem
Polarisator als Referenzsignal aufgezeichnet. Beide Signale werden mit einer cos?
Kurve angepal’t:

I(f)=1,+1-cos’(w-t+w,) (67)

Darin ist ® die Winkelgeschwindigkeit, mit der die Polarisation gedreht wird und o
die Phase des Signals. Da die Winkelgeschwindigkeit der Polarisationsdrehung fir
das Fluoreszenzsignal die gleiche ist wie fur das Referenzsignal, wird dieser Wert
nur aus dem Referenzsignal gewonnen. Aus dem Phasenunterschied zwischen
Referenzsignal und Fluoreszenzsignal wird der Winkel bestimmt, den das
Ubergangsdipolmoment in der Probe besitzt. Steht der Polarisator im
Transmissionsstrahlengang mit seinem Griff nach rechts, so wird die vertikale (y)
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Polarisation detektiert. Die Drehrichtung der Polarisation ist in allen Experimenten
gegen den Uhrzeigersinn (im konfokalen Bild bzw. von oben auf das invertierte
Mikroskop), so dal} sich flr den Ublicherweise gegen den Uhrzeigersinn und gegen
die x-Achse definierten Winkel a (siehe Abbildung 43)

YV

o
x

Abbildung 43: Orientierung des Ubergangsdipolmoments.

folgende Umrechnung ergibt:
0‘:900_(wo,F1._wo.Ref) (68)

Zur Auswertung von langeren Polarisationsmessungen wird ein Labview Programm
verwendet (siehe Anhang). Dazu wird die Messung in kleine Stucke mit je ~3
Drehungen (typisch 100 Datenpunkte) zerteilt und jeweils der Phasenunterschied
bestimmt. Aus den Diagonalelementen der Konvergenzmatrix C; der Labview
Anpassungsroutine  (Nicht-lineare Levenberg-Marquardt-Anpassung) und der
quadratischen Abweichungen y? wird der Fehler der Winkelbestimmung ermittelt:

2
Aw =vC X (69)

Um die Zuverlassigkeit der Winkelbestimmung zu Uberprifen, wird eine Simulation
durchgefiihrt [Press1992]. Dazu wird eine MelRkurve simuliert und mit Rauschen
versehen. In der Simulationskurve wackelt das Molekuls mit ansteigendem Winkel
hin und her. Das Wackeln des Molekuls ist etwa 5 mal langsamer als die
Polarisationsdrehung. Die Analyse dieser simulierten MeRkurve ist in Abbildung 44
dargestellt. Ein Vergleich der Standardabweichung der ermittelten Phase mit dem
Fehler, den die Anpassungsroutine fur jeden individuellen Abschnitt ermittelt, zeigt
einen Unterschied von 173%. Da aber die Anpassungsroutine den Fehler etwas zu
grol3 abschatzt, ist die wahre Bestimmungsgenauigkeit eher besser als angegeben.
Um nicht bei anderen Versuchsbedingungen falsche Melifehler zu erhalten, wird
daher hier der Bestimmungsfehler nicht zu kleineren Werten Kkorrigiert.
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Abbildung 44: Uberpriifung der Bestimmungsgenauigkeit der Phase. Simuliert wird
eine sich langsam steigernde Phasenmodulation. Ab einer Modulation von etwa 1°
kann eine Anderung sicher detektiert werden.
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3 Probensysteme
3.1 Farbstoffe

Bei der Auswahl der organischen Farbstoffmolekule ist die Zielsetzung der
Untersuchungen zu bericksichtigen: Einzelne Farbstoffmolekile sollen mittels der
Fluoreszenzspektroskopie in Festkorpern detektiert und spektroskopiert werden.
Bisher ist erst von wenigen organische Farbstoffen die Moglichkeit der
Einzelmolekulspektroskopie bekannt [Ambrose1999]. Eine grolle Auswahl von
organischen Fluoreszenzfarbstoffen flr Farbstofflaser werden in dem Buch von
Lambda Physics vorgestellt [Brackmann1994].

Um ein einzelnes Farbstoffmolekul mittels Fluoreszenzspektroskopie zu detektieren
ist eine hohe Fluoreszenzrate nétig, die das Signal vom Rauschuntergrund abhebt
[Mais2000]. Haufig populierte und langlebige Triplettzustande sind neben einer
kleinen Fluoreszenzquantenausbeute die Hauptursache far geringe
Fluoreszenzraten. Sehr gute Farbstoffe besitzen Fluoreszenzquantenausbeuten von
nahezu 100% und verschwinden nur jeden 10000sten Photozylus flr wenige ps in
den Triplettzustand. Im blauen Spektralbereich ist der Strahlungsuntergrund, der das
Rauschen verursacht, besonders intensiv. Daher sollte, wenn irgendwie maoglich, im
roten Spektralbereich gearbeitet werden.

Jedoch ist bei vielen Experimenten nicht die hohe Fluoreszenzrate, sondern vielmehr
die absolute Zahl der emittierten Photonen bis zum irreversiblen Bleichen von
entscheidender Bedeutung. So sind durchaus auch Molekile mit nur 10%
Fluoreszenzquantenausbeute und ms langen Triplettdunkelzustanden detektierbar,
wenn das Molekul trotzdem mehrere Millionen Photocyclen Uberlebt. Lediglich die
MeRdauer mu® dann zum Erreichen eines akzeptablen Signal zu Rausch
Verhaltnisses entsprechend verlangert werden.

Die bisher bekannten Untersuchungen zur Photostabilitdt zielen meist auf eine
Untersuchung in walirigen Medien, um die Einzelmolekulspektroskopie auf
biologische Fragestellungen anzuwenden [Eggeling1998]. Daher wird hier eine
Methode entwickelt, um mit dem konfokalen Mikroskop Photostabilitaten in
Festkorpern zu untersuchen.

3.1.1 Das Drei-Niveau System

Das Fluoreszenzverhalten von Farbstoffen wird in der Regel gut mit einem Drei-
Niveau-System beschrieben. Siehe Abbildung 45.
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Abbildung 45: Jablonski-Schema des Dreiniveausystems eines Farbstoffes.
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Durch Absorption eines Photons kann das System von dem Grundzustand Sy, in den
angeregten Zustand S+, gebracht werden. Von dort kann der Farbstoff verschiedene
Wege einschlagen. Bei der Fluoreszenz geht das Farbstoffmolekil unter
Aussendung eines Photons in den Grundzustand Sy zurtck. Diese Ruckkehr in den
Grundzustand kann jedoch auch strahlungslos erfolgen, indem die gesamte
Energiedifferenz in Schwingungsenergie des Molekuls verwandelt wird. Ein dritter
Weg ist der Ubergang in den Triplettzustand T4, aus dem die Phosphoreszenz in den
Grundzustand zuruckfuhrt. Bei Raumtemperatur mussen die
Schwingungskopplungen bericksichtigt werden, die dazu flhren, da® bei allen
Schritten etwas Energie in die Schwingungen des Molekuls und der Umgebung
abgegeben wird.

Mathematisch werden die verschiedenen Wege mit Raten in den Einheiten s
beschrieben. Bei Raumtemperatur ist nur die Anregungsrate k12, die das System in
den angeregten Zustand befordert, von der Intensitdt des Anregungslichtes
abhangig. Die Rate k21 entleert den angeregten Zustand direkt in den Grundzustand
und die Intersystemcrossingrate k23 wechselt vom Singulett System in das Triplett
System. Die Phosphoreszenzrate k31 fuhrt zurick in den stabilen
Singulettgrundzustand.

Im Experiment kann zwischen zwei Anteilen der Rate k21, einem strahlenden Anteil
krag und einem nichtstrahlenden Anteil k,c unterschieden werden:

k21 = Kaq + Kic. (70)

Das Verhaltnis der strahlenden Rate krag zur Summe aller Raten, die den angeregten
Zustand S entvolkern  entspricht, der  experimentell  bestimmbaren
Fluoreszenzquantenausbeute (siehe auch Gleichung (77)).

Im Hinblick auf die beabsichtige Verwendung der Fluoreszenzfarbstoffe fur den
Einbau in Gast-Wirt-Systeme, und die Einzelmolekulspektroskopie sind folgende
molekularen Daten von besonderem Interesse:

e Absorptionsspektrum mit Absorptionsquerschnitt oder Extinktionskoeffizient.

e Fluoreszenzspektrum mit Fluoreszenzquantenausbeute und
Fluoreszenzlebensdauer k21

o Triplettraten: Intersystemcrossingrate k23 und Triplettlebensdauer k31.

o Photostabilitat: Anzahl der emittierten Photonen N bis zum irreversiblen
Bleichen.

e Molekularen Abmessungen

Diese Daten konnen mit der Hilfe der folgenden Methoden ermittelt werden:
3.1.2 Absorptionsspektren, Fluoreszenzanregungsspektren

Uber den integralen Absorptionsquerschnitt o last sich die dimensionslose
Oszillatorstarke f berechnen, die fur intensive (erlaubte) Ubergange maximal eins
werden kann [Atkins1996].

62



4
7Tfocfa(v)dv
€ (71)

Andererseits hangt die Oszillatorstarke f mit dem molekular definierten
Ubergangsdipolmoment p zusammen [Atkins1996]:

_8mm, v’
3he’ (72)
go=J wil-eF)w dt (73)

Schlielich kann mit Gleichung (73) ein theoretischer Zusammenhang zwischen den
quantenmechanischen Wellenfunktionen und dem im Experiment bestimmbaren
Absorptionsquerschnitt hergestellt werden.

Die experimentelle Messungen von Absorptionsspektren wurden entweder mit einem
Kontron UVIKON 860 oder mit einem Varian CARY 50 durchgefihrt. Die von einer
Probe der Dicke d und der Konzentration ¢ durchgelassenen Lichtmenge folgt dem
Gesetz von Lambert-Beer zu:

| =1p*10 ©°d (74)

Dieser molare dekadische Extinktionskoeffizient ¢ ist eine von der Wellenlange
abhangige Stoffkonstante, die fur intensive Farbstoffe Werte von Gber 100000 Liter/
mol cm erreicht. Der molekular definierte Absorptionsquerschnitt o, der die
scheinbare Grole eines Farbstoffes fur ein vorbeifliegendes Photon ist, kann aus
dem dekadischen molaren Absorptionskoeffizienten berechnet werden:

- In10-€[m* mol|
N, (75)

Dabei sind die Einheiten zu berlcksichtigen, da der Absorptionskoeffizient
ublicherweise fur die Lange von 1 cm einer 1 molaren Losung angegeben wird:
& [m?mol] = 0,1 & [L/mol cm].

In  verdinnten Proben werden Fluoreszenzanregungsspektren mit dem
Fluoreszenzspektrometer CD900 von Edinburgh Analytical Instruments gemessen.
Dabei wird mit einer Lichtquelle mit variabler Wellenlange eingestrahlt und gegen die
detektierte Fluoreszenzintensitat aufgetragen. Da davon ausgegangen werden kann,
dall die Fluoreszenzquantenausbeute eines Farbstoffes im gesamten
Spektralbereich konstant ist, entspricht die Form eines
Fluoreszenzanregungsspektrums genau der eines Absorptionsspektrums. Der
Extinktionskoeffizient selbst kann jedoch damit nicht mehr bestimmt werden.
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3.1.3 Fluoreszenzspektren

Zur Aufnahme von Fluoreszenzspektren wird der Farbstoff mit Licht angeregt und die
Intensitat des mit einem Gitter oder Prisma spektral zerlegten Fluoreszenzlichtes
gemessen. Die Fluoreszenzspektren wurden entweder mit dem
Fluoreszenzspektrometer CD900 von Edinburgh Analytical Instruments oder mit dem
selbst entwickelten Prismen CCD Spektrometer (siehe Kapitel 2.6.2.3) direkt am
konfokalen Mikroskop aufgenommen.

Fluoreszenzspektren kdonnen prinzipiell zwei Fehler enthalten. Zum einem kann die
Wellenlangenachse verschoben sein, was aber mit monochromatischem Licht z.B.
Laserpointer, Licht aus Neonrdhren etc. leicht korrigiert werden kann; zum anderen
kann die Intensitatsskalierung aufgrund der vielen wellenlangenabhangigen
optischen Elemente wie Linsen, Gitter und Detektor fehlerhaft sein. Dieser Fehler ist
nur mit aufwendig geeichten Lampen oder Detektoren korrigierbar. Das
Fluoreszenzspektrometer CD900 besitzt eine elektronische Eichkurve, die aber
vermutlich ungenau ist. Das Fluoreszenzmaximum kann aber hinreichend genau
bestimmt werden, lediglich die Form des Spektrums andert sich geringflgig.

3.1.4 Fluoreszenzlebensdauern

Unter der Fluoreszenzlebensdauer wird die Zeit t verstanden, mit der das
detektierbare Fluoreszenzsignal abklingt. Dabei sind alle Prozesse zu
bertcksichtigen, die den fluoreszierenden Zustand S4 entvolkern:

1_ k21+k23
T (76)

Die Fluoreszenzlebensdauer von organischen Farbstoffen liegt im Bereich von
wenigen Nanosekunden. Nur in seltenen Fallen, wenn der Fluoreszenzvorgang
verboten ist, kann es zu Fluoreszenzlebensdauern von einigen zehn Nanosekunden
kommen. Die direkte Aufzeichnung des Signalverlaufs ist nur mit einer sehr
aufwendigen "Streak-Kamera" maoglich. Jedoch ist es relativ einfach moglich, den
zeitliche Abstand von elektrischen Pulsen auf 1/100 Nanosekunde genau zu
bestimmen. Die Bestimmung von Fluoreszenzlebensdauern wird daher meist mit
zeitkorrelierter Einzelphotonenzahlung (TCSPC = Time correlated single photon
counting) durchgefuhrt. Dabei wird die Farbstoffprobe mit einem so schwachen, aber
kurzen Lichtblitz angeregt, dal® danach maximal ein Fluoreszenzphoton vom
Photodetektor registriert wird. Der Zeitunterschied zwischen dem Lichtblitz und dem
detektierten Photon entspricht der Fluoreszenzlebensdauer des Farbstoffes. Diese
Messung wird wiederholt bis ein statistisch signifikantes Ergebnis vorliegt (siehe
Kapitel 2.6.2.4).

Fur Zerfalle, die aus mehreren Exponentialkurven bestehen, ist zu beachten, daf}
eine multiexponentielle Anpassung nicht trivial ist und zu gro3en Fehlern fuhrt, da die
Amplituden und Zerfallsraten von Exponentialkurven voneinander stark abhangig
sind [Grinvald1974].
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3.1.5 Fluoreszenzquantenausbeuten

Die Fluoreszenzquantenausbeute stellt den Anteil dar, der als Fluoreszenzstrahlung
nach einer Anregung abgestrahlt wird. Dabei ist zu berlcksichtigen, dal} die Rate k21
nach Gleichung (70) aus einem strahlenden ko4 und einem nicht strahlendem Anteil
kic bestehen kann:

krad krad
(p = =
k21+k23  k, +k +k23 7

Fluoreszenzquantenausbeuten werden in der Regel durch Vergleiche mit bekannten
Fluoreszenzfarbstoffen  ermittelt. Dabei wird bei gleicher absorbierter
Anregungslichtmenge und gleichbleibender Detektionseffizienz und Geometrie die
Gesamtfluoreszenz durch Integration Uber das Fluoreszenzspektrum ermittelt
[Parker1960]. Ein gebrauchlicher Farbstoff, der als Referenzprobe verwendet wird, ist
Rhodamin 6G in Ethanol mit einer Fluoreszenzquantenausbeute von 94%.

Um mit einer absoluten Methode ohne eine Vergleichssubstanz die Quanteneffizienz
zu ermitteln, kann z.B. die Warmeentwicklung in der Probe, die durch die fehlende
Abstrahlung der Fluoreszenzphotonen entsteht, gemessen werden [Olmsted1997].

Die Methode mit der Referenzprobe wurde verwendet, um den Einflud einer
Oberflache auf die Fluoreszenzquantenausbeute auf den Stilbenderivat-Farbstoff zu
untersuchen. Als Vergleichsfarbstoff wurde ein Perylendiimid mit etwa 100%
Fluoreszenzquantenausbeute gewahlt. Bei gleicher optischer Dichte, bei der
Anregungswellenlange von 442 nm, betragt die Flache des Fluoreszenzspektrums
des Stilbenderivats nur 9,6% von der des Perylendiimids. Nach der Zugabe von
Silikatpulver (fumed silica) mit sehr grolier Oberflache steigt die Flache des
Fluoreszenzspektrums auf 35 % der Flache von Perylendiimid. Aufgrund der
Korrektur mit der optischen Dichte ist die Messung unabhangig von einer
Konzentrationserhohung an der Oberflache durch Absorption. Abbildung 46 zeigt die
Erhdhung der Fluoreszenzquantenausbeute des Stilbenderivats im Vergleich zu
Perylenfarbstoffen.
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V.

Abbildung 46: Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute des Stilbenderivats: In
Ethylenglykol (EG) 9,6%, nach Zugabe von Silikatpulver 35%. Die drei
Referenzmessungen besitzen eine Quantenausbeute von nahezu 100%.

3.1.5.1 Strickler und Berg -Methode zur Bestimmung von
Quantenausbeute aus der naturlichen Lebensdauer

Nach Strickler und Berg [Strickler1962] kann die naturliche Lebensdauer aus gut
aufgeldsten Absorptions- und Fluoreszenzspektren abgeschatzt werden:

2303-87i° [Imdv
N, I—f;’dv
v (78)

K, J.gdln 14

Mit der Hilfe von Gleichung (77) kann damit durch die Messung der Absorptions- und
Emissionsspektren, der Fluoreszenzlebensdauer k21, und Vernachlassigung von
k23, die Fluoreszenzquantenausbeute abgeschatzt werden.

3.1.6 Orientierungen

Aufgrund der Orientierung des Ubergangsdipolmoments p kann die Lage eines
Farbstoffmolekuls bestimmt werden. Die Bestimmung der relativen Lage des
Ubergangsdipolmoments im Molekiil erfolgt in der Regel durch quantenmechanische
Berechnungen. Dabei wird die Ladungsverschiebung zwischen den Wellenfunktionen
im Grundzustand und angeregten Zustand berechnet.
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Aﬂffil/;(—e'ﬂ%dT (79)

Mit wenigen Ausnahmen liegt die Richtung des Ubergangsdipolmoments fiir den
langwelligsten Ubergang immer entlang der groRten Ausdehnung des delokalisierten
Elektronensystems des Farbstoffes [Renn1988] [Lakowicz1999] [Baumann2000]. In
hoch symmetrischen Molekilen mit drei- oder mehrfachen Drehachsen wie
Triphenylen, Porphin oder Phthalocyanin ist ein zu einer Ebene entartetes
Ubergangsdipolmoment vorhanden. Ausnahmen bilden z.B. Tetracen und Pentacen,
die ein Ubergangsdipolmoment quer zur langen Molekillachse besitzen [Kruse1972]
[Pariser1956]. Zur experimentellen Bestimmung des Ubergangsdipolmoments
mussen die Farbstoffmolekule orientiert werden. Langliche Molekile kénnen durch
ein Strecken von Polymertragern, in die sie eingelagert werden, oder durch eine
Einlagerung in Molekulkristalle orientiert werden. Wird die Orientierung des
Chromophors nicht Uber die Absorption, sondern Uber die Fluoreszenzpolarisation
bestimmt, ist zu beachten, dall zwischen diesen Orientierungen durch
Reorganisationsprozesse ein Winkel auftreten kann. Der Winkel zwischen
Absorptions- und Emissionsdipolmoment B kann jedoch durch
Anisotropiemessungen an unorientierten, festen Proben bestimmt werden. Die
Fluoreszenzanisotropie r mit der Ublicherweise Rotationsprozesse bestimmt werden
bezeichnet das Verhaltnis von nach der polarisierten Anregung erhaltenem
Polarisationsgrad zur Gesamtintensitat:

I”_[L
I+21,

(80)

Durch die Anregung mit polarisiertem Licht werden nicht nur die Molekile, die
parallel zur Anregungspolarisation liegen, sondern auch die verkippt liegenden
Molekule mit ihrem parallel liegenden Anteil mitangeregt. Strahlt ein solches verkippt
liegendes Molekul Fluoreszenz ab, so hat dieses einen nicht verschwindenden Anteil
der senkrecht zur Anregungspolarisation steht. Eine isotrope Verteilung der Molekile
ergibt eine Anisotropie von r = 0,4. Liegt die Emission senkrecht zum
Anregungsdipolmoment, so sinkt die Anisotropie auf r = -0.2. Aus der Anisotropie
kann direkt der Winkel B zwischen Absorptions- und Emissionsdipolmoment
bestimmt werden:

r=g<3coszﬁ—l>

Sind beim Absorptions- und Emissionsvorgang die gleichen quantenmechanischen
Zustande beteiligt und sind Ladungsumorientierungen im angeregten Zustand aus
Zeit- oder Symmetriegrunden nicht vorhanden, so wird kein Winkelversatz erwartet.

3.1.7 Dunkelzustande von Farbstoffen
Alle Farbstoffe besitzen Dunkelzustande, in denen keine Fluoreszenzphotonen
emittiert werden. Gut untersucht [Kulzer1999] [Fleury2000] ist jedoch nur der

Triplettzustand, der quantenmechanisch erfal3t werden kann. Da bei allen
Farbstoffen, die flr Einzelmolekllmessungen verwendet werden, der Triplettzustand
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die Messung erschwert, werden Farbstoffe ausgewahlt, die mdglicht selten diesen
Dunkelzustand besetzen. An einem solchen Farbstoff ist dann jedoch die direkte
Aufnahme von Phosphoreszenz-Abklingkurven sehr schwierig, da nur sehr wenig
Phosphoreszenzlicht erhalten wird. Die Intersystemcrossingraten k23 vieler
Farbstoffe liegen zwischen 10° s und 10" s [Depster1972], fiir Terrylen in p-
Terphenyl bei 1,4 K wurden mit 0,4 10° s™ aber auch schon sehr niedrige k23 Raten
gefunden [Kummer1996]. Die Phosphoreszenzzerfallsraten k31 organischer
Farbstoffe liegen im Bereich von 10° s™. Kann jedoch ein Triplettquenscher wie
Sauerstoff in die Nahe des Farbstoffes gelangen, so werden viel groRere Raten, die
im Bereich von 10° s™ liegen gefunden [Wohrle1998] [Kasche1964].

Auch durch gepulste Experimente mit zwei Farben und Detektion der Fluoreszenz
sind die Raten in und aus dem Triplett zuganglich. Dabei wird mit einer Farbe der S4-
Zustand besetzt, wahrend die andere Farbe zur Entvolkerung des T1 Zustandes
dient. Obwohl eine solche Untersuchung bei Beachtung der Beleuchtungsgeometrie
auch mit vielen Molekulen moglich ware, ist nur eine Messung an einzelnen
Molekulen bekannt [English2000].

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) detektiert jegliche Dynamik des
Fluoreszenzsignals. Doch nur wenn sehr wenige Molekile detektiert werden, ist
aufgrund der nicht vorhandenen zeitlichen Korrelation zwischen den Molekulen eine
Intensitatsschwankung vorhanden. Abbildung 47 zeigt eine typische durch den
Triplettzustand hervorgerufene FCS Melkurve eines immobilisierten TDI
Farbstoffmolekiils.

1,10 .
1,081 _
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> 1,041 .
1,02 _
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Abbildung 47: Typische FCS Melkurve eines immobilisierten TDI Farbstoffmolekdls
mit einer Triplettlebensdauer von 67 us.

Die Methode zur Ermittlung von Triplettraten aus FCS-Zerfallskurven wird in Kapitel
2.6.2.2.2 erlautert. In Kapitel 4.4.3 werden verschiedene Messungen der Triplettraten
durchgefuhrt.

Mit FCS in Lésung ist ein detektierbarer Zeitbereich von ns bis ms zuganglich, der
nach unten durch die Statistik und nach oben durch die mittlere Dauer, die das
Farbstoffmolekull durch das Detektionsvolumen diffundiert, limitiert ist.

Die Auswertung von Quantenspringen in Fluoreszenzzeitspuren einzelner Molekile
erlaubt eine direkte Ermittlung der Fluoreszenzdynamik [Basche1995]. Um aus einer
Zeitspur die An - und Auszeiten sicher zu extrahieren, mul® der Abstand der

68



detektierten Photonen in der Anphase mindestens eine GréRenordnung kleiner sein
als die Dauer der An- und Auszeit. Konkret bedeutet dies, dal} bei einem Molekul mit
einer Triplettlebensdauer von 50 us Detektionsraten von uber 500 000 Photonen pro
Sekunde notig sind. Ein Beispiel fur diese Mellmethode wird in Kapitel 4.4.2
demonstriert.

3.1.8 Photostabilitat

Die Rolle von Sauerstoff beim Bleichen von Farbstoffmolekilen ist zwiespaltig.
Einerseits ist Sauerstoff ein effizienter Quenscher fur den Triplettzustand, der
dadurch klrzere Zeit fir ungewollte Reaktionen zur Verfligung steht und zugleich
wird die Signalintensitat erhoht, andererseits ist der entstehende Singulett Sauerstoff
sehr reaktiv und kann das Molekil selbst angreifen. So ist z.B. Coumarin-120 in einer
sauerstofffreien Losung gegenuber mit Luft gesattigter waliriger Losung fast dreimal
photostabiler, wahrend Coumarin-307 in der sauerstofffreien Lésung uber 40 mal
instabiler ist [Eggeling1998]. Die genaue photophysikalische Beschreibung des
Bleichvorgangs ist dabei oft ungewi’. So ist nicht bekannt, ob der eigentliche
Bleichvorgang vom S4 oder vom T1 Zustand ausgeht. Messungen an TDI in Kapitel
4.4.3 deuten darauf hin, dal} k23 nicht mit dem Bleichvorgang korreliert, was durch
einen Bleichvorgang aus dem S Zustand erklart werden kann.

Als Parameter fir die Photostabilitat wird die Anzahl N der emittierten
Fluoreszenzphotonen gewahlt.

Zur Ermittlung der Photostabilitat stehen mehrere Methoden zur Verfigung.

Als direkte Methode wird die Aufnahme von digitalen Bleichspuren von einzelnen
Molekllen verwendet. Bei dieser Methode sind auler der Detektionseffizienz des
Mikroskops und der Fluoreszenzquantenausbeute keine weiteren Parameter
erforderlich. Jedoch muf® das Molekll mindestens einige Zeit Uberleben, da erst
dessen Position genau bestimmt werden mufd. Aufgrund dieser Einschrankung
scheiden jedoch viele Moleklile fir diese Untersuchungsmethode aus.

Ein anderes Experiment verwendet eine Losung des Farbstoffes, die in einer
geruhrten Klvette mit einer starken Lichtquelle beleuchtet wird. Aus der Zunahme
des transmittierten Lichtes oder der Abnahme der Fluoreszenz kann die
Photostabilitat berechnet werden [Eggeling1998b]. Die Ergebnisse dieser
Bleichmessungen sind stark vom verwendeten LoOsungsmittel, der Farbstoff-
konzentration und dem Sauerstoffgehalt abhangig. Daher sind sowohl die Methode,
als auch deren Ergebnisse nicht ohne weiteres auf den Festkorper Gbertragbar.

Es wurde daher eine Methode entwickelt, um im Festkorper, moglichst im konfokalen
Volumen des Mikroskops, Bleichmessungen durchzufihren. Strahlt man mit einem
konfokalen Mikroskop in eine gleichmallig fluoreszierende Festkdrperprobe ein, so
werden die Farbstoffe gemal dem Intensitatsverlauf des Anregungslasers geblichen.
Abbildung 48 zeigt die Geometrie des Versuches.
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Objekttragerglas
| Probe )( | ~20 um
Deckgl/as/ \ 170 um

Immersionsobjektiv

Abbildung 48: Experimentelle Anordnung zur Aufnahme von Bleichkurven im konfokalen
Mikroskop.

Bei einem, im einfachsten Modell, monoexponentiellem Bleichen der
Farbstoffmolektile mit der Bleichzeit k ergibt sich folgende 3-dimensionale
Farbstoffverteilung im Laserfokus mit der Lichtverteilung I:

s )
— . k
c(x,y,z,t)=c)(x,¥,2)-e (82)

Die dreidimensionale Lichtverteilung I(x,y,z) lat sich mit der in Kapitel 2.5.1.1
angegebenen Gleichungen (28) (29) genahert berechen. Nur genau im Zentrum des
Laserfokus bleichen die Farbstoffmolekile mit der Bleichzeit k. Au3erhalb des Fokus
ist eine geringere Lichtintensitat vorhanden, wodurch die Moleklle dort auch
langsamer bleichen.

Die nach dem Bestrahlen entstehende Farbstoffverteilung laldt sich auch mit einem
konfokalen Fluoreszenzbild aufnehmen:

20 um

| |H I |-\.. = I | = —

Abbildung 49: Konfokaler Querschnitt von lokal geblichenem Farbstoff. L = 633 nm
NA =1,3.

Die Starke der Fluoreszenz wahrend des Bleichvorganges hangt wiederum von der
Konzentration und der Anregungsleistung ab:

Ly(xyzt)=c(xyzt)1(xyz) (83)



Um das Signal des Detektors zu erhalten, muf} die Lichtmenge bestimmt werden, die
das Detektionspinhole passiert. Dazu muf} die Detektionsfunktion Iz angewandt und
das Integral Uber den gesamten Raum gebildet werden:

Signal (1)

8'—43

T ]il (x,2)1 4(x,y.2,t)dx dy dz
S S (84)

Die Detektionsfunktion entspricht bei geschossenem Detektionspinhole den
Anregungsfunktionen (28) (29). Um die Abhangigkeit des Pinholes zu untersuchen,
wird ein Faktor eingeflhrt, der die Grofle des Fokus verbreitert. Dadurch entspricht
dieser Faktor in etwa der Groflie des Pinholes in Airy Einheiten.

Da die gesamte Funktion (84) analytisch nicht I6sbar ist, wird mit dem Programm
MathCAD numerisch integriert. Es wird eine Probe mit n = 1,5, ein Objektiv mit einer
NA von 1,3 und eine Wellenlange von 0,633 pum angenommen. Da das Programm
nicht mit unendlichen oder sehr gro3en Integrationsgrenzen zurecht kommt (bei
grélkere Grenzen werden unsinniger Weise geringere Intensitaten erhalten), wird der
maximale Radius auf 6 ym und die z-Grenze auf 20/2 ym festgelegt. Obwohl die
Uberwiegende Signalintensitat bei erstaunlich groliem Abstand im Vergleich zu dem
sehr kleinen Fokus gefunden wird, sind bei diesen Integrationsgrenzen die Integrale
schon sehr konstant. Dies bedeutet, dal3 die wenigen und schnell bleichenden
Molekule exakt im Zentrum des konfokalen Volumens nur wenig zum gesamten
Signal beitragen. Entscheidend sind vielmehr die vielen Molekile am Rand des
Detektionsvolumens. Da die Zeitinformation nur in dem Verhaltnis t/k in der
Gleichung (82) enthalten ist, skaliert die Zeit der Kurvenverlaufe linear mit der
Bleichzeit k. Es ist daher mdglich, alleine aus der Zeit, bei der die Kurve z.B. auf die
Halfte des Anfangswertes abgefallen ist, die Bleichzeit zu bestimmen ohne jedesmal
den exakten Kurvenverlauf zu simulieren. Abbildung 50 zeigt, dal} sich die Form der
Bleichkurven fur drei verschiedene Bleichzeiten k nicht verandert.
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Abbildung 50: Simulierter Intensitatsverlauf der konfokalen Bleichkurven bei
verschiedenen Bleichzeiten k.
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Es wird nun der von der Geometrie abhangige Parameter durch Simulationen
bestimmt, um die Zeit bis zur halben Anfangsintensitat in die Bleichzeit k der
Farbstoffmolekile umzurechnen. Bei Messungen im Experiment hat sich
herausgestellt, dal® eine geringfugige Verschiebung von Anregungs- und
Detektionsfunktion aufgrund von Dejustage oder von unterschiedlichen Fokallangen
des Objektives fur verschiedene Wellenlangen nicht vermeidbar ist. Daher werden
nur dann reproduzierbare Bleichkurven erhalten, wenn das Detektionspinhole ganz
geoffnet ist. Bei dem 40x1,3 OIl-Objektiv entspricht ein ganz gedffnetes Pinhole von
445 ym etwa 20 Airy Durchmessern. Abbildung 51 zeigt verschiedene simulierte
Bleichkurven mit verschieden gro3em Pinhole.
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Abbildung 51: Simulierter Intensitatsverlauf der konfokalen Bleichkurven in
Abhangigkeit der Pinholegrdfie in Airy Einheiten. Zum Verglich ist in der Mitte eine
experimentell bestimmte Bleichkurve eingezeichnet.

Bei kleinem Pinhole fallt die Kurve bei kleinen Zeiten sehr schnell ab, wahrend bei
sehr grolem die groflte Abnahme erst am Ende erreicht wird. Die in der Abbildung
ebenfalls aufgeflhrte experimentelle Bleichkurve paf’t von der Form gut zu den
mittleren PinholegroRen (Die zeitliche Ubereinstimmung ist Zufall). Daraus kann
geschlossen werden, dal® trotz der genaherten Abbildungsfunktionen nach den
Gleichungen (28) (29) sinnvolle Simulation erhalten werden. Das gesuchte Verhaltnis
t12 : k kann fir verschiedenen Pinholegréfien aus der Abbildung 52 abgelesen
werden.
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Abbildung 52: Verhaltnis der experimentellen Halbbleichzeit t1, zur Molekulbleichzeit
k in Abhangigkeit von der Pinhole Grole.

FUr eine weit gedffnete PinholegroRe von etwa 20 Airy GroRen wird ein Verhaltnis t12
: k = 140 ermittelt. Um diesen Faktor bleichen die Farbstoffmolekile im Zentrum des
Fokus schneller als das detektierte Signal. Eine abschlieRende Simulation zeigt den
Einful® der Probendicke. Dazu wird die Integration in der Simulationsgleichung (84) in

der z-Richtung eingeschrankt. Abbildung 53 zeigt den EinfluR der Schichtdicke auf
das Umrechnungsverhaltnis ty : k.
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Abbildung 53: Abhangigkeit der Probendicke auf das Umrechnungsverhaltnis.
Gezeigt ist das Verhaltnis ty» zu k flr ein sehr kleines und ein sehr gro3es Pinhole.

Bei einem kleinen Pinhole sollte die Probe mindestens 4 uym dick sein, bei dem
grolRen Pinhole sind aber mindestens 15 um noétig, um ein von der Probendicke
unabhangiges Verhaltnis zu erhalten.

FUr das Experiment wird ein mindestens 20 ym dicker Film mit einer Konzentration
von etwa 10° molll auf einem Deckglas hergestellt und der Fokus des
Immersionsobjektives so eingestellt, dal® er etwa 10um tief in der Probe liegt (siehe
Abbildung 48). Zur Aufnahme der MeRkurve wird der Laser erst wahrend der
Messung gestartet, da das Mikroskop schon vor der Messung den Laser aktiviert, die
Intensitat zu Beginn des Bleichens aber unbedingt zum Auffinden der halben
Signalhéhe bendtigt wird.

Berucksichtigt man die von der Laserleistung | abhangige Anregungsrate im Fokus
nach Gleichung (61), die Umrechnung des Absorptionsquerschnitts (59), die
Fluoreszenzquantenausbeute ®;, und die mittlere Bleichzeit k, so erhalt man die
Anzahl der emittierten Photonen bis zum Bleichen:

cem-m | @, 1-k-&-NA®
N:6,5{m01 cm m} 7

Liter - W -s A (85)

Bei der Verwendung von NA = 1,3 und einem Umrechnungsverhaltnis fur ein offenes
Pinhole von ty,; : k = 140 ergibt sich:

N =78 mol-cm-nm | @, 11, (1)
Liter - uW -s A

(86)
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Die Methode kann mit den Photonenzahlungen an einzelnen TDI-Molekulen
verglichen werden. Von diesen Molekulen ist aus den Messungen in Kapitel 4.4.4
bekannt, daR sie in PMMA als Matrix im Mittel 2+0,3 10'® Photonen emittieren. Im
Bleichexperiment wurde an einer 20 ym dicken Probe mit einer Bestrahlung von 34
MW nach 61000 s das halbe Fluoreszenzsignal detektiert. Mit @5 =1 und &(633
nm) = 41800 [L/mol cm] erhalt man folgende Korrekturgleichung:

szo{mol-cm-nm}q)ﬂ'I'fuz'5(4)

Liter - uW -s A (87)

Die Abweichung um einen Faktor von weniger als 2 zwischen den beiden
Experimenten kann an verschiedenen Grinden liegen. Im Einzelmolekulexperiment
ist sicherlich die angenommene Einsammeleffizienz von ~3% der unsicherste
Parameter, in der Simulation ist die Berucksichtigung des gro3en Pinholes der
unsicherste Einflul. Fur die Bestimmung der Anzahl der detektierbaren Photonen
eines Molekuls wird daher als Kompromify ein Wert von 100+50 [mol cm nm/ Liter
MW s] angenommen.

Die Einheit des Parameters wurde so gewahlt, dal3 die Lichtleistung P in [uW], die
Wellenlange A in [nm] und der wellenlangenabhangige Extinktionskoeffizient g(A) in
den ublichen [Liter / mol cm] eingesetzt werden kann.

Abbildung 54 zeigt die Ergebnisse einer Reihe von durchgefihrten
Bleichmessungen.
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Abbildung 54: Die Anzahl der emittierten Photonen bis zum Photobleichen von
verschiedenen Farbstoffen. Die Werte mit den ausgefullten Symbolen wurden durch
Bleichen von vielen Farbstoffmolekilen im konfokalen Mikroskop ermittelt. Zum
Vergleich sind einige Messungen an einzelnen Molekulen aus Kapitel 4.4.4 als
offene Symbole eingetragen.

Die ermittelten Photonenzahlen besitzen je nach Fehler in der Messung und der
vorhandenen Molekulparameter etwa die Genauigkeit von einer Grof3enordnung. Als
Matrix wurde flr die GFP Molekille ein Polyacrylamidgel und sonst, wenn nicht
anders angegeben, PMMA verwendet. Fir einige Molekule werden ungewohnlich
hohe Photonenzahlen ermittelt (einige GFP-Varianten, HIDCI), jedoch ist zu
bertcksichtigen, dal} Effekte wie Blinken oder die Bildung von Photoprodukten, die
an einzelnen Molekulen beobachtet werden, von der Anregungsleistung und der
Melzeit abhangig sind. An dem Farbstoff TDI wird eine wellenlangenabhangige
Photostabilitdt beobachtet. Bei einer kurzwelligen Anregung mit 442 nm bleicht TDI
etwa 100 mal schneller als bei einer Anregung mit 633 nm.

3.1.9 GroRe der Farbstoffe

Um abzuschatzen, welcher Farbstoff in eine vorgegebene Pore palt, missen die
Grollen der Farbstoffmolekile bestimmt werden. Geometrisch pal’t ein Molekdl in
eine zylindrische Rohre, wenn zwei Dimensionen nicht groRer als der
Roéhrendurchmesser sind. Da alle Farbstoffe aus einem flachen n-System aufgebaut
sind, ist die "Hohe" als zweitkleinste Dimension von Interesse. Die Atomabstande in
den Farbstoffmolekilen wurden mit sinnvollen Strukturformeln und bekannten
Bindungsabstanden (siehe Tabelle Atomabstande [Dewar1977]) berechnet.
Anschlieend muf® zu den Randatomen noch deren Van-der-Waals Radius (siehe
Tabelle Van der Waals Radien [Bondi1964]) hinzugefugt werden.
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Bindung Lange [pm]
sp3C-H 109
sp2C-H 108,6
spC-H 106
sp3C-sp3C 154
sp3C-sp2C 150
sp2C-sp2C 146
sp2C=sp2C 134
sp=sp 120
C-O 142
C=0 122

Tabelle Atomabstande [Dewar1977].

Gruppe VVan-der-Waals Radius [pm]
H 120
CH3 200
N 155
O 152
S 180
F 147
Cl 175
Br 185

Tabelle Van der Waals Radien [Bondi1964].

Die so ermittelten Grolden der Farbstoffmolekile besitzen etwa eine Genauigkeit von
10%. Eine hohere Genauigkeit ist nicht unbedingt nétig, da Molekulardynamik-
Rechnungen zeigen, dald sowohl Farbstoff als auch Zeolithe bei Raumtemperatur
starke Deformationsschwingen ausflihren, die auch gréieren Molektlen die Diffusion
in engen Kanalen erlaubt [Jager2002]. Die MolekulgréRen von TDI (2 Aromaten hoch
= 0,91 nm) und Tetracen (1 Aromat hoch = 0,72 nm) wurden auch von |. Frank
berechnet und passen gut zu den hier abgeschatzten Grolen.

3.1.10 Parameter ausgewahlter Farbstoffe

Eine tabellarische Zusammenfassung weiterer untersuchter Moleklle befindet sich
im Anhang.

3.1.10.1 TDI

Der Farbstoff TDI (TerrylenDilmid) ist ein Derivat des polycyclischen Aromaten
Terrylen, dem zwei verschiedene Imidgruppen zur Verbesserung der Loslichkeit und
zur spektralen Verschiebung in den roten Spektralbereich angehangt wurden
[Holtrup1997]. Der Farbstoff wurde uns vom Arbeitskreis Mdullen (Mainz) zur
Verfugung gestellt [Mais1997].
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Abbildung 55 =zeigt die chemische
Struktur von TDI. Die Breite des
Molekuls, die fur eine Einlagerung in
eine Rohre bestimmend ist, betragt 0,91
nm. Abbildung 56 zeigt das Absorptions-
und Fluoreszenzspektrum einer Losung
von TDI in CHCls.
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Abbildung 56: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von TDI in Chloroform.

Das Fluoreszenzmaximum bei 670 nm verschiebt sich bei einer PMMA Matrix etwas
auf 663 nm. Die charakteristische Schwingungsbande in der Fluoreszenz besitzt eine
mittlere Energie von 1300 cm™. Die im Lésungsmittel CHCls experimentell ermittelte
Fluoreszenzlebensdauer liegt bei 3,4 ns. Die Fluoreszenzquantenausbeute wird mit
100 % angegeben. Bei nicht zu intensiver Anregung bleicht der Farbstoff erst nach
2+0,3 10" Photocyclen (siehe Kapitel 4.4.4). Dabei bildet sich in geringen Mengen
ein Photoprodukt, dessen Fluoreszenzmaximum bei 561 nm liegt (siehe Kapitel
4.7.3).

c(633 nm) 1,6 10%° m?

Kraa = k21 2,910%s™. (3,5 ns)

k23 ~ 45000 s™. (Kapitel 4.4.3)

k31 ~ 16000 oder 28000 s™'. Zwei Populationen (Kapitel 4.4.3)

Photozyklen 2 10™

Sattigung der g4\ \\/cm? bei 633 nm
Fluoreszenz:

GroRe 0,5nm 0,91 nm 2 nm.
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3.1.10.2 Oxazin 1

Ein typischer Phenoxazin Farbstoff ist Oxazin 1 (7-(Diethylamino)-3-
(diethylimmonium)-3H-phenoxazinperchlorat, Lambda Physics), bei dem die beiden
Aminogruppen als Diethylamine geschutzt werden. Die chemische Strukturformel ist
in Abbildung 57 dargestellt.

Das Perchlorat Gegenion ist nicht

H H
Hon N " eingezeichnet. Die Hohe des Molekdls
h_LH o H}/{ betragt ~0,87 nm, da die Ethylgruppen
| ' 5 SRR nicht frei rotiert werden konnen.
H ! - Abbildung 58 zeigt das
HH%H " " I Absorptionsspektrum
H i

in Ethanol mit

H einem Maximum bei 645 nm

(¢ ~130000 [L / mol cm]) und das

Abbildung 57: Struktuformel von Oxazin 1.  Fluoreszenzspektrum mit einem
Maximum bei 670 nm.
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Abbildung 58: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Oxazin 1 in Ethanol.

Die experimentell ermittelte Fluoreszenzzerfallszeit betragt in Ethanol 0,85 ns, in
Wasser sinkt dieser Wert auf 0,5 ns, in CHCI; steigt er auf 1,3 ns (siehe auch
[Landgraf1996]). Die Fluoreszenzquantenausbeute betragt in Ethanol 11%, in
Ethylenglykol 19% [Sens1981], in Wasser ~7% und in PMMA und CHCI; etwa 16%.

o(633 nm) 3,5 10%° m?

Krad ~1,310%s™

k21 210°s™ (Wasser), 1,2 10° s (Ethanol), 8 10% s (PMMA, CHCl5)
k23 ~26000 s™

k31 ~70000 s™' PMMA/Luft
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Photozyklen 210’

Sattigung der 44\ \\/o2 hei 633 nm
Fluoreszenz:

GrofRe 0,5nm 0,87 nm 1,8 nm
3.1.10.3 Oxazin 170

In Oxazin 170 (9-Ethylamino-5-ethylimino-10-methyl-5H-benzo(a)phenoxazonium
Perchlorate, Lambda Physics) ist ein zusatzlicher aromatischer Ring am Chromophor
vorhanden. Abbildung 59 zeigt die chemische Strukturformel.

Die HOohe des Moleklls betragt etwa
1,0 nm. Die Absorptions- und
Fluoreszenzspektren sind in Abbildung
60 dargestellt.

LA B L L R R R Trrrrrrr ot Trrrrrrr T J10
800004 Oxazin 170in EtOH

60000 -

40000

Absorption [I/ mol cm]

20000+

0 T ; T 0,0
500 600 700 800
Wellenlange [nm]

Abbildung 60: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Oxazin 170 in Ethanol.
Das Absorptionsmaximum liegt bei 625 nm (¢ ~ 83000 [L / mol cm]), so dal eine
Anregung mit 633 nm gerade noch moglich ist. Das Fluoreszenzmaximum liegt bei
658 nm.

Die Fluoreszenzquantenausbeute wird mit 63% angegeben [Sens1981], die
Fluoreszenzlebensdauer betragt in Ethanol ~3,2 ns [Landgraf2002].
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6(633 nm) 2,410% m?

Krad ~210%s™

k21 3,110%s™" (3,2 ns)

k23 ~14000 s (in AIPO4-5)
k31 ~400 s (in AIPO4-5)
Sittigung der Fluoreszenz ~4 kW/cm? bei 633 nm
GroRe 0,4nm1nm 1,8 nm

3.1.10.4 Oxazin 750

In Oxazin 750 wird, im Verglich zu Oxazin 170, eine Aminogruppe uber zwei Ringe
fixiert.

Dadurch soll die Beweglichkeit im

Molekadl verringert und die
Quantenausbeute erhéht werden. Die

Hohe des Molekulls ist mit 1,1 nm

o etwas groRer als Oxazin 170. In
“O~on Ethanol ist die maximale Absorption
© mit & ~ 83000 [L / mol cm] bei 667 nm
und das Maximum der Fluoreszenz bei
678 nm zu finden (siehe Abbildung 62).

Abbildung 61: Strukturformel von Oxazin

750.
......... T 1 1,0
800004 Oxazin 750 in EtOH
408
__ 60000
€
2 0,6
Qo 1°° N
£ o
= o
=" 40000 g
% Jo04 S
e L
(o]
n
o)
< 200004
402
0 0,0
500 800

Wellenlange [nm]
Abbildung 62: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Oxazin 750 in Ethanol.
Es wird in Ethylenglykol eine Fluoreszenzlebensdauer von 1,9 ns gemessen.
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5(633 nm) 2,3 102 m?

Krad ~210% ™

k21 5,310 s™ (in Ethylenglykol)
GroRe 0,4nm1,1nm 1,6 nm
3.1.10.5 Cy5

Der Cyaninfarbstoff Cy5 (Cy5-bis-OSU, N,N'-biscarboxypentyl-5,5'-
disulfonatoindodicarbocyanine, Amersham Life Science) wird haufig in der Biochemie
verwendet, um Proteine zu markieren. Das Molekul besitzt dazu eine
Kupplungsgruppe, die an eine freie Aminogruppe gebunden werden kann. In dieser
Arbeit wird der Farbstoff damit an die innere Porenwand kovalent angebunden.
Abbildung 63 zeigt die chemische Struktur des Farbstoffes.

Die Hohe des Chromophors betragt
etwa 1,25 nm. Im
Absorptionsspektrum (siehe
Abbildung 64) liegt das Maximum mit
e ~ 220000 [L/molcm] bei 650 nm,
und das Emissionsmaximum bei
675 nm.

LI L L L L L L I T T T T T I‘ T T I IIIIIIIII 1 |O
Cy5 in EtOH
200000 - 40,8
€
° 0,6
g -
= N
= g
5 S
= 100000 + 404 =S
o L
o
2]
e}
<
40,2
0 IIIIIIII I LI L L L L L L I IIIIIIIII O|O
500 600 700 800

Wellenlange [nm]

Abbildung 64: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Cy5 in Ethanol.
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Die gemessenen Fluoreszenzzerfallszeit betragt in Ethanol 1,5ns. Die
Fluoreszenzquantenausbeute betragt etwa 30 %. Ein in PMMA eingebettetes
Farbstoffmolekiil bleicht nach etwa 4 10° emittierten Photonen irreversibel. In reinem
Wasser wird der erheblich geringere Wert von 200000 Photocyclen gefunden
[Eggeling1998]. Neben dem Triplettzustand ist noch ein weiterer Zustand vorhanden,
der vermutlich auf einer cis-trans Isomerisierung der Alkenbricke beruht
[Widengren2000].

5(633 nm) 6 102 m?

Krad ~210% s

k21 6,7 108 s™ (1,5ns in Ethanol)

k23 54000 s™' (eigene Messung, PMMA/Luft)
k31 24000 s™' (eigene Messung, PMMA/Luft)
Photozyklen 4 10°

Sattigung der ~8 KW/em? bei 633 nm
Fluoreszenz

Grofe 0,5nm 1,25 nm 2,3 nm

3.1.10.6 Stilbenderivat

Der Stilbenderivat-Farbstoff (4-(4-Diethylaminostyryl)-N-methyl-pyridinium-iodide,
Sigma D-3418) wird in dieser Arbeit verwendet, um Fehlstellen in Kristallen
anzufarben. Aus der Strukturformel geht hervor, da® der Farbstoff eine relativ
geringe Hohe von 0,74 nm besitzt.

Geldst in Ethylenglykol liegt das
Maximum im
Absorptionsspektrum (siehe
Abbildung 66) bei 488 nm mit
€ ~40000 [Liter / mol cm]. Im
Fluoreszenzspektrum liegt das
Maximum bei etwa 630 nm.
Abbildung 65: Strukturformel des Stilbenderivats.  \wznhrend im

Absorptionsspektrum eine
deutliche Blauverschiebung mit zunehmender Polaritdt des Ldsungsmittels
beobachtet wird [Schwab2000] [Cao1998], ist das Fluoreszenzmaximum in Losung
relativ unverandert. Jedoch verschiebt sich das Fluoreszenzmaximum in PMMA als
Festkorpermatrix kurzwellig nach 550 nm. Die Fluoreszenzquantenausbeute betragt
in Ethylenglykol 10%. Adsorptionsversuche auf "fumed silica" zeigen, dall die
Fluoreszenzquantenausbeute auf einer Silikatoberflache auf ~35% ansteigt (siehe
Kapitel 3.1.5).
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Abbildung 66: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Stilbenderivat in
Ethylenglykol.

Vermutlich wird durch die Adsorption auf der Oberflache die Beweglichkeit, die
verantwortlich fur die strahlungslose Deaktivierung des angeregten Zustandes ist,
verringert. Durch eine hohere Konzentration aufgrund von Absorption an der
Oberflache steigt das Fluoreszenzsignal zusatzlich an. Die geringe und kurzwellige
Absorption erschweren jedoch eine Einzelmolekuldetektion.

c(442 nm) 7,6 107" m?

Krad ~110%s™

k21 1 10° s™ (1ns in Ethylenglykol)
Photozyklen 4 10°

Grofe 0,5nm 0,74 nm 1,5 nm

3.1.11 Zusammenfassung

Zusammenfassend werden fur Untersuchungen an einzelnen Molekllen folgende
Anforderungen gestellt:

hohe Photostabilitat

moglichst langwellige Anregbarkeit
hoher Absorptionsquerschnitt

hohe Fluoreszenzquantenausbeute
seltene und kurzlebige Auszustande

Diese Bedingungen erfullt der Farbstoff TDI nahezu perfekt. TDI ist leider relativ grol3
und unpolar. Daher wird als kleines und polares Farbstoffmolekil Oxazin 1
ausgewahlt. Mit den Oxazinen 170 und 750 sind dazu noch verschiedene Derivate
vorhanden, die gro3ere Abmessungen besitzen. Fur eine kovalente Anbindung wird
das in der Biochemie verbreitete Cy5 ausgewahlt.
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3.2 Porensysteme

In diesem Kapitel werden die porosen Festkorper, die in dieser Arbeit untersucht
werden, vorgestellt. Da organische Farbstoffmolekile in die Poren eingelagert
werden sollen, sind nur relativ gro3e Poren von Interesse. Kristalline Molekularsiebe
mit definierten Atompositionen sind nur bis zu einem Porendurchmesser von etwas
Uber 1 nm darstellbar, bei groReren Poren sind die Wande aus amorphem Material.
Die kristallographisch wohldefinierten Poren werden als Mikroporen, die amorph
aufgebauten als Mesoporen bezeichnet. Obwohl die Synthese der anorganischen
Materialien von Kooperationspartnern durchgefihrt wurde, soll hier kurz auf die
wichtigsten Eigenschaften eingegangen werden. Wichtig fir die Anwendung als
Wirtsmatrix zur Einlagerung von Farbstoffen sind neben der GroRe und der
Dimensionalitdt der Poren auch die Polaritat und elektrische Ladung des
anorganischen Materials. Die durch die Wellenlange das Lichtes limitierte Auflosung
der optischen Mikroskopie erfordert Kristallabmessungen von einigen um, um sicher
im Inneren des Kiristalls Messungen durchzufihren und Effekte, die durch die
Oberflache hervorgerufen werden, auszuschlieBen. Die Strukturdaten und
Abkurzungen wurden dem 'Atlas of Zeolite structure types' [Zeolithatlas1996] und
dessen Internetversion [ZeolithatlasNetz] entnommen.

Zeolithe besitzen Netzwerke aus SiOg4pp-Tetradern, in denen durch teilweisen Ersatz
der Zentralatome Ladungen in das Kristallgerust eingebracht werden konnen. Der
Ersatz eines Silizium Atoms durch ein Aluminium Atom erzeugt eine negative
Ladung, die durch Gegenionen kompensiert werden mull. Diese Nichtgerust-
Kationen sind jedoch beweglich und kénnen durch andere Kationen ausgetauscht
werden. Dies ist die Grundlage der technisch weit verbreiteten Anwendung der
Zeolithe als lonenaustauscher z.B. als Wasserenthartungsmittel in Waschmitteln.
Viele organische Farbstoffmolekile liegen als Kation vor und kdnnen auf diese Weise
eine starke ionische Bindung an die Zeolithstruktur eingehen.

3.21 Faujasit

Vertreter dieser negativ geladenen Geruststruktur sind die Faujasite wie Zeolith X
und Zeolith Y. Dieser Wirt besitzt ein dreidimensional ausgedehntes Porensystem,
bei dem etwa 1,3 nm groe Hohlrdume (supercages) durch 0.74 nm grolRe
Offnungen miteinander verbunden sind. Siehe Abbildung 67.

Alll - ay
\\\ |
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Abbildung 67: Aufbau der Porenstruktur von Faujasite, a) Dreidimensionale
Kafigstruktur, b) Der Durchmesser der Verbindungsoffnungen betragt 0.74 nm
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Abhangig von der Anzahl der durch Aluminium ersetzten Silizium Atome
unterscheidet man zwischen dealuminiertem Zeolith Y (DAY), ultra-stabilisiertem
Zeolith Y (USY), Zeolith Y und Zeolith X.

Faujasittyp Si:Al Verhaltnis
dealuminiertem Zeolith Y (DAY) o (Al frei)
ultra-stabilisiertem Zeolith Y (USY) o bis 4
Zeolith Y 4 bis 2
Zeolith X 2 bis 1

Der dealuminierte Zeolith Y (DAY) sollte nicht als Porosil betrachtet werden, da das
Aluminium erst nach der Synthese entfernt wird und dadurch sehr viele Mesoporen
besitzt. NaX und NaY sind Ubliche Abkurzungen fur Zeolith X und Zeolith Y, bei
denen die negative Ladung des Geriistes durch Na* lonen ausgeglichen wurden.
Trotz ihrer gleichen Struktur kdnnen sich die Eigenschaften von Zeolith Y und Zeolith
X sehr unterscheiden. Durch spektrales Lochbrennen an mit dem Farbstoff Thionin
beladenen Kristallen konnte nur im Zeolith Y ein Schalten des Farbstoffes
beobachtet werden [Ehrl1994]. Zeolith Y ist gegenuber Zeolith X stabiler gegen den
Abbau durch Sauren. Gewohnlich synthetisierte Faujasit Kristalle sind aufgrund ihrer
Grolde von wenigen um sehr klein und daher far lichtmikroskopische Untersuchungen
ungeeignet. Spezielle Synthesen, die zu etwa 100 ym grof3en Kristallen fuhren, sind
nur fur den aluminiumreichen Zeolith X bekannt [Charnell1971] [Riemann1998].
Abbildung 68 zeigt einen dieser grol3en Kristalle, die als grof3e regulare Oktaeder
aufwachsen.

Abbildung 68: Dreidimensionale Projektion eines groRen Zeolith X Kristalls. Das
rekonstruierte Bild wurde durch Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffes und invertieren
der konfokalen Fluoreszenzbilder gewonnen.

3.2.2 Porosile

Porosile sind aus reinem SiO, aufgebaut und besitzen daher im Gegensatz zu den
Zeolithen keine freien Ladungen. Dadurch sind nur van der Waals Wechselwirkungen
mit den eingelagerten Gasten mdglich, wodurch sie einen idealen Wirt flr
ungeladene aromatische Farbstoffe darstellen. Derzeit sind etwa 30 verschiedene
Porosilstrukturen mit unterschiedlichen Durchmessern und Topologien der Poren
bekannt [Zeolithatlas1996] [ZeolithatlasNetz] [Gies1992]. Zur Synthese werden
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organische Molektle oder Komplexe als Strukturdirektoren (Template) eingesetzt, die
die Porenstruktur formen [Davis1992]. Zwei Porosile wurden in dieser Arbeit
untersucht: Silikalit-1, das in der MFI Struktur (Zeolite Socony Mobil-five) kristallisiert,
wurde gewahlt, da hier sehr grof3e Kristalle erhaltlich sind; UTD-1, das in der Struktur
DON (bzw. der ungeordneten Variante DONa) [ZeolithatlasNetz] kristallisiert, besitzt
mit einem Porendurchmesser von 1,0 nm den groften bisher bekannten Kanal in
einem Porosil. Abbildung 69 zeigt die Strukturen von MFI und UTD-1.

a)

Abbildung 69: Strukturen der Porosile MFlI und UTD-1. a) dreidimensionale
Kanalstruktur in MFI, b) Durchmesser der geraden Kanale in MFI, c) eindimensionale
Kanalstruktur in UTD-1, d) Porendurchmesser in UTD-1.

MFI besteht aus einem dreidimensionalen Netzwerk aus geraden und zick-zack
verlaufenden Poren. Aufgrund des maximalen Porendurchmessers von 0,56 nm
bietet die MFI-Struktur aber nur sehr kleinen Farbstoffmolekilen Platz. Silicalite-1
wurde von R. Jager [Jager] nach einer Vorschrift von Guth et al. [Guth1986] mit
Tetrapropylammoniumbromid als Templat synthetisiert. Die walrige Synthese
verlauft 14 Tage lang im Autoklaven bei 170°C. Solche Synthesebedingungen
verhindern jedoch eine Zugabe von Farbstoff wahrend der Synthese. Man erhalt
farblose, grol3e 'sargdeckelférmige’ Kristalle wie sie in Abbildung 70 abgebildet sind.

T ——— e — ~

— 10 ym

Abbildung 70: Seitenansichten des Silikalit-1; Typische Abmessungen sind 60 um
Lange, 20 um Breite (links) und 5-20 pym Tiefe (rechts).
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Verwachsungen, wie sie von Weidenthaler et al. [Weidenthaler1994] beschrieben
wurden, konnten bei den untersuchten Kristallen nicht beobachtet werden. Zur
Entfernung des Templats aus den Poren werden die Kristalle bei 600°C kalziniert (6
Stunden an Luft).

UTD-1 wird mit einem Bis(Pentamethylcyclopentadienyl)cobalt(lll) hydroxide
Komplex ([(Cp*)2.Co]OH) als strukturdirigierendes Templat synthetisiert. Zwei
verschiedene Synthesen sind moglich: Eine Hydroxidsynthese [Lobo1997], bei der
man kleine Nadeln erhalt und eine Fluoridsynthese [Wessels1999], die zu grolen
Kristallnadeln flhrt. Abbildung 71 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme der
grofl3en Kristallnadeln.

Abbildung 71: Elektronenmikroskopische Aufnahme
von grofden UTD-1 Kristallnadeln. Aus
[Wessels1999].

Die Kristalle sind gelb, da der [(Cp*).Co]OH Komplex eine Absorption im nahen UV
besitzt (siehe Spektrum in Abbildung 72).

110 4 UTD-1 as synthesized

100
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Abbildung 72: Diffuses Reflexionsspektrum von UTD-1 mit dem [(Cp*).Co]OH
Templat [Jager].

88



Die Entfernung des Co Komplexes ist leider problematisch. Beim ersten Schritt wird
durch eine Kalzinierung an Luft bei 600°C der organische Anteil des Templats
verbrannt, wobei vermutlich schwarzes Kobaltoxid in den Kanalen zurickbleibt. Im
zweiten Schritt wird durch Extrahieren in verdunnter Salzsaure das Kobaltoxid aus
den Poren herausgelost. Der Extraktionsschritt verlauft bei den mit der
Fluoridsynthese erhaltenen grof3en Kristallen nur sehr langsam, weshalb schwach
grau gefarbte Kristalle zurickbleiben. Adsorptionsversuche zeigen auch, dal® das
innere Porenvolumen bei diesen Kristallen nicht vollstandig zur Verfugung steht
[Jager2002]. In Abbildung 73 sind die stark unterschiedlichen Kristallgrof3en der
UTD-1 Kristalle aufgrund der verschiedenen Synthesemethoden dargestellt.

a) OH"

[

Abbildung 73: Je nach Synthesemethode kann man verschieden grof3e UTD-1
Kristalle erhalten a) Hydroxydmethode, b) Fluoridmethode.

3.2.3 AIPO4-5

Ein sehr Dbeliebtes Porensystem zum eindimensionalen Arrangieren von
Gastmolekulen ist das Material AIPO4-5 das in der AFIl (Aluminiumphosphate five)
Struktur kristallisiert. Ersetzt man formal die SiOy-Tetrader im Porosil SSZ-24, das
auch in der AFI Struktur kristallisiert, jeweils zur Halfte gegen AlO4," und PO,,,", wird
der nach aulRen ungeladene Festkorper AIPO4-5 erhalten. Abbildung 74 zeigt die
eindimensionale Porenstruktur mit ihren 0.73 nm gro3en Kanalen, die sich entlang
der langen c-Achse des Kristalls erstrecken.

Abbildung 74: Eindimensionale Porenstruktur von AIPO;-5.
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Es sind verschiedene Synthesemdglichkeiten bekannt, die zu unterschiedlichen
Kristallgrolen fuhren. Relativ kleine Kristalle mit verschiedenen wahrend der
Synthese eingelagerten Farbstoffen wurden von M. Ganschow in Bremen hergestellt.
An diesen Kristallen ist die c-Achse, entlang der die Poren verlaufen, an den
abgerundeten Kristallenden erkennbar. Durch einen Zusatz von HF entstehen sehr
grolRe AIPO4-5 Kristalle, die Millimeter lang werden konnen [Girnus1995]. Abbildung
75 zeigt eine Auswahl von verschiedenen in dieser Arbeit verwendeten AIPO4-5
Kristalle.

100 um

Abbildung 75: Kristallformen verschiedener AIPO4-5 Kristalle. In den unklaren Fallen
zeigt ein Pfeil die c-Achse an, entlang der die Poren verlaufen.

Am Ende der Synthese sind die Poren mit dem als Templat dienenden Tripropylamin
und etwa 15% Wasser gefullt [Ikeda1999]. Geleerte Poren werden durch
mehrstindiges Kalzinierung bei 600°C erhalten. Erst bei sehr hohen Beimischungen
von Farbstoff wird das Kristallwachstum beeinflut, wodurch ausgefranste Kristalle
entstehen. Dabei zeigte sich, dald Farbstoffe, die dem Templat ahneln (z.B. eine
Aminofunktion besitzen), das Kristallwachstum nur sehr wenig stéren [Hoppe1994].

Durch die Messung von Ablenkwinkeln eines Lichtstrahls konnten an AIPO4-5 die
Brechungsindizes entlang und quer zur Kristallachse bestimmt werden.
[Striebel1997]. Abbildung 76 zeigt den wellenlangenabhangigen Brechungsindex von
AIPO4-5.
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Abbildung 76: Polarisationsabhangiger Brechungsindex von AIPO4-5 [Striebel1997].

Aufgrund dieser Daten kann fur rotes Licht eine Dicke von ~240 pm berechnet
werden, bei der eine A/2 Verzégerung des parallel polarisierten Strahls auftritt. Sogar
die sehr grofRen Kristalle besitzen nur einen Durchmesser von unter 50 ym, so dal}
eine  Verfalschung von gemessenen Polarisationswinkeln aufgrund der
Doppelbrechung nicht bertcksichtigt werden mulf3.

3.2.4 Mesoporose M41S Materialien

Grolere Porenradien kénnen mit kristallinen Materialien nicht mehr erreicht werden.
Die Atompositionen der Wande sind nicht mehr exakt definiert, wodurch amorphe
Festkorper entstehen. Im Gegensatz zu den Sol-Gel-Materialien besitzen die M41S
Materialien eine wohldefinierte Porentopologie und eine sehr schmale
Porenradienverteilung. Zur Herstellung wird ein Tensid als Templat eingesetzt, das
entweder schon alleine eine flissigkristalline Phase bildet und die Porenstruktur
vorgibt, oder die Strukturierung erfolgt in einem kooperativen Prozel} von Silikat und
Tensid [Huo1994] [Firouzi1995] [Stucky1994]. Abbildung 77 zeigt schematisch den
Herstellungsprozel3 eines hexagonalen MCM-41 Porensystems durch eine vom
Flussigkristall vorgegebene hexagonale Packung von Tensidmizellen.

Hexagonal
array
Surfactant ;
Micelle

Micellar Rod

Calcination
—_—

Silicate

MCM-41

Abbildung 77: Herstellung des MCM-41 Porensystems nach dem Flussigkristall-
Mechanismus [Kresge1992].

Dadurch sind mesoporose M41S Materialien mit einem Porendurchmesser von 2 nm
bis Uber 10 nm darstellbar, wobei in dieser Arbeit nur Porengrof3en von etwa 3 nm
untersucht wurden. Die Poren sind durch amorphe Wande mit einer Dicke von etwa 1
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nm (etwa 3 SiO, Atomlagen) getrennt. Transmissionselektronenmikroskopische
Aufnahmen kdnnen direkt die Porenstruktur abbilden (siehe Abbildung 78).

Abbildung  78:  Transmissionselektronenmikroskopische =~ Aufnahme  eines
hexagonalen mesoporésen Oxids. Die dunklen Strukturen sind amorphe Wande aus
SiO,, die hellen Flecken sind offene Poren mit einem Durchmesser von etwa 4 nm
(aus [Kresge1992]).

Durch geeignete Syntheseparameter sind verschiedene Porentopologien erreichbar.
Abbildung 79 zeigt verschiedene Topologien und Dimensionalitaten von
mesoporosen M41S Materialien.
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Abbildung 79: Kanaltopologien von verschiedenen mesoporosen Materialien:
Eindimensionale hexagonal angeordnete Kanale im MCM-41, zwei dreidimensionale
unabhangige Kanalsysteme im MCM-48, zweidimensionale laminare Schichtstruktur
im MCM-50.

Die Darstellung der mesoporosen M41S Materialien erfolgt Uber mehrere
verschiedene Methoden. Bei der gewohnlichen Hydrothermalsynthese wird das
kationische Tensid (z.B. Cetyltrimethylammonuimbromid CTAB) mit einer
Siliziumdioxid-Quelle, einer Base und Wasser vermischt und einige Stunden auf
100°C erhitzt [Ying1999]. Nach dieser Methode wurden von A. Glaue und S. Altmaier
[Glaue] MCM-41 und MCM-48 Proben hergestellt, die etwa 1 ym gro3e homogene
Stucke enthalten. Die kubische oder hexagonale Packung der Poren wird mit
Pulverrontgendiffraktogrammen bestimmt.
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Zur Synthese von MCM-41 nach der Methode der homogenen Fallung wird eine
homogene Silikatlosung mit dem Tensid hergestellt und die Fallung durch Zugabe
von Essigsaureethylester gestartet. Erst nach mehrstindigem Altern wird die
Reaktionslosung mehrere Tage auf 90°C erhitzt [Rathouseky1998]. Die MCM-41
Stucke, die von Y. Rohlfing [Rohlfing] nach dieser Methode erhalten wurden, haben
eine sechseckige Form mit einer Breite von etwa 8 um und einer Dicke von 4 ym
(siehe Abbildung 82 b).

Lange M41S Fasern entstehen durch eine 2- Phasen Synthese. Dabei wird eine
angesauerte, walrige Tensidlosung (CTAB) mit einer flissigen, organischen
Siliziumquelle (C4H9O)4Si Uberschichtet. Nach mehreren Tagen wachsen Fasern
nach unten in die waldrige Phase [Marlow2000]. Entgegen ersten Annahmen sind die
Fasern nicht aus Poren entlang der Faserachse, sondern aus konzentrischen Ringen
aufgebaut. Eine  Transmissionselektronenmikroskopische = Aufnahme  eines
Querschnittes der Faser zeigt deutlich die zirkulare Porenstruktur der M41S Faser
(siehe Abbildung 80).

Abbildung 80: Transmissionselektronenmikroskopische  Aufnahme  eines
Querschnittes einer M41S-Faser (aus [Marlow2000]).

Sehr groldes monolithisches M41S Material wird direkt aus einer fllssigkristallinen
Phase des neutralen Tensids Octaethylenglykolmonohexadecylether (OMO) mit
gleicher Menge Wasser synthetisiert [Attard1995]. Das Phasendiagram von
OMO/Wasser (siehe Abbildung 81) weist bei Raumtemperatur eine normale
hexagonale Phase H; auf.
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Abbildung 81: Phasendiagram von OMO/Wasser (Hs: normal hexagonal, La:
Lamellar, V4: zweifach kubisch, L4: flussig, l1: spharische Mizellen, S: fest , W:
monomer). Aus Mitchell et al. [Mitchell1983].

Durch vorsichtige Zugabe von Tetramethoxysilan ((CH30)4Si, TMOS) und
Kondensation im schwachen Vakuum kann die Struktur des FlUssigkristalls erhalten
werden und es entstehen Zentimeter grolRe, transparente Stucke. Die
Porenradienverteilung (2,8 +0,4 nm) und hexagonale Ordnung ist in diesem
monolithischem M41S Material jedoch nicht so gut wie bei den Synthesemethoden
mit kationischen Tensid [Attard1995]. Mesostrukturierte M41S Monolithe nach dieser
Flassigkristallsynthese wurde von S. Altmaier hergestellt [Altmaier].

Einen Uberblick Gber die mit den verschiedenen Synthesemethoden erhaltenen
M41S Materialien zeigt Abbildung 82.
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Abbildung 82: Verschiedene M41S Synthesen fuhren 2zu unterschiedlichen
Materialien, a) Hydrothermalsynthese, b) homogene Fallung, c) Fasersynthese, d)
Flussigkristallsynthese.

3.2.5 Ubersichtstabelle

Folgende Tabelle fal3t die wichtigsten Eigenschaften der porésen Materialen
zusammen.
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Material PorengroBBe / |KristallgroBelWandeigenschaftenVerwendbarkeit
Dimension (Minimum) in dieser Arbeit
Zeolith Y 0.74nm /3D wenige um  [anionisch, polar zu klein
Zeolith X 0.74nm /3D bis 60 ym anionisch, polar +
Silikalit-1 0.56nm/3D bis 20 um unpolar viele Defekte
(tief)
uTD-1 1.0nm/3D bis 15 ym (&)unpolar
AIPO4-5 0,73nm /1D |bis 50 ym (&)|polar
MCM-41 ~3nm/1D bis 4 um OH Gruppen +
(dick)
MCM-48 ~3 nm /3D <1um OH Gruppen zu klein
M41S Faser [~3nm/1D bis 10 um (&)[OH Gruppen +
zirkular
M41S ~2,8nm/1D einige mm  |OH Gruppen +
Monolith

3.3 Einbau der Farbstoffe in die Poren

Der Einschlu® von Farbstoffen in die Poren des Wirtsmaterials wird nach vier
verschiedene Methoden durchgefuhrt. [Wohrle1994] Es wird dabei unterschieden
zwischen:

1) Kristallisationseinschluf®, bei dem der Farbstoff wahrend der Synthese der
Porengerusts zugegeben wird.

2) In situ-Synthese, bei der der Farbstoff innerhalb der Pore synthetisiert wird,
3) Eindiffusion von Farbstoff aus der Gas- oder Flissigkeitsphase

4) lonenaustausch, bei dem freie Ladungen der Wirtsmatrix durch eindiffundierende
geladene Farbstoffmoleklle ausgeglichen werden.

Die Wahl einer geeigneten Methode wird von den physikalischen und chemischen
Eigenschaften von Gast und Wirt bestimmt.

3.3.1 Kiristallisationseinschlu

Bei dieser Methode wird das anorganische Gerlst wahrend der Anwesenheit von
Farbstoff hergestellt (siehe Abbildung 83). In der Regel kann mit dieser Methode fast
jeder Farbstoff in den entstehenden Festkdrper eingeschlossen werden. So konnten
z.B. Rhodamin Farbstoffe, die um einiges grof3er sind als der Durchmesser einer
AIPO4-5 Pore in hohen Konzentrationen eingelagert werden, ohne das
Kristallwachstum 2zu beeinflussen [Bockstette1998]. Die dabei entstehenden
Mesoporen kénnen aufgrund ihres seltenen und unregelmalligen Vorkommens in
Rontgenstrukturuntersuchungen  nicht erkannt werden. Bei sehr hohen
Konzentrationen kann der Farbstoff jedoch das Kristallwachstum beeinflussen oder
sogar die Synthese einer anderen Struktur verursachen. Ein Problem der
Einschlu3synthese stellen die oft drastischen Reaktionsbedingungen dar, bei denen
die Geruststrukturen synthetisiert werden. Besonders Synthesen im basischen Milieu
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und Reaktionen bei hohen Temperaturen zerstoren viele Farbstoffmolekile. Durch
den Einsatz von Mikrowellendfen konnte aber die Reaktionsdauer einer AIPO4-5
Synthese um 1-2 GréRenordungen verringert werden, wodurch sich auch die
instabilen Coumarin- und Azofarbstoffe einbauen lieten [Braun1997].
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Abbildung 83: Schematische Darstellung des Kristallisationseinschlufy von Farbstoff
wahrend der Kristallsynthese.

Die mit den Oxazin Farbstoffen beladenen AIPO4-5 Kristalle wurden von M.
Ganschow auf diesem Syntheseweg hergestellt [Ganschow2001].

Auch der Einschluf® von TDI in mesopordose M41S Materialien wurde durch Losen
des Farbstoffes im Templat vor der Festkorpersynthese erreicht. Da TDI zudem
extrem wasserunldslich ist, kann erwartet werden, da® sich der Farbstoff nur
innerhalb des hydrophoben Teils des Flussigkristalls, im Inneren der Mizellen aufhalt.
Die mit TDI beladenen mesoporésen Monolithe hat S. Altmaier [Altmaier] auf diese
Weise synthetisiert.

3.3.2 In situ-Synthese

Bei dieser Methode wird der Farbstoff in der fertigen Geruststruktur synthetisiert. Die
Edukte der Farbstoffsynthese werden nacheinander in die Wirtsstruktur eindiffundiert
und dort zur Reaktion gebracht. Ist der gebildete Farbstoff groRer als der Zugang zu
der Pore ist dieser nicht mehr ohne Zerstérung des Gitters extrahierbar. In diesem
Fall spricht man von einer "ship in the bottle" (Flaschenschiff) Synthese. Ein
typisches Beispiel dieser Synthesemethode ist die Darstellung von Phthalocyanin
Metallkomplexen in den Superkafigen des Zeolith Y (siehe Abbildung 84)
[Balkus1995].
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Abbildung 84: In situ-Synthese von Phthalocyanin im Superkafig von Faujasit.

Neben Metallkomplexen wurden auch schon rein organische Farbstoffe wie
Triphenylmethylium [Cona1996], Nil-Rot [Meinershagen1996], Methylorange und
Azofarbstoffe [Schomburg1996] in einer Pore synthetisiert.

3.3.3 Diffusion

Die Beladung mit Farbstoff in das Porensystem aufgrund von Diffusion kann in der
Gasphase und in Flussigkeit erfolgen. Jedoch werden oft ungewodhnlich langsame
Eindiffusionen gefunden, die durch stabile Adsorptionsplatze erklart werden
[Cozens1996]. Besonders aus der flissigen Phase sind Beladungen mit den relativ
grolien Farbstoffmolekilen oft wenig erfolgreich, da das Ldsungsmittel selbst die
Pore flllt und dort anschlie®end nur schwer verdrangt werden kann [Deeg1992]
[Bruhwiler1998]. In diesem Fall kann die Wahl von sehr sperrigen Losungsmitteln wie
Triisopropylbenzol, das etwa 0,9 nm grol3 ist und daher nicht in kleine Pore
eindiffundieren kann, eine Farbstoffoeladung ermdéglichen. Alternativ kann eine
Beladung auch Uber die Gasphase erfolgen. Eine Vorraussetzung dafur ist jedoch,
dal} der Farbstoff sublimierbar ist, was in der Regel nur bei kleinen und ungeladenen
Molekulen maoglich ist. Vor einer Beladung durch Diffusion mussen die Poren von
Templat und Wasser befreit werden, was durch Kalzinieren bei Gber 500°C erreicht
wird. Abbildung 85 zeigt schematisch die Eindiffusion eines Farbstoffes in die Pore
eines Molekularsiebes.

= |
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Abbildung 85: Schematische Darstellung der Beladung von AIPO4-5 mit Tetracen
Uber Diffusion.
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Mit dieser Methode hat R. Jager [Jager] die unpolaren Farbstoffe Tetracen und
Pentacen im Vakuum in in die Poren von Silikalit-1 und UTD1 eingelagert. Dazu wird
der kalzinierte Molekularsieb mit dem Farbstoff in einem evakuiertem Gasrohr
mehrere Tage erhitzt, wodurch der Farbstoff sublimiert und sich in den Molekularsieb
wieder abscheidet.

In sehr grole Poren, wie z.B. in die des MCM-41, kann Farbstoff sehr gut aus einer
Lésung eindiffundieren. Uber eine kovalente Bindung an die Porenwand kann der
Farbstoff in solch einer Mesopore sogar fixiert werden. Y. Rohlfing hat diese Methode
verwendet, um den Farbstoff Cy5 kovalent an die, zuvor durch Silylierung mit einer
Aminogruppe  (mit  3-Aminopropyltriethoxysilan)  derivatisierte, = Porenwand
anzubinden. Um zu verhindern, daf} freie Aminogruppen an der auferen Oberflache
der Kristalle entstehen, wurden zuvor die aktiven Gruppen der auf3eren Oberflache
mit Diphenyldichlorsilan abgesattigt [Rohlfing].

3.3.4 lonenaustausch

H.C + CH Na+
3 o r:l’ 3 é
1
H,C CH;

Abbildung 86: Schematische Darstellung der Einlagerung eines kationischen
Farbstoffes in den Superkafig von Zeolith A.

In Molekularsieben mit ionischem Gitter ist es moglich, die Gegenionen durch
geladene Molekule auszutauschen. Bei nicht zu grof3en Farbstoffmolekulen ist dieser
Vorgang sehr effizient durchfuhrbar. Das eingelagerte Farbstoffmolekdl ist zwar
ionisch an die Geruststruktur gebunden, es kann aber durch andere lonen leicht
wieder verdrangt werden. Abbildung 86 zeigt schematisch die Einlagerung eines
kationischen Farbstoffes in den anionischen Superkafig des Zeolith A. Typische
Beispiele fur die Methode des lonenaustausch sind die Beladung von Zeolith L und Y
durch die Farbstoffe Thionin [Calzaferri1992] und Methylenblau [Hoppe1993].

3.3.5 Tabelle aller vorhandenen Proben

Labor-

Wirt Gast \ Woher Bemerkungen Untersucht
bezeichnung
AIPO,-5 [Stilbenderivat |A42 Panz/ ot fluoreszierts.gut | aritel 4.1.4
Behrens
AIPO,-5  |Azobenzol? |A43-A50 P22/ koresziert Kapitel 4.1.4
Behrens

Panz / ausgefranster an den |junveréffentlicht

_ 2
AIPO4-11 |Azobenzol? |A53 Behrens |Enden

McM-41  [£0 . [C6,C9,altmit [Wohrle  |mit TiO, [Seebacher1997]
Phthalocyanin
MCM-41 & altohne ~ Wéhrle  fohne TiO, [Seebacher1997]

Phthalocyanin
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Zn , erst calciniert. mit TiO, [Seebacher1997]
MCM-41 Phthalocyanin L3 Wohrle |4 Farbstoff vermischt
MCM-41 [Terrylen M41T Glaue / [Mais2000]
Behrens
MCM-48 [Terrylen M48T Glaue / 1 p haglich [Mais2000]
Behrens
Glaue / . Mais2000],
MCM-50 [Terrylen M50T Behrens fluoresziert gut Ruppert
RT 2Wochen aus Kapitel 3.2.1
Jager / Losung belegt,
NaX Thionin NaxA,B,C Beghrens fluoresziert schlecht,
E:Oberflache
gewaschen
Jager / bei 60°, TWoche aus |unveroffentlicht
NaX Thionin NaxD 9 Ldsung belegt, erst
Behrens :
blau dann violett.
Jager / gemorsert; 300° belegt, [Kapitel 4.7.1
MF Pentacen P Behrens |PE:Extrahiert
MEI Pentacen P1 Jager / bei 400 Kapitel 4.7.1
Behrens |Gasphasenbelegung
Tetrahydroxy Glaue / Lochbrennen OK, [Seebacher1997]
MCM-41  teraphenyl TP lonisch durch
. Behrens :
porphin Deprotonierung
UTD-1 Pentacen Utd1P Jager / unter Ar Schutzgas Kapitel 4.7.1
Behrens
. .. IM11-13,16- |Altmaier / z.B. Kapitel
Monolith  [Terrylen d||m|d17 Behrens Scherben 13923
UTD-1  |Leer Utd1-4 Jager/ it Co-Complex Kapitel 3.2.2
Behrens
UTD-1 Tetracen utd1- Jager / Tetracen noch OK? Kapitel 4.7.1
Tetracen-1 |Behrens
Jager / F- Synthese, gro3, HCI |Kapitel 4.3.2.4
UTD-1F  |Leer Utd1-23c 9 gewaschen aber noch
Behrens grau
UTD-1 Leer UTD10H Jager / OH- Synthese, kleine |Kapitel 3.2.2
Behrens [Nadeln
MFI Leer Mfi-3 Jager / as syntesized Kapitel 4.1.2
Behrens
MFI Pentacen  |Mfi-P Jager/ i 300°C, gemérsert | <aPitel 4.7.1
Behrens
MFI Pentacen  |Mfi-P1 Jager/ i 400°C Kapitel 4.7.1
Behrens
AIPO,-5  |Leer AIPO4-5Klein 2N2 ! lealciniert Kapitel 3.2.3
Behrens
AIPO,5  |Leer AIPO4-5big [0/9°% " picht calciniert, grog  [<2Pe! 414
Weiss / Kapitel 4.1.4
AIPO4-5 |DCM AIPO4-5DCM Schiith grofy
MCM-41  [Terrylen diimidSA902-908 (A M31eM /g i 108 molar unveroffentlicht,
Behrens Ruppert
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MCM-48 [Terrylen diimid|SA909-915 [~M3I€T /g b 40 molar unveroffentlicht,
Behrens Ruppert
MCM-41  [Terrylen SA916-922 [Amaier/ y L 168 olar Ruppert
Behrens
MCM-48  [Terrylen SA923-929 (AMAIET /g s 10 molar Ruppert
Behrens
MCM-41  [Terrylen diimid/SA977 Altmaier /-1 55 molar unveroffentlicht,
Behrens Ruppert
MCMFaser Rhodamin 6G :\)AsLongg’ Marlow  [0,2%: 0,02%, 0,002% [<aPitel 4.2.3
MCMFaser Leer PLX-A Findenegg claciniert 0,7nm Poren |unveroffentlicht
B 2x16um
MCMFaser [Leer PLX-G Findenegg calciniert 1,2 nm Poren junverdffentlicht
3x80um
IMCM-41  |Leer BGX16A Findeneggals Referenz
. Rohlfing / |, ~-6 12 z.B. Kapitel
MCM-41 |Cy5 Sil1-4 Wéhrle 10™-10"“ mol/g 1399
: Rohlfing / y G z.B. Kapitel
MCM-41  |Cy5 Presil1-4 \Wéhrle Oberflache Silanisiert 1390
UTD-1 Tetracen UJid1- Jager / fl-Spektrum Breit, viel Kapitel 4.7.1
Tetracen2 |Behrens
UTD-1  [Tetracen |21 Jager/ s UTD1-46ND Kapitel 4.7.1
Tetracen3  [Behrens
. Ganschow 3Farbstoffe: Cumarin  junverdffentlicht
NaX Mischung 7663 Wohrle |Rhodamin Oxazin
APO,5  (Oxazin 1 [Ox1-4-13  [SansCNOWho4 pis 103 mmolg [ Kapitel 4.6:5
AIPO,-5  (Oxazin 170 [Ox170-4-13 [2an>CM 104 bis 10" mmolig -5 KaPIel 4.6:5
AIPO,-5  (Oxazin 750  (0x750-4-13 [ 20Ol bis 10" mmolig 5~ aPe! 465
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4 Ergebnisse

4.1 Fluoreszenzbilder mit vielen Farbstoffmolekulen
(Ensemble)

Die konfokale Betriebsart des Mikroskops erlaubt es, die Farbstoffverteilung anhand
des Fluoreszenzsignals mit hoher raumlicher Auflosung zu bestimmen. Bei vielen
Proben ist der Farbstoff nicht gleichmalig in den Kristallen verteilt, sondern vielmehr
ist oft eine starke Heterogenitat der Farbstoffkonzentrationen vorhanden. Solche
Heterogenitaten sind mit vielen Farbstoffmolekilen viel einfacher zu untersuchen, da
bei einer Probe mit einzeln verteilten Farbstoffmolekilen Uber die Stellen, an denen
gerade kein Molekul sitzt, auch keine Aussage gemacht werden kann.

41.1 Oxazin1in AIPO4-5

Die Diffusion von Farbstoffen aus einer Losung in einen porosen Festkorper stellt
eine Madglichkeit dar, die Poren mit Farbstoff zu flllen. Dazu wurde versucht, das
Eindringen des Farbstoffes in einen Kristall zu beobachten. Fur eine erste
Untersuchung wurde ein grof3er Aluminiumphosphatkristall (AIPO4-5) [Weiss], der
noch das Triisopropylamintemplat der Synthese in den Poren enthalt, mit einer 10°
*molar in Ethylenglykol geldsten Oxazin 1 Farbstoffldsung versetzt. Das
Transmissionsbild (Abbildung 87 a) zeigt einen 0,3 mm grol3en AIPO4-5 Kristall, der
in der Mitte und im unteren Bereich ein paar Absplitterungen aufweist.

3 b

50 um
e

Abbildung 87: Kein Eindringen von Oxazin 1 Farbstoff in einen nicht kalzinierten
AlIPO4-5 Kristall. a) Transmissionsbild, b) konfokales Fluoreszenzbild.

Der Kontrast in dem Bild entsteht durch den kleinen, aber nicht verschwindenden,
Brechungsindexunterschied zwischen dem Kristall und der Ethylenglykolumgebung.
Das konfokale Fluoreszenzbild (Abbildung 87 b), bei dem die Fokalebene genau in
die Mitte zwischen Unter- und Oberseite gelegt wurde, zeigt, dal3 innerhalb des
Kristalls keine Fluoreszenz auftritt. Auch an der Oberflache ist keine erhdhte
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Fluoreszenz durch eventuelle Adsorption erkennbar. Auch ein nochmaliger Test nach
mehreren Tagen zeigte keine Spuren von Farbstoff im Inneren des Kristalls.

Anders ist der Befund bei einem Kristall, dessen Poreninhalt vor dem Versuch geleert
wurde. Dazu wurde die Probe an Luft bei 600°C kalziniert, wobei das organische
Templat vollstandig verbrennt. (Bei 500°C ist die Kalzinierung nur unvollstandig
wodurch braune Kristalle entstehen). Diesmal wurden die Kristalle fir 3 Monate in die
10° molare Oxazin 1 Lésung in Ethylenglykol gegeben und anschlieRend mehrmals
mit Ethanol gewaschen. Einen typischen Kristall zeigt Abbildung 88.

Abbildung 88: Geringes Eindringen von Oxazin-1 Farbstoff in einen kalzinierten
AIPO4-5 Kristall. a) Transmissionsbild, b) konfokales Fluoreszenzbild.

Das Transmissionsbild links zeigt, da} die Morphologie der Kristalle durch das
Kalzinieren unverandert ist und die Anzahl der erkennbaren Defekte nur geringfligig
zugenommen hat. Das entsprechende Fluoreszenzbild rechts zeigt, da® diesmal
Farbstoff in das Innere des Kristalls diffundiert ist. Die Eindringstellen liegen an den
Enden des Kristalls, wo auch die eindimensionale Poren enden und an mehreren
Stellen in der Mitte des Kiristalls, wo vermutlich kleine Risse in das Kristallinnere
entstanden sind. Etwa 10 pym ist der Farbstoff dann von den von auf3en zuganglichen
Stellen in der eindimensionalen Porenstruktur entlangdiffundiert.  Die
aufgenommenen konfokalen Fluoreszenzbilder kdnnen aber keine Aussage daruber
machen, ob alle Kanale durch die Kalzinierung gedffnet wurden.
Adsorptionsuntersuchungen von O. Weiss zeigen ein verringertes Porenvolumen
[Weiss]. Schon einige offene Kanale im Abstand unterhalb der optischen Auflésung,
in denen der Farbstoff in das Innere gelangen kann, wirden ausreichen, um ein
gleichmaliges Fluoreszenzsignal zu erzeugen.

Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dal} das Triisopropylamintemplat sehr
stark in den Rohren des AIPO4-5 gebunden ist und daher nicht einfach herausgelost
werden kann. Ist das Templat durch Kalzinieren entfernt worden, kann der Farbstoff
Oxazin 1, trotz der etwas groBeren Breite von 0,87 nm gegenuber dem
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Porendurchmesser von 0,73 nm, sehr langsam in die leeren Poren eindiffundieren.
Dies ist durch Fluktuationen der Molekulgrole wund evtl. auch des
Porendurchmessers maoglich.

41.2 Mesoporen in kalziniertem Silikalit-1

Die Moglichkeit Fehlstellen in Kristallen anzufarben und dadurch sichtbar zu machen
soll nun mit einer weiteren Probe demonstriert werden.

Von dem Porosil Silikalit-1 (MFI-Struktur aus reinem SiO3) sind durch eine spezielle
Synthese sehr grolle Kristalle erhaltlich. Die sargdeckelférmigen Silikalit-1 Kristalle
von scheinbar perfekter Morphologie zeigen im Transmissionsbild in Abbildung 89
nur geringe Defekte auf der Oberflache.

Abbildung 89: Transmissionsbild von zwei nicht kalzinierten Silikalit-1 Kristallen: Das
linke Bild zeigt die sargdeckelférmigen Umrisse eines Kristalls, der an der Oberflache
geringe Defekte aufweist, das rechte Bild zeigt den Querschnitt in einem um 90°
gedrehten Kristall. Die sargdeckelformige Seite der Kristalle (links) besitzt in etwa
immer dieselben Abmessungen, hingegen ist die Dicke der Kristalle zwischen 5 und
25um sehr verschieden.

Bei der Kalzinierung der Kristalle bei 600°C an Luft werden diese Defekte verstarkt,
sind aber aufgrund der geringen Tiefenscharfe im Transmissionsbild nicht
dreidimensional lokalisierbar (siehe Abbildung 90).

Abbildung 90: Das Transmissionsbild eines kalzinierten Silikalit-1 Kristalls zeigt eine
erhohte Anzahl von Defekten.

Auch die Variation der Aufheizrate bei der Kalzinierung, zwischen wenigen Stunden
und einer Woche, hat keinen sichtbaren Einflul} auf die Bildung der Defektstrukturen.
AnschlieRend wurde durch die Zugabe einer 10° molaren Oxazin 1 Lésung in
Ethylenglykol der Kristall mit einem Fluoreszenzfarbstoff versetzt. Zu beachten ist die
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Tatsache, dal} die Héhe des Oxazin 1 Molekuls mit 0,87 nm einiges groRer ist als der
groRte Durchmesser der Silikalit-1 Poren mit 0,56 nm. Etwa gleichzeitig mit dem
Erreichen des Kristalls nach dem Zutropfen der Farbstofflésung ist auch schon im
Inneren des Kristalls Fluoreszenz sichtbar. Das Eindringen des Farbstoffes ist also
etwa genauso schnell wie die freie Diffusion im Lésungsmittel Ethylenglykol. Der
Oxazinfarbstoff wird jedoch nicht homogen, sondern in einem langlichen Band
entlang des Kristalls in den kalzinierten Silikalit-1 aufgenommen. Abbildung 91 a)
zeigt einen konfokalen Schnitt durch einen auf der Seite liegenden Kristall.

Abbildung 91: Konfokales Fluoreszenzbild eines kalzinierten Silikalit-1 Kristalls nach
der Zugabe einer a) Oxazin 1 Losung b) Stilbenderivat Losung. Die Bilder wurden in
einer Tiefe von 11 um in dem etwa 20 um breiten Kristall aufgenommen.

Die Anwendung eines speziellen Stilbenfarbstoffes anstelle des Oxazin 1 fuhrt zu
einem Bild (Abbildung 91 b), in dem die freie Losung nicht so stark fluoresziert. Der
Effekt beruht Uberwiegend darauf, dal® das Stilbenderivat adsorbiert auf einer
Oberflache eine hohere Fluoreszenzquantenausbeute besitzt als in Losung (siehe
Kapitel 3.1.10.6). Dadurch wird nur noch die innere Struktur des angefarbten Kristalls
sichtbar. Beide Farbstoffe sind durch geeignete Auswahl von Anregungs- und
Detektionswellenlange sogar gleichzeitig anwendbar. Bei einer Anregung mit blauem
Licht bei 442 nm wird nahezu nur der Stilbenfarbstoff angeregt, wahrend bei einer
Anregung mit rotem Licht bei 632nm nur das Oxazin1 adressiert wird
[Schwab2000]. Das Fluoreszenzsignal des Stilbenderivats markiert Risse und grofl3e
Poren und andere groRe Oberflachen, das Signal des Oxazin 1 zeigt dieselben
Strukturen im Inneren des Kristalls, jedoch zusatzlich die duf3ere Losung.

Mit dem konfokalen Mikroskop ist es nun auch moglich, die Verteilung der Farbstoffe
dreidimensional zu detektieren und so ein dreidimensionales Bild des Kristalls und
dessen Defektstruktur aufzunehmen. Die dreidimensionale Darstellung in flacher
oder druckbarer Form ist jedoch nur eingeschrankt moglich. Mit der Software des
Mikroskops kann z.B. aus beliebigen Blickwinkeln eine Projektion berechnet werden.
Am Eindruckvolisten ist die Darstellung als Film, bei dem von Bild zu Bild der
Betrachtungswinkel in eine Richtung weiter gedreht wird, worin ein Betrachter sehr
leicht einen sich drehenden dreidimensionalen Koérper erkennt. Flir die gedruckte
Form bleiben nur komplizierte Stereobilder oder ausgewahlte Projektionen.
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Abbildung 92 zeigt eine ausgewahlte Projektion der dreidimensionalen Verteilung der
angefarbten Defektstruktur des Silikalit-1 Kristalls.

Abbildung 92: Die Projektion der dreidimensionalen Verteilung des Stilbenderivats
zeigt die angefarbte Defektstruktur im kalzinierten Silikalit-1, die Kanten des Kristalls
wurden nachtraglich mit weilden Linien eingezeichnet.

Die Defektstruktur, die an den spitzen Enden des Kristalls am ausgepragtesten ist,
erstreckt sich in drei parallelen Kanalen entlang des Kiristalls. Eine
Vergleichsmessung mit einem nicht kalzinierten Silikalit-1 Kristall zeigt, dal3 die
Defekte erst durch das Erhitzen entstehen.

Abbildung 93: Keine anfarbbare Defektstruktur in einem nicht kalzinierten Silikalit-1
Kristall.

Abbildung 93 zeigt, dal3 nach dem Zugeben des Stilbenfarbstoffes kein Farbstoff im
Inneren des Kristalls detektiert werden kann. Nur die Oberflache des Kristalls zeigt
aufgrund der erhdhten Quantenausbeute von adsorbierten Molekulen eine leicht
erhdhte Fluoreszenzintensitat. Daly diesmal auch Fluoreszenz in der freien Lésung
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detektiert wird, liegt an der hier etwa 100 mal héher eingestellten Verstarkung des
Fluoreszenzdetektors.

Zusammenfassend wurde eine Methode entwickelt, mit der die Defektstruktur von
Kristallen nach dem Anfarben mit geeigneten Farbstoffen durch die konfokale
Mikroskopie dreidimensional charakterisiert werden kann.

41.3 NaX

Allein die passende Geometrie eines Farbstoffes ist keine Garantie dafur, dal® eine
Eindiffusion in einen pordsen Festkdrper maglich ist. Oft ist der Verdrangungsprozel}
des Ldsungsmittels der entscheidende Faktor. So ist der Farbstoff Thionin klein
genug (0,74 nm), um durch die Verbindungskanale eines NaX Kristalls (0,74 nm)
durch den Festkorper zu wandern. Und es konnte auch schon durch Diffusion
Thionin in den sich nur durch seine Kationenzahl unterscheidenden NaY eingebracht
werden [Ehrl1994].

Durch eine spezielle Synthese
[Charnell1971] [Riemann1998] sind nun
auch bis zu 100 ym groRe NaX Kristalle
erhaltlich, mit denen dreidimensionale
optische Untersuchungen moglich werden.
Eine Kalzinierung bei 600°C Uberstehen die
oktaederformigen Kristalle ohne sichtbare
Veranderung. Jedoch ist auch unter
drastischen Bedingungen (2 Wochen bei
60°C in Ethanol) keine Eindiffusion des
Farbstoffes in diese groRen NaX Kristalle
gefunden worden. Untersuchungen mit den
ungeladenen und relativ kleinen Farbstoff
Tetracen (0,74 nm) zeigen nach 3 Tagen ein
erhohtes Fluoreszenzsignal an der
Oberflache eines grollen NaX-Kristalls.
Siehe Abbildung 94. In dem konfokalen Fluoreszenzbild kann aber nicht zwischen
einer Adsorption an der Oberflache oder einer geringen Eindiffusion (maximal 300
nm) unterschieden werden.

Abbildung 94: Anfarbeversuch eines
grolen NaX-Kristalls mit Tetracen.

414 ALPO4s5

Eine Methode, die fast immer zum Einschluf} von Farbstoffmolekilen in eine Probe
fuhrt, ist die Zugabe das Farbstoffs zur Synthese des Kristalls (siehe Kapitel 3.3).
Uberschreiteten jedoch die Abmessungen des Farbstoffes den Durchmesser der
Poren erheblich, kann davon ausgegangen werden, dal} sich der Farbstoff durch die
Erzeugung eines lokalen Defekts mehr Platz in der Pore verschafft. Meist reagiert
das Kristallwachstum recht unempfindlich auf solche lokalen Defekte und erst bei
sehr hohen Konzentrationen des unpassenden Farbstoffes treten sichtbare
Anderungen in der Morphologie des Kristalls auf [Braun2000]. Bislang unbekannt ist,
wie gleichmalig ein Farbstoff bei derartigen Synthesen in den Wirtskristall eingebaut
wird.
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Eine spezielle Synthesemethode von ALPO4-5 wurde von A. Glaue entwickelt
[Glaue1999]. Dabei werden die Edukte in etwa 200°C heilles Ethylenglykol
geschuttet, wodurch 5 um kleine AIPO4-5 Kristalle erhalten werden. Wird in dem
Ethylenglykol zuvor der Stilbenderivatfarbstoff (siehe Kapitel 3.1.10.6) gelost, wird
dieser auch in den Kristall mit eingebaut und man erhalt ein schwach rosa gefarbtes
Pulver. Die Hohe des Farbstoffes paflt mit 0,74 nm sehr gut in den
Porendurchmesser von 0,73 nm. Abbildung 95 a zeigt das Transmissionsbild zweier
in dieser Synthese erhaltenen Kristalle.
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Abbildung 95: Wahrend der Synthese zugegebener Stilbenderivatfarbstoff wird
gleichmafig und orientiert in den AIPO4-5 Kristall eingebaut. a) Transmissionsbild
b,c) Konfokale Fluoreszenzbilder, mit der durch die Pfeile angedeuteten
Anregungspolarisation (Aex= 442 nm).

Obwohl die Kristalle mit etwa 1 ym Durchmesser sehr klein sind, zeigen die
Fluoreszenzbilder b und c gleichmaRig mit Farbstoff beladene Kristalle. Die Intensitat
des Fluoreszenzbildes ist sehr stark von der Polarisation des eingestrahlten Lasers
abhangig. In den Abbildungen 95 b und c fluoresziert jeweils nur der Kristall, dessen
lange Achse parallel zur Polarisation des eingestrahlten Lichtes ist. Der jeweils
senkrecht dazu liegende andere Kristall ist nahezu nicht sichtbar. Wird, wie in diesem
Fall, die Anregungspolarisation vor dem Dichroit gedreht, sind die
Fluoreszenzintensitaten mit erhohter Vorsicht zu interpretieren, da die
Transmissionseigenschaften des Dichroiten bei manchen Wellenlangen sehr von der
Polarisation des Lichtes abhangt. Eine ganz sichere Interpretation ist dann maglich,
wenn wie hier ein horizontal und ein vertikal liegender Kristall im gleichen Bild
beobachtet werden konnen. Da das Ubergangsdipolmoment des Stilbenderivats
entlang seiner langen Achse liegt, kann davon ausgegangen werden, daf® der
Farbstoff, ohne starkere Stérungen des Kristallgitters, orientiert und gleichmafig in
die Poren des Kristalls eingebaut wurde. Dal® dies eher die Ausnahme als die Regel
ist, kann anhand von weiteren Proben gezeigt werden.

Wird zu der AIPO4-5 Synthesemethode nach A. Glaue ein strukturell geringflgig
verschiedener Farbstoff (Azofarbstoff) eingesetzt, so wird dieser nicht mehr
gleichmafig in den Kristall eingebaut, sondern wie aus Abbildung 96 ersichtlich ist
nur in die Rohrenenden der entlang der langen Achse verlaufenden Poren des
AIPO4-5 Gitters eingelagert.
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Abbildung 96: AIPO4-5 Kristall bei dem zur Synthese ein Azofarbstoff zugegeben
wurde. a) Transmissionsbild b) Fluoreszenzbild bei horizontaler Polarisation des
Anregungslasers (Aex = 442 nm).

Die gemessene Dicke der Fluoreszenzschicht entspricht mit 300 nm in etwa dem
optischen Auflosungsvermodgen, so dall die Dicke nur zu kleiner als 100 nm
abgeschatzt werden kann. Polarisationsabhangige Messungen zeigen auch hier, daf®
der Farbstoff parallel orientiert in die Porenstruktur eingebaut wird. Nach der
Interpretation von A. Glaue kdnnte es sein, dald nur ein Farbstoffmolekil am Ende
einer Pore sitzt, welches wahrend der des Wachsen des Kristalls entlang der
Porenrichtung mitgeschoben wird. Zumindest sitzt der Farbstoff so fest in der Pore,
dal} er nicht mit Losungsmitteln extrahiert werden kann. Die fur einen Azofarbstoff
ungewodhnliche starke Fluoreszenz [Rau1990] der Probe beruht vermutlich auf einer
chemischen Umlagerung des Farbstoffes wahrend der Synthese. Dies wird derzeit in
der Arbeitsgruppe von P. Behrens genauer untersucht. Aus diesem Grund ist die
chemische Struktur des Farbstoffes nicht bekannt und kann daher hier nicht
angegeben werden.

Bei einer weiteren Probe wurde von O. Weiss zu einer Mikrowellensynthese von
AIPO4-5 der Farbstoff DCM zugegeben. Dabei entstehen sehr grol3e, schwach rot
gefarbte Kristalle. Auch hier stért der etwa 10™ molar zugegebene, fiir die 0,73 nm
grolde Pore erheblich zu groRe Farbstoff (1,1 nm), nicht das Wachstum der Kristalle.
Das Transmissionsbild in Abbildung 97 a zeigt einen dieser mit DCM beladenen
ALPO4-5 Kristalle.

Abbildung 97: Ubersichtsbild eines mit DCM beladenen groRen AIPO4-5 Kristalls. a)
Das Transmissionsbild zeigt nahezu perfekt gebaute Kristallnadeln b) Im konfokalen
Fluoreszenzbild wird der stark heterogene Einbau des Farbstoffes sichtbar
(Aex = 442 nm).
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Nicht selten sind diese Kristalle bis zu 1000 pm lang, doch mufte fir das
Ubersichtsbild ein etwas kleineres Exemplar ausgesucht werden, da die maximale
BildgroRe des Mikroskops auf 640 x 640 pm beschrankt ist (40x Objektiv). Im
Transmissionsbild konnten nur wenige Baufehler entdeckt werden. Wie in der
Abbildung 97 a am rechten Ende ersichtlich ist, sind manchmal kleine Kristalle
aufgewachsen. Teilweise sind an einigen Stellen auch etwa 10 um grof3e, runde
Sticke von der Oberflache abgeplatzt (siehe Abbildung 87). Das konfokale
Fluoreszenzbild in Abbildung 97 b zeigt jedoch, dal3 der Farbstoff im Inneren des
Kristalls sehr ungleichmafig verteilt ist. Obwohl die hellsten Stellen ohne ersichtliche
Ordnung verteilt sind, ist zusatzlich auch eine regelmalige Struktur erkennbar, die
sich entlang der langen Kristallachse ausbreitet. Eine genauere Begutachtung zeigt,
dal} diese regelmalige Struktur durch einen Ausschlul3 von Farbstoff entlang der
zentralen Kristallachse zustande kommt. Der AusschluRbereich vergréfert sich zum
Kristallende hin bis fast auf den gesamten Kristalldurchmesser. Die verschiedenen
konfokalen Querschnitte durch den Kristall in den Abbildungen 98 a bis c zeigen
deutlich, wie sich der innere Bereich ohne Farbstoff mit zunehmender Distanz vom
Kristallzentrum vergrofert.

Abbildung 98: Konfokale Querschnitte durch einen mit DCM beladenen ALPO4-5
Kristall a) durch die Mitte des Kristalls b) Auf halbem Weg zum Ende des Kristalls c)
30 pym vor dem Ende des Kristalls.

Aus den Transmissionsbildern und aus Anfarbeversuchen kann jedoch das
Vorhandensein hohler Kristalle mit Sicherheit ausgeschlossen werden.
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Abbildung 99: Konfokale Fluoreszenzbilder von der Mitte des Kristalls a) bei malliger
Vergrollerung werden die unregelmafigen Anhaufungen von Fluoreszenzfarbstoff in
der Mitte des Kristalls gut sichtbar b) Schnitt durch das Kristallzentrum bei maximaler
Vergroflerung. Der vermutliche Kristallkeim ist mit einem Pfeil markiert.

Die unregelmafigen Bereiche mit hoher Farbstoffkonzentration sind Uberwiegend in
der Mitte des Kristalls anzutreffen, wo auch das Wachstum des Kristalls bei der
Synthese beginnt. In Abbildung 99 ist dieser innere Bereich vergroliert dargestellt.
Ein etwa 1 ym grofRer Punkt in der Mitte von Abbildung 99 b liegt genau im Zentrum
des Kristalls.

Eine ahnliche Probe wurde von M. Ganschow hergestellt. Hier wurden zu einer
Synthese von etwa 15x35 ym grofen, an den Enden spitzen AIPO4-5 Kristallen
gleichzeitig drei verschiedene Farbstoffe zugegeben. Die fur diese Synthesemethode
relativ groRen Kristalle entstehen durch einen Fluorid Zusatz. Die Farbstoffe wurden
so gewahlt, dal® die Emissionsspektren mit den Absorptionsspektren des nachsten
Farbstoffes zusammenfallt. Dadurch soll ein Energielbertrag zwischen den
Farbstoffen in der Reihenfolge Coumarin 40 - Rhodamin BES0 - Oxazin 1 erreicht
werden. Die konfokalen Fluoreszenzbilder kénnen zwar den Energielbertrag nicht
beweisen, jedoch wird eine interessante Farbstoffverteilung beobachtet. Alle drei
Farbstoffe sind groRRer als der innere Porendurchmesser von AIPO4-5. Die Abbildung
100 zeigt einen mit den drei Farbstoffen beladenen Kristall unter verschiedenen
Aufnahmebedingungen.
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Abbildung 100: AIPO4-5 Kristall der die Farbstoffe Coumarin 40, Rhodamin BES0 und
Oxazin 1 enthalt. a) Transmissionsbild, b) Fluoreszenzbild von Coumarin, c) 3
dimensionale Projektion der Coumarin Fluoreszenz, d) Fluoreszenzbild von
Rhodamin, e) Fluoreszenzbild von Oxazin unter Anregung von Coumarin, f)
Fluoreszenzbild von Oxazin. Die angegebenen Zahlen entsprechen den jeweilegen
Anregungs- und Detektionswellenlangen.

Die Fluoreszenzbilder zeigen, daf® der Farbstoff Coumarin 40 (100 b) gleichmaliig
Uber den gesamten Kristall verteilt ist, wahrend die anderen beiden Farbstoffe in
einem charakteristischen Muster symmetrisch entlang der langen Kristallachse
eingelagert werden. Im Vergleich zu dem zuvor beschriebenen Einlagerungsmuster
von DCM in sehr grollen AIPO4-5 Kristallen fallt auf, dafy auch hier regelmaRige
Farbstoffstrukturen vorhanden sind, die sich von der Mitte des Kristalls ausgehend zu
den Enden erstrecken. Im Unterschied zu den grof3en mit DCM beladenen Kristallen
ist jedoch keine farbstofffreie Langsachse im Kristall vorhanden. Vermutlich geht die
charakteristische Fluoreszenzstruktur auf den Fluoridzusatz zur Synthese zurick, da
sowohl hier, als auch bei den zuvor beschriebenen grolien DCM/AIPO4-5 Kristallen,
Fluorid zugegeben wurde, andererseits aber auch mit Oxazin 1 beladene AIPO4-5
Proben vorhanden sind, die nicht mit Fluoridzusatz hergestellt wurden und eine
gleichmafige Fluoreszenzverteilung aufweisen (siehe Abbildung 122 im Kapitel
4.3.2.1).

Zu einer anderen Synthese wurde der Farbstoff Pyridin-2 zugegeben. In diesem Fall
wird der Farbstoff relativ gleichmafig in die AIPO4-5 Kristalle eingelagert. Abbildung
101 zeigt die konfokalen Langsschnitte durch einen dieser Kristalle.

Abbildung 101: Pyridin-2 beladener AIPO4-5 Kristall. Bei einer Anregungspolarisation
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parallel zur langen Kristallachse (links) fluoresziert der gesamte Kristall relativ
gleichmafig. Entlang der zentralen Kristallachse breiten sich zwei langliche Hohlraume
aus. Bei einer Anregungspolaristaion quer zur langen Kristallachse wird ein sehr viel
schwacheres Fluoreszenzsignal detektiert, da die Intensitat im rechten Bild etwa 100
fach verstarkt wurde. Im unteren Bildteil ist die chemische Struktur von Pyridin-2
angegeben.

Bei diesen Kristallen entsteht entlang der langen Kristallachse ein Hohlraum, wie
schon durch elektronenmokroskopische Aufnahmen an zerbrochen Kristallen gezeigt
werden konnte [Weiss]. Das sehr viel schwachere Fluoreszenzsignal bei einer
Anregungspolaristaion quer zur Kristallachse zeigt, dall die Pyridin-2
Farbstoffmolekule sehr gut orientiert in den Kristall eingelagert werden. Lediglich ein
dinner Rand an den eingeschossenen Hohlrdumen zeigt eine etwas schlechtere
Orientierungsverteilung.

41.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dald zur Herstellung eines homogen
mit Farbstoff geflllten Molekularsiebs verschiedene Bedingungen erfullt sein
mussen. Der Farbstoff mu® von seiner Grolke und chemischen Beschaffenheit zur
Pore passen, fur die Eindiffusion missen die Poren frei zuganglich sein und es
durfen keine Risse oder Defekte im Kristall vorhanden sein. Oft bleiben die Grinde
fur eine ungleiche Farbstoffverteilung in Kristall jedoch unbekannt.

4.2 Dynamik an vielen Molekulen (Ensemble)

Durch eine Aufnahme von nicht nur einem Bild, sondern einer Abfolge von Bildern,
kann die zeitliche Anderung der Farbstoffkonzentration verfolgt werden. Dazu ist zu
Beginn des Versuchs eine Konzentrationsverteilung noétig, die weit vom
Gleichgewichtszustand entfernt ist. Dieser anfangliche Nichtgleichgewichtszustand
kann zum Beispiel durch schnelle Zugabe von Farbstoff oder Ausbleichen erreicht
werden. Der Geschwindigkeitsverlauf, mit dem sich anschlieBend der
Gleichgewichtszustand einstellt, Iat Rickschlisse auf interne dynamische Prozesse
von Farbstoffmolekulen und deren Diffusionsverhalten zu.

Wird eine Farbstofflésung zu einem Stlck des aus hexagonal angeordneten Poren
aufgebauten M41S Monolithen zugegeben, so diffundiert der Farbstoff innerhalb
weniger Stunden in das Innere der Probe ein. Die Durchfiihrung und Interpretation
dieses scheinbar einfachen Versuches bringt jedoch einige Schwierigkeiten mit sich.
Um Messungen Uber einen langeren Zeitraum durchzufliihren sind nichtflichtige
Losungsmittel wie Glyzerin, Ethylenglykol oder Benzylalkohol erforderlich, die jedoch
meist polar sind und damit unpolare Farbstoffe wie TDI oder Tetracen nicht I6sen. Als
Alternative werden langere Alkane wie Dodekan und Hexadekan gewahlt, die die
unpolaren Farbstoffe gerade noch gut genug I6sen und sich aufgrund ihres kleinen
Dampfdruckes nicht verflichtigen. In Abbildung 102 ist die Versuchsdurchflihrung
skizziert.
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Abbildung 102: Zugabe von Farbstofflosung wahrend der Messung durch einen
durchbohrten Objekttrager

Wahrend der Aufnahme einer Bilderserie wird die Farbstoffldsung zu einer bereits im
Lésungsmittel eingebetteten Probe seitlich zugetropft. Dabei ist zu beachten, dal}
durch den Zutropfvorgang die Kristalle nicht bewegt werden. Der Farbstoff verteilt
sich innerhalb einiger Sekunden gleichmalig tUber den gesamten Probenraum. Bei
der Aufnahme und der Interpretation der Bilder mul} bertcksichtigt werden, dal} der
Farbstoff von allen Seiten in den Kristall eindringen kann. Da das Volumen der Probe
meist sehr viel kleiner ist als das der Losung, bleibt die Farbstoffkonzentration in der
Losung lange Zeit konstant.

4.2.1 Monolith

Das Eindringen von Farbstoff in die Poren des mesoporosen M41S Monoliths kann
gut verfolgt werden. Abbildung 103 zeigt wie mit fortschreitender Zeit der Farbstoff in
das Innere des Festkorpers eindringt.

Abbildung 103: Eindringen von Stilbenfarbstoff in die Poren eines M41S Monolithen.
Der Farbstoff wurde zeitgleich zum Start der Bildaufnahme des ersten Bildes bei
t = 0 s zugegeben. Nachdem etwa das halbe Bild aufgenommen wurde (ca. 15s), hat
der Farbstoff die Mefstelle erreicht und eine dinne Schicht an der Oberflache des
Monolithen beginnt zu fluoreszieren.

Schon nach wenigen Minuten ist der Farbstoff einige um tief in den Festkdrper
hineindiffundiert. Jedoch dauert es fast einen Tag, bis eine gleichmalige Verteilung
erreicht wird. Genau solch ein verlangsamtes Fortschreiten des Diffusionsvorganges
wird von der Theorie erwartet. Nach Gleichung (3) ist flr ein doppelt so weites
Fortschreiten der Diffusion die vierfache Zeit notig. Zu einem bestimmten Zeitpunkt
ist nach den Diffusionsgesetzen der Verlauf der Farbstoffkonzentration entlang der
Diffusionsrichtung eine abfallende Fehlerfunktion (siehe Formel (14) ) . Bei dieser
Funktion ist die mittlere Eindringtiefe diejenige Tiefe, bei der die Konzentration, und
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daher auch das Fluoreszenzsignal, vom Rand her auf den relativen Wert 0.317
abgefallen ist. Die Genauigkeit der Bestimmung dieser Eindringtiefe kann sehr
verschieden sein. Bei sehr geringer Eindringtiefe erschwert eine Verbreiterung des
Intensitatsverlaufes durch die Faltung mit dem optischen Auflosungsvermogen des
Mikroskops die Messung; bei langen Eindiffusionszeiten kann die
Farbstoffkonzentration in der umgebenden Losung z.B. durch fortschreitende
Absorption schwanken.

Abbildung 104 zeigt das Intensitatsprofii des Fluoreszenzsignals von Tetracen
senkrecht zur Oberflache.
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Abbildung 104: Eindiffusion von Tetracen geldst in Dodekan in einen bei 600°C
kalzinierten M41S Monolith. Die Pfeile geben die mittlere Eindingtiefe ¢ an.

Zur Ermittlung der mittleren Eindringtiefe ¢ wird diejenige Tiefe ermittelt, bei der das
Fluoreszenzsignal auf etwa 0.317 gegenuber dem Maximum an der Oberflache
angenommen ist. Die Diffusionskonstante D kann nach Gleichung (11) an die
erhaltenen Eindringtiefen angepalt werden. Das Beispiel in Abbildung 105 zeigt, dal
die mit einer Diffusionskonstante von D = 3.3 10° cm?s angepaRte Kurve die
MelRwerte gut reprasentiert.

114



100 -
80 —

60 —

40
6 =(2*0.33£0.01 um’/s * t)'

Eindringtiefe o [um]

20

T I T I T I T I T I T I T I T I T
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000

Zeit [s]

Abbildung 105: Die mittleren Eindringtiefe des Farbstoffes Tetracen in den
kalzinierten Monolith ist wurzelférmig von der Zeit abhangig. Die angepaldte Kurve
nach Gleichung (11) entspricht einer Diffusionskonstante von D = 3.3 10 cm?s.

Die Abbildung 106 zeigt eine Melireine mit vier verschiedenen Farbstoffen und
jeweils dem nicht kalzinierten und dem kalzinierten Monolith.
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Abbildung 106: Ermittelte Diffusionskonstanten fur die Eindiffusion von Farbstoffen in
monolithisches M418S.

Die ungewohnlich geringe Diffusionskonstante von TDI in den kalzinierten Monolith,
kann hier auch an einer Alterung der Probe liegen, da in diesem Fall die Probe
zwischen Kalzinierung und Untersuchung 12 Monate an Luft gelagert wurde.
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Bei der Interpretation der Ergebnisse mull immer ein Verdrangungsprozess
bertcksichtigt werden. In den kalzinierten Proben muf® das Farbstoffmolekul das
vorgelegte Losungsmittel verdrangen. In den nicht kalzinierten Proben dringt das
Losungsmittel zusammen mit dem Farbstoff in die mit dem Flussigkristall der
Synthese geflillten Poren ein.

Aus der Versuchsreihe sind verschiedene Tendenzen ableitbar. Die unpolaren
Farbstoffe TDI und Tetracen diffundieren schneller als die polaren Farbstoffe, was
zumindest bei den Kkalzinierten Proben auch am viskoserem Ethylenglykol als
Lésungsmittel der polaren Farbstoffe liegen kann. Die Eindiffusion verlauft in den
kalzinierten Proben langsamer als in den nicht kalzinierten. Da bei den nicht
kalzinierten Proben sicher auch das Ldsungsmittel mit eindiffundiert, liegt hier eine
Mischung von Templat und Ldsungsmittel im Inneren der Poren vor. Auch ein
Groleneffekt wird beobachtet. Bei den polaren bzw. unpolaren Farbstoffen
diffundiert jeweils das schlankere Tetracen bzw. Stilbenderivat Molekll schneller in
den Festkorper ein.

Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dal} die Eindiffusion von Farbstoff in
einen Festkorper mit dem konfokalen Mikroskop direkt beobachtet werden kann. Je
nach Farbstoff, Losungsmittel und Vorbehandlung des M41S Monoliths werden
Diffusionskonstanten im Bereich von unter 10" ¢cm?/s bis 107 cm?/s gemessen.

42.2 UTD-1

Durch eine spezielle Synthese konnte Ralph Jager [Jager] sehr grofle UTD-1
Kristalle herstellen (siehe Kapitel 3.2.2). Abbildung 107 zeigt diese ungewdhnlich
groRen UTD-1 Kristalle, die als Buschel aufwachsen, aus denen einige gerade
Nadeln herausstehen.
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Abbildung 107: Lichtmikroskopische Transmissionsaufnahme von grol3en,
kalzinierten und extrahierten UTD-1 Kristallen.

Die einzelnen Nadeln sind mit bis zu 10 ym Durchmesser und tUber 100 ym Lange
etwa eine GroRRenordnung grolder als in der Literatur [Wessels1999] (siehe Abbildung
71 in Kapitel 3.2.2) beschrieben. Bei der Kalzinierung bei 600°C zerfallt das Templat,
ein organische Kobaltkomplex vermutlich in schwarzes Kobaltoxid, welches durch
langeres Extrahieren mit verdunnter Salzsaure zum grofdten Teil entfernt wurde. Die
so erhaltenen Kristalle sind nur noch sehr schwach grau gefarbt und zeigen bei einer
Anregungswellenlange von 442nm nur eine schwaches unstrukturiertes
Lumineszenzsignal, wahrend bei einer Anregungswellenlange von 632 nm neben
wenigen einzelnen unbekannten Molekulen mit einem Emissionsmaximum von ca.
700 nm kein starker fluoreszierender Untergrund detektierbar ist. Auch hier soll
versucht werden die Eindiffusion von Farbstoff in das Porensystem zu verfolgen. Die
Hoéhe eines TDI Molekuls paf3t mit 0,91 nm sehr gut in die Poren das UTD-1 mit
1,0 nm Durchmesser.

Die Probe wird in Dodekan eingebettet und mit einer verdinnten Losung von TDI in
Dodekan versetzt. Abbildung 108 zeigt den Verlauf der Diffusion zu vier
verschiedenen Zeiten. Im ersten Bild bei t = 0 s tauchen, nachdem das Bild etwa halb
aufgenommen wurde, die ersten Molekule auf. Die TDI Molekule diffundieren in der
freien Losung sehr schnell, so dald sie nur wahrend der Aufnahme einer Zeile als
horizontaler Strich sichtbar sind. Nach etwa 30 s wurden einige Molekule an der
Oberflache adsorbiert, so dal® helle runde Punkte sichtbar werden.
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Abbildung 108: Zeitlicher Verlauf der Eindiffusion von TDI in einen kalzinierten UTD-1
Kristall. Fur das Bild nach 40 min wurde die Empfindlichkeit der Detektion verringert,
um eine Uberbelichtung zu vermeiden. Ein anschlieRender z-Schnitt (z-Mitte) zeigt,
daR der Farbstoff in das Innere des Kristalls vorgedrungen ist. Uber der Kristallnadel
ist noch eine weitere Nadel sichtbar.

Der Kristall liegt leicht schrag in der Bildebene, so dal® nur der Bereich rechts oben
sicher im Inneren des Kristalls gemessen wird. Dorthin sind nach 30 s noch keine
TDI Moleklle vorgedrungen. Aber schon nach 60 s ist auch im Inneren Farbstoff
detektierbar. Mittlerweile ist die Konzentration an Farbstoff schon so grof3, dal3 die
einzelnen Molekule nicht mehr getrennt aufgel6st werden kdnnen. Nach 40 Minuten
ist im Inneren des Kiristalls schon so viel Farbstoff vorhanden, dal3 die
Anregungsleistung auf 1/3 verringert wurde. Entlang der Kristallachse sind Streifen
erkennbar, an denen der Farbstoff Uberwiegend angelagert wird. Das rechte Bild
zeigt einen z-Schnitt senkrecht durch den Kiristall. Da das axiale
Auflosungsvermoégen des konfokalen Mikroskopes unter 1 pm liegt, mull die
detektierte Fluoreszenz aus dem Inneren des etwa 5 um dicken Kristalls stammen.
Die Abhangigkeit von der Anregungspolarisation zeigt Abbildung 109.

Abbildung 109: Bilder mit senkrecht und parallel zur Kristallachse orientiertem
Anregungslaser zeigen, dal} die Ubergangsdipolmomente der Farbstoffe bevorzugt
entlang der langen Kristallachse, die der Porenrichtung entspricht, orientiert sind.

Wird die Anregungspolarisation parallel zur langen Kristallachse gedreht, so kann ein
mindestens 3 mal helleres Fluoreszenzbild detektiert werden wie mit senkrecht
orientierter Anregungspolarisation. Daraus kann geschlossen werden, daf® die TDI
Molekulle vorzugsweise entlang der Porenrichtung orientiert sind. Es kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, daf} sich auch kleine Risse entlang der Porenrichtung
durch den Kristall ziehen, welche den Farbstoff aufnehmen und entlang der
Rifdrichtung orientieren. Die elektronenmikroskopische Aufnahme (Abbildung 71 im
Kapitel 3.2.2) des nicht kalzinierten UTD-1 zeigt Risse entlang der Kristallnadeln.
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Absorptionsversuche mit N, und Dioxinen, die R. Jager durchgefuhrt hat, zeigen ein
sehr viel kleineres Porenvolumen als von den Strukturdaten berechnet wird
[Jager2002]. Vermutlich sind viele Poren verstopft oder nur schwer zuganglich. Bei
den hier durchgefuhrten Absorptionsversuchen mit Fluoreszenzfarbstoffen reichen
aber einige wenige frei zugangliche Poren aus, um den Festkorper im optischen Bild
gleichmafig mit Farbstoff zu beladen.

Zusammenfassend zeigen die Eindiffusionsuntersuchungen an den kalzinierten
UTD-1 Kristallen, daf’ einzelne TDI - Molekule recht schnell in das Innere vordringen
konnen. Ob der Farbstoff jedoch in die Poren oder in Risse des Kristall eingelagert
wird, kann nicht mit Sicherheit bestimmt werden.

4.2.3 M41S Nadeln

Bei Messungen mit vielen Molekllen ist die Diffusion nach dem Einstellen des
Gleichgewichts nicht mehr detektierbar. Erst durch eine &aullere Storung des
Gleichgewichts kdnnen dynamische Prozesse beobachtet werden. Dies kann durch
Ausbleichen wie bei der etablierten Methode FRAP (Fluorescence recovery after
photobleaching, siehe Kapitel 2.4.3) erreicht werden.

Es gibt eine spezielle Synthese des mesopordosen M41S Materials, bei dem grolde
Nadeln erhaltern werden (siehe Kapitel 3.2.4). Einige bei der Synthese mit sehr
wenig Rhodamin 6G beladene Nadeln wurden von F. Marlow zur Verfligung gestellt.
Entgegen ersten Annahmen konnte gezeigt werden, dal} die Poren nicht entlang der
langen Achse der Nadeln verlaufen, sondern zirkular [Marlow2000]. Dadurch haben
die Poren keine nach auRen gerichtete Offnung. Diffusionsexperimente bei Zugabe
von TDI oder Tetracen zeigen jedoch, dal3 nach mehreren Tagen durchaus Farbstoff
in das Innere der Faser eingedrungen ist. Vermutlich besitzen die Wande der Réhren
Locher, durch die der Farbstoff von einer Rohre zur nachsten Rohre gelangen kann.
Abbildung 110 zeigt den Schnitt durch eine Nadel, die mehrere Tage in einer TDI in
CHCI; Lésung gelegt wurde.

Abbildung 110: Konfokaler z-Schnitt (Aex = 633 nm) durch eine nachtraglich mit TDI
beladene M41S Nadel (links). Rechts zeigt ein elektronenmikroskopisches Bild den
zirkularen Aufbau der Poren aus der gleichen Blickrichtung [Marlow2000].

Durch eine zeitabhangige Untersuchung der Eindiffusion von Farbstoff konnte jedoch
keine sinnvolle Diffusionskonstante ermittelt werden. Der Kristall wurde langsam aber
gleichmaflig im Inneren heller. Der Farbstoff kann wohl nur langsam durch die
Porenwand dringen, wird aber schnell entlang der Poren im Kristall verteilt.
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Bleichexperimente ermoglichen eine grobe Abschatzung der Diffusionskoeffizienten
innerhalb des Kristalls. Dazu wird eine Kristalinadel, die wahrend der Synthese mit
Rhodamin 6G beladen wurde, in PMMA fixiert und an einer Stelle bestrahlt.
Abbildung 111 zeigt, wie ein ausgeblichenes Loch langsam wieder zudiffundiert.

Abbildung 111: Drei Bilder einer 20 Bilder langen Serie zeigen, wie sich eine
ausgeblichene Stelle in einer mit Rhodamin 6G beladenen M41S Nadel durch
Diffusion innerhalb weniger Minuten wieder schlief3t.

Das Loch verbreitert sich mit zunehmender Zeit. Betrachtet man das Fehlen von
Farbstoff als die diffundierende Spezies kann die sich verbreiternde Lochform mit
Gleichung (6) beschreiben werden. Ein punktférmiges Loch verbreitert sich demnach
gauldformig. Die Abbildung 112 zeigt exemplarisch je zwei Fluoreszenz-
intensitatsprofile entlang und senkrecht der Nadel durch die Mitte des
ausgeblichenen Loches.
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Abbildung 112: Jeweils zwei exemplarische Intensitatsprofile, die aus den
entsprechenden Bildern aus Abbildung 111 entlang und senkrecht der Nadel
gewonnen wurden, zeigen ein gaul3formiges Profil. Die mittleren Diffusionslangen o
konnten so nach Gleichung (6) zu 2,1 um (300 s) und 2,47 um (1140 s) entlang der
Nadel und 2,4 ym (0 s) und 3,4 um (600 s) senkrecht zur Nadel bestimmt werden.

Diese Intensitatsprofile kénnen gut mit einer nach unten gerichteten Gaul3kurve
angepaldt werden. Leider kann das Loch zum Zeitpunkt t = 0 s nicht punktférmig klein
gemacht werden, da zum einen die Fokussierung des Lasers beschrankt ist und zum
anderen der Bleichvorgang einige Minuten dauert. Zur Auswertung wird daher ein
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virtueller Zeitpunkt so angepaldt, als ob zu diesem Zeitpunkt ein punktférmiges Loch
vorhanden gewesen ware. Dieses Verfahren funktioniert nur deshalb, weil das
ausgeblichene Loch schon von Anfang an einen gauf3férmigen Verlauf besitzt. Wie
aus Abbildung 113 ersichtlich ist, beschreibt dieses Modell die ermittelten
Lochbreiten sehr gut und es kann eine Diffusionskonstante entlang der Nadel zu 9.95
1072 cm?/s und senkrecht zur Nadel zu 8,3 107" cm?/s bestimmt werden.
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Abbildung 113: Ermittlung der Diffusionskonstanten aus den mittleren
Diffusionslangen quer (oben) und langs (unten) der M41S Nadel.

Der Fehler liegt unter 10%. Verschiedene Modelle sind flr den inneren Aufbau der
Nadeln denkbar (siehe Abbildung 114).

© © 00
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Abbildung 114: Moégliche Porenstrukturen der M41S Nadeln.

Die Diffusion entlang der Nadel ist etwa um eine Grof3enordnung verlangsamt, was
zum einen durch einen schraubenformigen Aufbau der Porenstruktur, zum anderen
durch Diffusion durch die Porenwand erklart werden kann. Da aufgrund von TEM
Bilden ein spiralformiger Aufbau unwahrscheinlich ist, kommt fur die ermittelte
Diffusionskonstante quer zur Nadel nur die Diffusion durch die Wand oder die
Diffusion in zirkularen Poren in Frage. Eine Interpretation der ermittelten
Diffusionskonstanten hinsichtlich einer Diffusion in den Poren und zwischen den
Poren ist somit nicht eindeutig. Wenn man jedoch davon ausgeht, dal® die Diffusion
entlang den Poren schneller ist als die Diffusion durch die Wand, so ist die reale
Diffusionskonstante entlang einer Pore mindestens so grol} wie die senkrecht zur
Nadel bestimmte GroéRe von 8,3 107" cm?¥s.
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Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dal in den nadelférmig aufgebauten
M41S Material eine deutliche Anisotropie in der Diffusion vorhanden ist. Quer zur
Nadel wird eine um eine Grélkenordnung schnellere Diffusion gemessen.

4.2.4 Photoprodukte

Neben der Dynamik durch Bewegung wie Diffusion oder Rotation kann auch die
Reaktionsdynamik untersucht werden. Das Photobleichverhalten von Farbstoffen ist
eine wichtige GrofRe in Bezug auf technische Anwendungen und die Durchfihrbarkeit
von Experimenten mit einzelnen Molekulen. Es gibt Untersuchungen, die eine
erhdohte Photostabilitdt von Farbstoffen durch den Einschluf in ein Porensystem
erhalten [Schomburg2001]. Jedoch konnte hier bei keiner der untersuchten Proben
eine erhdhte Photostabilitat beobachtet werden. Gegenlber vergleichbaren
Polymerproben wurde eher eine (etwa eine Grof3enordnung) geringere Stabilitat
gefunden [Hellriegel2000]. Auch eine Erholung des geblichenen Farbstoffes durch
die reversible Bildung eines Photoprodukts ist moglich. Abbildung 115 zeigt dafur
zwei Beispiele.
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Abbildung 115: Photobleichen von zwei verschiedenen Proben. Wahrend sich die
Probe mit dem Azofarbstoff in den Bestrahlungspausen nicht verandert, erholt sich
die Fluoreszenz der Tetracen Probe geringfugig. Aex jeweils 442 nm.

Die Farbstoffe bleichen wahrend der Bestrahlung mit blauem Laserlicht. Wahrend der
Untersuchung wird jedoch fur einige Zeit der Laser kurzzeitig ausgestellt und das
Fluoreszenzsignal nach dem Wiedereinschalten beobachtet. Beim Azofarbstoff (bzw.
dem unbekannten Farbstoff, der bei der Synthese entstanden ist, siehe Kapitel 4.1.4)
kann keine Veranderung beobachtet werden, wahrend das Fluoreszenzsignal des
Tetracens nach den Bestrahlungspausen deutlich erhoht ist. Ob es sich bei der
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Erholung um eine Umorientierung oder eine photochemische Reaktion handelt,
konnte auch durch polarisationsabhangige Messungen nicht eindeutig geklart
werden.

4.3 Fluoreszenzimaging einzelner Molekiile

Dieses Kapitel beschreibt die ortsaufgeloste Detektion von einzelnen
fluoreszierenden Molekulen. Zur Erzeugung von Bildern wird der Punkt, der das
konfokale Volumenelement enthalt, Gber die Probe gerastert. In xy-Richtung wird
hierbei der Laserstrahl mittels zweier beweglicher Spiegel abgelenkt, zur z-Auflésung
kann das Mikroskopobjektiv an die Probe heran bewegt werden.

4.3.1 Referenzmessungen in diinnen Polymerproben:

Zur Charakterisierung der Farbstoffmolekile werden Referenzproben hergestellt, bei
denen der Farbstoff in einer sehr dunnen Polymerschicht auf ein Deckglas
aufgebracht  wird. Als  Tragerpolymer hat sich das transparente
Polymethylmethacrylat (PMMA) sehr bewahrt, das mittels "Spincoating" als dunne
Schicht auf ein Deckglas aufgebracht wird (siehe Kapitel 2.6.1.7). Werden die Proben
anschliellend mit Epoxidharz wasserdicht versiegelt, sind sie gut haltbar und
erfreuen auch die Nachbarlabore. Kénnen in einer solchen Referenzprobe die
einzelnen Farbstoffmolekile gut detektiert werden, so ist sichergestellt, dal
Mikroskop, Laser, Filter und Detektion einwandfrei abgestimmt sind und einer
Detektion dieser Farbstoffmolekile in einer anderen Probe nichts Grundlegendes im
Wege steht.

4.3.1.1 Verschiedene Farbstoffe

Die Abbildung 116 zeigt konfokale Fluoreszenzbilder verschiedener
Farbstoffmolekule, bei der jeweils angegebenen Laserwellenlange. Als Polymertrager
wurde PMMA verwendet. Bei einer Anregung mit 633 nm sind von den photostabilen
Farbstoffen Bilder mit sehr gutem Signal zu Untergrund Verhaltnis detektierbar, bei
kurzwelliger Anregung ist der Untergrund starker.

TDI,
Lex = 633 nm, Oxazin

S/U ~ 40 hex = 633 N,
S/U ~ 25.

hex = 633 nm,
S/U ~30.

Aex = 527 nm.
S/U ~15.
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Abbildung 116: Verschiedene konfokale Fluoreszenzbilder von einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffen in PMMA.

Aufgrund der hohen Rastergeschwindigkeit des konfokalen Mikroskops ist die
Belichtungszeit eines Mel3punktes auf kurzer als 1 ms beschrankt. In dieser Zeit
konnen unter besten Bedingungen einige hundert Photonen detektiert werden. Ein
Fluoreszenzpunkt, der die Grolde von ca. 4x4 Bildpunkten besitzt, wird somit aus
etwa 2000 detektierten Photonen gebildet. Die maximale sinnvolle
Rastergeschwindigkeit ist dann erreicht, wenn pro Mel3punkt ein Photon detektiert
wird. Dann ist der Kontrast so hoch, dal} nur zwischen einem Photon und keinem
Photon unterschieden werden kann. Ein Fluoreszenzpunkt besteht dann aus etwa
4x4 hellen Bildpunkten, die von nur 16 detektierten Photonen herrihren. Photonen,
die vom Untergrund stammen, sind dagegen gleichmalig Uber das Bild verteilt und
somit von den einzelnen Molekullen unterscheidbar. Ein Beispiel flr ein solches sehr
schnell aufgenommenes Bild zeigt Abbildung 117, bei dem die Verweilzeit von 4 ps
auf jedem Bildpunkt gerade ausreicht, um sicher ein Photon des Farbstoffmolekiils
zu detektieren.

Abbildung 117: Ausschnitt aus einem in 1 s aufgenommenen konfokalen Bild von
einzelnen TDI Molekilen mit 512x512 Punkten. Die Melzeit auf einem Bildpunkt
betragt nur 4 ps. Einzelne Moleklle sind als Haufung von hellen Bildpunkten
sichtbar.
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4.3.1.2 Ortsgenauigkeit

Die Bestimmung der Ortskoordinaten eines einzelnen Molekils ist nicht durch das
Auflosungsvermogen des Mikroskops bestimmt, sondern von der Genauigkeit, mit
der das Zentrum des detektierten Signals bestimmt werden kann. Nach Bartko et al.
[Bartko1999] ist zur exakten Positionsbestimmung zusatzlich die Orientierung des
Ubergangsdipolmomentes nétig, da zumindest bei einer Detektion mit einem
Flachendetektor die dipolartige Abstrahlcharakteristik des Farbstoffmolekuls
bertcksichtigt werden muf3. Zur Bestimmung des Maximums einer Gauflfunktion ist
das Signal zu Rausch Verhaltnis, mit dem das einzelne Molekul detektiert werden
kann, entscheidend [Boroff1986]. Abbildung 118 zeigt, wie sich mit verbesserndem
Signal zu Rausch Verhaltnis die Positioniergenauigkeit drastisch verbessert.
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Abbildung 118: Berechnung der verbesserten Positioniergenauigkeit bei einem
verbesserten Signal zu Rausch-Verhaltnis (aus [Boroff1986]).

N, ist die Anzahl der MeRpunkte innerhalb des Gaulradius . Nahezu alle in dieser
Arbeit aufgenommenen Bilder besitzen einen optisches Auflésungsvermdgen mit
einem Gaufradius o von etwa 130 nm und damit eine Punktdichte von etwa N, = 1.6
(bei 78 nm Punktabstand). Aus den Daten von Bobroff kann geschlossen werden,
dald bereits bei einem schnell aufgenommenen Bild mit einem Signal zu Rausch
Verhaltnis von nur 5 die Position eines einzelnen Molekuls auf etwa 20 nm bestimmt
werden kann. Eine sehr prazise Bestimmung gelingt bei einem sehr hohen Signal zu
Rausch Verhaltnis. Dazu wird bei einem kleinen Bild mit 64x64 Bildpunkten durch
Mittelung Uber 64 Bildern eine Mel3zeit von 131 ms pro Bildpunkt erreicht. Bei einer
Signalrate von 500000 Photonen pro Sekunde und einem Untergrund von 3000
Photonen pro Sekunde errechnet sich nach Gleichung

s___ 5
R (S)+V(U) (88)

fur eine Melzweit von 131 ms ein Signal zu Rausch Verhaltnis von 230.
Berucksichtigt man, da® mit einem 100x Objektiv an dem Zeiss Mikroskop eine
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MefRpunktdichte von N, = 4 Pixel pro Gaufradius mdglich sind (31,2 nm
Pixelabstand), kann nach Abbildung 118 eine Auflésung ereicht werden, die ~ 400
mal kleiner ist als der Gaufradius ®. Aufgrund dieser Abschatzung sollte eine
Positioniergenauigkeit von 0.3 nm erreichbar sein. Abbildung 119 zeigt, dal} sub nm
Auflésung im Experiment tatsachlich moglich ist.

a) b)
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Abbildung 119: Positionsbestimmung eines einzelnen Molekuls. a) Gemessenes Bild,
b) Zweidimensionales Intensitatsprofil der MaRdaten, c) AngepalRte GaulRkurve mit
einem Fehler in der Positionierung von nur 0.6 nm.

Kurioserweise ist mit 0.6 nm schon eine Positioniergenauigkeit erreicht, die unterhalb
der Abmessungen des Farbstoffmolekiils liegt.

Die Parameter der in Abbildung 119 c) angepaldten zweidimensionalen Gauf3kurve
nach Gleichung (89) sind:

_(x_xo)2 _(y_yo)z
Z=A\e ™ e *™ |+B (89)
ParameterWert
A 251,51 £1,367 (S/R = 184)
B 2,77 £0,37
Xo 397,90 nm 20,63 nm
Wi 117,07 nm £0,72 nm (FWHM = 275 nm)
Yo 395,56 nm 0,60 nm
Wy 110,83 nm £0,69 nm (FWHM = 260 nm)
Xz 39,21853

Berucksichtigt man die Naherung, dal} bei der Bildaufnahme in jedem Bildpunkt nur
etwa der Bruchteil von ~1/(4 Nm)2 der gesamten Anzahl der vom Farbstoff emittierten
Photonen detektiert wird, so kann aus der Theorie von Bobroff [Bobroff1986]:14a
eine Gleichung abgeleitet werden, die aus der gesamten detektierten Photonenzahl
eine Ortsgenauigkeit bestimmt.
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Darin ist N, die MeRpunktdichte pro Gauldradius und N die gesamte Photonenzahl.
Erstaunlicherweise sinkt die Bestimmbarkeit mit steigender MeRpunktdichte, woraus
aber ersichtlich ist, dal die Gute des Signals wichtiger ist als die Auflosung.
Abbildung 120 zeigt, wie sich die Ortsbestimmbarkeit durch die Detektion von
moglichst vielen Photonen verbessert.
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Abbildung 120: Verbesserung der Ortsbestimmbarkeit eines einzelnen Molekuls
durch die Detektion vieler Photonen. Die rechte y-Achse gibt die
Positioniergenauigkeit fur ® =100 nm an, in diesem Fall entspricht N, =2 einer
MelRpunktdichte von 50 nm.

431.3 3D

Das konfokale Mikroskop bietet die Mdoglichkeit, den Probenraum dreidimensional
abzurastern. Dies ist naturlich auch mit einzelnen Molekilen moglich, die
dreidimensional verteilt sind. Bei der Herstellung von dicken PMMA-Proben trat
allerdings das Problem auf, dall der Polymerfim beim Verdunsten des
Lésungsmittels stark schrumpft und nach einiger Zeit vom Deckglas abplatzt.
Erfolgreicher ist die Verwendung von Oktadekan (C4gHsg) als Matrix. Oktadekan
schmilzt bei 28°C und kann TDI in ausreichender Menge I6sen. Eine Reihe von
Einzelmolekulbildern, die einen 5x5x5 pm grolRen Wurfel mit 64x64x64 Punkten in
der Probe abrastern, sind in Abbildung 121 dargestellt.

127



L]

.

Abbildung 121: Dreidimensionale Aufnahme von einzelnen TDI-Molekulen dargestellt
als Abfolge der xy-Bilder mit ansteigendem z-Abstand. Der z-Abstand ist in jedem
Bild angegeben. In dem 5x5x5 uym grof3en Wiurfel befinden sich etwa 14 einzelne
TDI-Molekdle.

Da die Auflésung in der z-Richtung etwa 3 mal schlechter ist als in xy-Richtung, sind
die Signale eines einzelnen Molekuls in etwa 12 aufeinanderfolgenden Bildern
auszumachen, wahrend in xy-Richtung das Signal nur auf etwa 4 Bildpunkte verteilt
ist.

4.3.2 Porose Festkorper

Die Fluoreszenzintensitaten einzelner Farbstoffmolektle in pordsen Festkdrpern sind
oft einiges kleiner als in den Referenzproben. Dies kann zum einen an
experimentellen Gegebenheiten wie zusatzlichen Grenzflachen und grolierem z-
Abstand, aber auch an der Probe selbst wie hoherer Dynamik oder veranderten
spektralen Eigenschaften des Farbstoffes liegen. Um Veranderungen zwischen
Proben mit hoher und niedriger Farbstoffbeladung auszuschlief3en und die optimale
Farbstoffkonzentration flr Einzelmolekulexperimente zu ermitteln, wurden Proben in
verschiedenen Beladungsgraden untersucht.
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4.3.2.1 Oxazin / AIPO4-5

Die Zugabe von Oxazin Farbstoff zu der Synthese von AIPO,4-5 fihrt zu gleichmaliig
fluoreszierenden Kristallen. Abbildung 122 zeigt AIPO4-5 Kristalle, denen in der
Synthese verschiedene Mengen an Oxazin 1 angeboten wurden.

Abbildung 122: Oxazin 1 in AIPO4-5. Die Zahlen geben die angebotene
Farbstoffmenge in mmol pro g an. Bei den sehr geringen Konzentrationen sind die
Umrisse der Kristalle durch weilde Linien angedeutet. Agx = 633 nm. | = 11 pW.

Bei einer Verringerung der Konzentration unter 10 mmol pro g Ansatz ist keine
gleichmafige Fluoreszenz mehr sichtbar, vielmehr kdnnen einzelne Punkte detektiert
werden, die als Fluoreszenz von einzelnen Molekulen identifiziert werden kann. Wird
die Konzentration weiter verringert, ist schlieBlich kein einziges Molekul mehr
vorhanden und im konfokalen Bild ist nichts mehr zu sehen. Ein ahnliches Verhalten
zeigt Abbildung 123, bei der der etwas groflere Oxazin 170 Farbstoff eingebaut
wurde.

Abbildung 123: Konzentrationsreihe von Oxazin 170 in AIPO4-5, Aex = 633 nm.

Etwas schwieriger wird scheinbar das noch groRere Oxazin 750 eingebaut.
Abbildung 124 zeigt, daR sich hier schon bei einer angebotenen Menge von 107
mmol pro g einzelne Molekule detektieren lassen.
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Abbildung 124: Konzentrationsreihe von Oxazin 750 in AIPO4-5, Aex = 633 nm.

43.2.2 Cy5MCM41

Eine weitere Verdinnungsreihe wurde bei der kovalenten Anbindung von Cy5
Farbstoff an die Porenwand von MCM-41 durchgefuhrt (Siehe Kapitel 3.3.3).
Abbildung 125 zeigt, daR hier unterhalb einer Farbstoffkonzentration von ~10”° mol/g
einzelne Farbstoffmolekile detektiert werden kdnnen.

Abbildung 125: Verdlinnungsreihe von kovalent an die Pore von MCM-41
angebundenem Cy5. a) 4,7+10° mol/g, b) 9,4+10°® mol/g, c) 4,7+107° mol/g.

Bei einer weiteren Probe mit 4,7-10"? mol/g konnte kein Farbstoffmolekiil mehr
nachgewiesen werden. Die einzelnen Cy5 Molekule sind aufgrund ihres sehr grof3en
Extinktionskoeffizienten schon bei sehr geringer Anregungsleistung deutlich
detektierbar. Die Photostabilitdt von Cy5 ist aber gegenuber den nur schwach
leuchtenden Oxazinen deutlich geringer. Eine Abfolge von Bildern der in Abbildung
125 b) gezeigten Probe soll das starke Bleichverhalten verdeutlichen. In Abbildung
126 sieht man deutlich, wie nach wenigen Bildern der Cy5 Farbstoff so stark
geblichen ist, dal® in dem zuvor homogenen Bild Punkte von einzelnen
Farbstoffmolekulen sichtbar werden.
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Abbildung 126: Photobleichen von Cy5 in MCM41. Bereits nach der Aufnahme von
wenigen Bildern ist nur noch so wenig Farbstoff vorhanden, dal} einzelne Moleklle
sichtbar werden. (Aex =633 nm, 1,2 yW, 32,5 s pro Bild, gleiche Probe wie in
Abbildung 125 b).

4.3.2.3 TDI Monolith

Durch eine spezielle Synthese mit einer flissigkristallinen Phase sind mesopordse
M41S Festkorper auch mit sehr grolRen Abmessungen darstellbar (siehe Kapitel
3.2.4). Zur Synthese des M41S Monoliths wurde in den Flussigkristall (OMO) der
Farbstoff TDI zugegeben. Abbildung 127 zeigt, dal’ in dieser Probe die zugegebene
Farbstoffkonzentration kaum einen Einflud auf die anschlieBend im M41S Monolith
vorhandene Menge hat. Hohe Farbstoffkonzentrationen sind daher nicht erreichbar.
Die Ldslichkeit von TDI im Flussigkristall ist so gering, dal® der Farbstoff nicht mehr
geldst werden kann und ausfallt. Hin und wieder ist auch schon ein extrem stark
fluoreszierendes kleines Stuck gesichtet worden, das wohl ausgefallenes TDI ist.
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Abbildung 127: Verdlinnungsreihe von TDI in M41S-Monolith. Die Zahlen geben die
zur Synthese zugegebenen Farbstoffkonzentration in mol/L an. (0,1 mL werden
zugegeben, ~2 g Monolith werden erhalten)

In den konfokalen Fluoreszenzbildern fallt auf, dald vereinzelt die Einzelmolekile
nicht als runder Punkt, sondern als horizontaler Strich abgebildet werden (siehe z.B.
Abbildung 127: 10™'° Bildmitte). Die Beobachtung von abgeschnittenen Punkten kann
auf zwei verschiedene Ursachen zuruckgefuhrt werden. Zum einen kann das
Farbstoffmolekdl dynamische Prozesse besitzen, die das Fluoreszenzsignal
modulieren (Blinken, Triplettzustande), zum anderen kann das Molekul diffundieren
und wird nur wahrend der Aufnahme einer Zeile vom konfokalen MeRRpunkt erfalit.
Hier tritt Diffusion auf, die im 'Dynamik’ Kapitel 4.4.7 behandelt wird.

43.2.4 TDIlin UTD-1

In grof3e Nadeln des kalzinierten und extrahierten Porosil UTD-1 kann TDI aus der
Losung in das Innere des Kristalls eindiffundieren (siehe Kapitel 4.2.2). Wird der
Kristall anschliel3end grindlich gewaschen, bleibt im Inneren etwas Farbstoff zurlck.
Abbildung 128 a) zeigt, dall nach dem Waschen einige Farbstoffmolekile nicht
ausgewaschen werden, jedoch sind immer noch zu viele Molekule vorhanden, um
die einzelnen Fluoreszenzpunkte sicher zu trennen.

Abbildung 128: Einzelne TDI Molekule in UTD-1 a) Nach der Beladung durch
Eindiffusion und anschlieendem mehrmaligem Waschen mit CHCI; b) Nach
anschliellendem Ausbleichen von instabilen Molekllen und Untergrund.

Um die Konzentration weiter zu verringern, wird der Kristall etwa 1 Stunde bestranhlt.
In dem anschliel3end erhaltenen Bild sind einzelne TDI Farbstoffmolekule sehr gut
detektierbar. Neben der Verringerung der TDI Konzentration hat der Bleichvorgang
auch den unstrukturiert strahlenden Untergrund reduziert.
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Zusammenfassend zeigen diese Messungen, dal} in einigen Proben einzelne Punkte
detektiert werden kdnnen, bei denen es sich um einzelne Farbstoffmolekule handelt.
Der korrekte Nachweis fur einzelne Molekule erfolgt eigentlich erst durch digitales
Photobleichen in den folgenden Kapiteln.

4.4 Dynamische Intensitatsmessungen an einzelnen
Molekiulen

In diesem Kapitel werden zeitliche Anderungen im Fluoreszenzverhalten einzelner
Moleklle behandelt. Die Mel3moglichkeiten Uberspannen dabei einen Zeitbereich,
der Uber 12 GroRenordnungen reicht: Von der Fluoreszenzlebensdauer im ns
Bereich bis hin zum digitalen Bleichen nach mehreren tausend Sekunden. Zwischen
diesen beiden Extremen liegen Intensitatsfluktuationen, die durch Triplettzustande,
Dunkelzustande und Diffusion begriindet werden.

441 Kurzzeit

Durch die Technik des zeitkorrelierten Einzelphotonenzahlen (TCSPC) kann unter
Verwendung einer gepulsten Laserquelle die Fluoreszenzlebensdauer gemessen
werden (siehe Kapitel 2.6.2.4). Als Lichtquelle wird hier ein modengekoppelter und
anschlielend frequenzverdoppelter YLF-Laser verwendet, der im Zeitabstand von
12 ns etwa 100 ps lange Lichtpulse mit einer Wellenlange von 527 nm liefert. Es
werden die Fluoreszenzlebensdauern von verschiedenen Farbstoffen (Rhodamin 6G,
Terrylen, Styryl 8, Stilbenderivat) in dinnen PMMA Filmen bestimmt [Langon1999]
(siehe Abbildung 116). Alle untersuchten Farbstoffe erwiesen sich nicht als
besonders photostabil. Die TCSPC Messung wird fur jedes einzelne Molekul nur
jeweils so lange durchgefuhrt, bis ein plotzliches Abfallen der Fluoreszenzrate
beobachtet wird. Da die meisten Farbstoffmoleklle bei den Messungen nur wenige
Sekunden detektiert werden, sind nur wenige zuverlassige MelRpunkte vorhanden.
Abbildung 129 =zeigt eine Fluoreszenzzerfallskurve von Terrylen. Da die
Zeitauflosung der SAPD nur etwa 600 ps betragt (IRF: Instrument response function,
Zeitauflosung der Messung) entspricht die Mel3kurve zu Beginn nicht der erwarteten
Exponentialfunktion. Um dieses Problem zu lI6sen, mul} entweder die Messung mit
der IRF in der Anpassungsroutine entfaltet werden oder, wenn die Zerfallszeit viel
groler als die IRF ist, wird nur der hintere Teil der Mel3kurve ausgewertet. Der
Beginn der Anpassung wird dann mindestens eine Nanosekunde hinter das
Maximum der Kurve gelegt. Fur eine multiexponentielle Anpassung ist in der Regel
die Entfaltung durchzufihren.
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Abbildung 129: Fluoreszenzzerfallskurve eines einzelnen Terrylen Molekils in
PMMA. Die Zeitauflosung der Messung betragt etwa 600 ps.

Messungen an einzelnen Rhodamin 6G Molekulen zeigen eine starke Streuung der
Zerfallszeiten.  Abbildung 130 zeigt drei von sechs erfolgreichen
Lebensdauermessungen.

.hh- einzelne Rhodamin 6G
= in PMMA

norm. Anzahl

Zeit [ng]

Abbildung 130: Starke Streuung der Fluoreszenzzerfallszeiten von Rhodamin 6G in
PMMA.

Der anfangliche Verlauf der Kurven wird zum Teil sehr stark von der IRF gepragt.
Das Licht, das hier detektiert wird, kann von der Ramanstreuung oder von nicht
ausreichender Blockung der FluoreszenZfilter stammen. Der hintere Teil der
MelRkurven kann jedoch gut mit einer Exponentialkurve angepal’t werden. Bei einer
hdoher konzentrierten Probe sind etwa 10 Molekule in konfokalen Volumen
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vorhanden, wodurch die Streuung schon viel geringer wird. Abbildung 131 zeigt wie
sich die Streuung der gemessenen Zerfallszeiten mit der Zahl der gemessenen
Molekule verringert.
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Abbildung 131: Nur bei der Messung einzelner Molekule wird eine sehr starke
Streuung der Fluoreszenzzerfallszeiten beobachtet. Je mehr Molekile gleichzeitig
beobachtet werden, desto naher liegen die Zeiten am Wert fur viele Molekule (4 ns).
Die eingezeichneten Linien wurden nicht berechnet, sondern sollen nur den Trend
verdeutlichen.

Im Grenzfall fur sehr viele Moleklle wird eine Zerfallszeit von 4 ns beobachtet. Der
Literaturwert fir Rhodamin 6G in Wasser betragt 3,9 ns [Eggeling1998b].

Zusammenfassend wird hier deutlich gezeigt, dald die Fluoreszenzlebensdauer
einzelner Molekule im Festkorper sehr stark variieren kann.

4.4.2 Triplett aus Zeitspuren

Dynamische Anderungen der Fluoreszenzintensitat bei langeren Zeiten sind direkt
aus dem Signal der Avalanchephotodiode detektierbar. Dazu wird das konfokale
MeRvolumen genau auf das zu beobachtende einzelne Molekul gesetzt (‘spot -scan')
und der zeitliche Verlauf der Fluoreszenz aufgenommen. Abbildung 132 zeigt eine
derartige Zeitspur, die von einem einzelnen TDI Molekil gemessen wurde.
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Abbildung 132: Fluoreszenzzeitspur von TDI. a) Typischer Verlauf bei ms Auflésung,
b) Hochaufgeldst kann man die Ankunftszeit jedes detektierten Photons bestimmen.
Die An-Aus Dynamik in b) ist auf die Besetzung des Triplettzustandes

zurlckzufiuhren.

Betrachtet man die Zeitspur genauer, so beobachtet man eine An-Aus Dynamik auf
der us Zeitskala. Diese Dynamik kann der Besetzung des Triplettzustandes
zugeordnet werden. Zu beachten ist hierbei, dall das Datenaufkommen dieser
Messung enorm ist. Ein TDI Molekull, das mit einer mittleren Zahlrate von 1 Mio.
detektierten Photonen pro Sekunde 100 Sekunden lange beobachtet wird, produziert
in dieser Zeit 100 Mio. Datenpunkte, die gespeichert und verarbeitet werden mussen.
Um den Triplettzustand zu charakterisieren, wird ein Histogramm uber alle
Photonenabstande berechnet. Dieses Histogramm enthalt zwei charakteristische
Zeiten: Die Triplett-Auszeit, wahrend der das Molekil sich im Triplettzustand befand
und die Poisson-Auszeit, die den mittleren Abstand der Photonen in der Anzeit
aufgrund der Poisson Statistik angibt. Abbildung 133 zeigt ein typisches
Auszeitenhistogramm von TDI bei hoher Anregungsleistung.
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Abbildung 133: Auszeitenhistogramm von TDI bei einer Anregungsleistung von 35 pW.
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An diesem Molekll wurden auch die hochaufgelésten Zeitspuren bei 1/10 und 1/100
der maximalen Anregungsleistung aufgezeichnet. Die Auswertung der Pausenzeiten
ist in Abbildung 134 dargestellt.
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Abbildung 134: Histogramm der Photonenabstande eines einzelnen TDI-Molekuls bei
drei verschiedenen Anregungsleistungen. Die Daten werden zur Analyse der
Poisson- und Auszeiten mit zwei Exponentialfunktionen angepalit.

Zur Analyse der Poisson- und Auszeiten werden die Histogramme mit
biexponentiellen Kurven angepaldt. Bei den hohen Anregungsleistungen liegen die
beiden Zeiten noch weit auseinander und kdénnen daher sehr gut getrennt werden.
Bei der geringsten Anregungsleistung liegen die Zeiten nur noch eine
Grollenordnung auseinander und kdnnen daher gerade noch getrennt werden.

Etwas schwieriger und ungenauer ist die Analyse der An-Phasen des Molekuls. Hier
wird ausgehend von der zuvor bestimmten Poissonzeit ein Schwellenwert gesetzt,
unterhalb dem sich das Molekul standig in seinem An-Zustand befindet. In der Praxis
hat sich dafur die 4fache Poissonzeit bewahrt, um mit hoher Sicherheit die nachste
Auszeit zu erkennen. Abbildung 135 zeigt das Histogramm der mit diesem Kriterium
bestimmten An-Phasen.
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Abbildung 135: Histogramm der Anzeiten eines TDI-Molekls bei drei verschiedenen
Anregungsleistungen.

Durch eine exponentielle Anpassung der Histogramme wird die mittlere Anzeit bei
der entsprechenden Anregungsleistung bestimmt.

Zwischen den gemessenen Zeiten und den realen An- und Auszustanden des
Molekuls ist ein geringer Unterschied, der in Abbildung 136 skizziert wird, zu
berucksichtigen.
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Detektiert: l*\” | |e— Auszeit —¥ || |
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Abbildung 136: Skizze der Zeitspuren des Molekuls und der detektierten Photonen. Zu
beachten ist z.B., dal’ die Auszeit nicht exakt t3; entspricht.

Nachdem das letzte Photon einer Anphase detektiert wird, ist das Molekul noch
einige Zeit im An-Zustand. Diese Zeitverschiebung entspricht genau einer halben
Poissonzeit. Bei der Bestimmung der t3-Zeit mul3 daher von der gemessenen
Auszeit noch die Poissonzeit abgezogen werden. Ebenso mul® zur gemessenen
Anzeit eine Poissonzeit addiert werden. Die so bestimmten t31 Zeiten sind in
Abbildung 137 oben dargestellt.
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Abbildung 137: Leistungsabhangige Bestimmung der Triplettlebensdauer (oben) und
der detektierten Photonenzahl bis zum Triplettibergang (unten) eines TDI-Molekiils.

Man kann hier erkennen, dal® dabei die Triplettlebensdauer nicht wie erwartet
konstant bleibt (ks; ~ 10°). Bei hoheren Anregungsleistungen sinkt die
Triplettlebensdauer etwas ab. Vermutlich gibt es einen lichtabhangigen Weg vom
Triplettsystem zurlick zum Singulettsystem. Dieser Prozel3 konnte Uber einen
hdheren Triplettzustand (T1 - Ty - Sq) erfolgen [English2000] [Fleury2000]. Aus der
Poissonzeit und der mittleren Anzeit kann schliellich noch die mittlere detektierte
Photonenzahl bis zum Triplettibergang bestimmt werden (siehe Abbildung 137
unten). Berucksichtigt man zusatzlich noch die Detektionseffizienz des Mikroskops
von etwa 3%, so kann die Anzahl der Sp-S4 Photocyclen zu ~700 abgeschatzt
werden. Bei einer abgeschatzten Fluoreszenzlebensdauer von 3,5 ns ergibt sich hier
eine Intersystemcrossingrate von ko3 = 4 10° s™. Im Vergleich zu den im néchsten
Kapitel mittels FCS bestimmten Raten besitzt das hier untersuchte Molekiil
ungewodhnlich hohe Triplettraten.

4.4.3 Triplett aus FCS

Eine drastische Reduzierung der Datenmenge wird mit einer statistischen Analyse
der Intensitatsfluktuationen Uber die gesamte Melizeit erreicht. Dazu wird die
Autokorrelationsfunktion aus dem Fluoreszenzsignal berechnet (Fluorescence
correlation spektroscopy - FCS). Eine Computerkarte (ALV5000) kann direkt aus
dem elektrischen Signal der SAPD die Korrelationsfunktion berechnen. Bei der
Berechnung der Autokorrelationsfunktion geht jedoch die Information, zu welchem
Zeitpunkt eine Intensitatsanderung stattfand, verloren d.h. die Dynamik in der
Dynamik. Zur Analyse von Triplettraten und Diffusionskonstanten ist die Fluoreszenz-
korrelationsanalyse jedoch sehr gut geeignet.
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Als Modellsystem fur eine Untersuchung des Triplettzustandes wurde wiederum TDI
in PMMA ausgewahlt. Die Probe wurde an der Luft versiegelt und enthalt daher
sicher Sauerstoff, der den Triplettzustand quenschen kann. Jedoch wurden auch an
einer mit Stickstoff gespullten Probe keine Unterschiede festgestellt. Bei der
Untersuchung der Photostabilitat des Farbstoffes wurden Gber 40 Messungen an
immobilisierten Molekulen durchgefuhrt, die gleichzeitig die Autokorrelationsfunktion
enthielten. Ein Beispiel dieser Messungen ist in Abbildung 138 dargestellit.
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Abbildung 138: Intensitatsverlauf und Fluoreszenzautokorrelationsfunktion eines
einzelnen immobilisierten TDI-Molekdils.

Die Auswertung der FCS Daten erfolgt mit der in Kapitel 2.6.2.2.2 beschriebenen
Methode. Aus dem Kontrast und der Zerfallsrate kann dabei direkt die
Triplettzerfallsrate k31 berechnet werden (siehe Formel (56) ). Abbildung 139 zeigt,
daR mindestens zwei verschiedene Raten k31 auftreten koénnen (16000 s und
28000 s™'). Obwohl von etwa 10 Molekiilen mehrere Messungen vorliegen, konnte in
keinem Fall ein Wechsel zwischen beiden Raten gefunden werden. Da es sich aber
um identische chemische Verbindungen handelt, mul3 wohl das umgebene Polymer
mindestens zwei verschieden Einbaulagen oder Konformationen zur Verfigung
stellen.
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Abbildung 139: Histogramm von TDI Triplettzerfallsraten in PMMA. Mindestens zwei
verschiedene mittlere Raten (16000 s und 28000 s”') werden gefunden. Zwei
entsprechende Gauldverteilungen kdnnen gut an die Raten angepaldt werden.

Auch die Intersystemcrossing Rate K23 kann aus den FCS Daten erhalten werden.
Um einen absoluten Wert zu erhalten, ist jedoch eine Abschatzung der
Anregungsrate notig, die hier als das 30 fache der Detektionsrate, die fur jedes
Molekul mitgemessen wurde, abgeschatzt wird (siehe Kapitel 2.6.2.2.2). Ein grober
Fehler in dieser Abschatzung verandert zwar den absoluten Wert, nicht aber die
relative Verteilung der ermittelten k23 Raten. Abbildung 140 zeigt, dal® hier nur eine

breite Verteilung von Raten gefunden wird, bei der keine Heterogenitat aufgelost
werden kann.
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Abbildung 140: Histogramm von TDI Intersystemcrossingraten k23 in PMMA.
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Neben der Triplettdynamik und dem irreversiblen Photobleichen konnte bei diesen
Messungen keine andere Intensitatsdynamik an TDI in PMMA beobachtet werden.
Dies ist insbesondere deshalb verwunderlich, als bei den in Kapitel 4.8.2
gemessenen Spektren im Abstand von wenigen ms durchaus Anderungen
beobachtet wurden. Entweder sind die iber die Spektren beobachteten Anderungen
nicht oder nur schwach mit einer Intensitatsanderungen verbunden oder sie sind zu
selten und unregelmalig, als dalk sie mit FCS detektiert werden konnten.

Es konnte die Vermutung aufkommen, dal diejenigen Farbstoffmolekile besonders
photostabil sind, die selten den Triplettzustand besetzten (niedrige k23 Rate) oder
schnell bzw. langsam wieder aus dem Triplett zerfallen. Wie aber aus der Korrelation
in Abbildung 141 hervorgeht, wurde kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der
Photostabilitat und den verschiedenen Triplettraten gefunden. Auch zwischen den
Triplettraten k23 und k31 wird keine Korrelation gefunden.
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Abbildung 141: Keine Abhangigkeit zwischen Photostabilitat und Triplettraten k31
und k23 der einzelnen TDI Molekile. Die gefundenen mittleren Raten sind als
horizontale Linie eingezeichnet.

Neben dem Molekul TDI wurden die Triplettraten auch an Cy5 und Oxazin 1 in
PMMA bestimmt. Folgende Tabelle gibt eine kurze Zusammenfassung der
Ergebnisse:

Farbstoff in PMMAk31 k23
Cy5 24000 s 54000 s™
Oxazin 1 26000 s™'[70000 s™

4.4.3.1 Oxazin 170 in ALPO,4-5

An den zeolithgekapselten Farbstoffen ist eine Messung an einem in AIPO4-5
eingelagerten Oxazin 170 Molekdl durchgeflhrt worden, das eine ungewdhnlich
hohe Photostabilitat besald. Entgegen dem schnellen Photobleichen der anderen
gemessenen Oxazin 170 Molekile (ca. 100 Stick) in wenigen Sekunden, konnten an
diesem Molekul Uber 20 Minuten Experimente durchgefuhrt werden, bis es verschied.
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Abbildung 142 zeigt die leistungsabhangigen FCS Kurven aus denen sich die
Triplettraten sehr gut bestimmen lassen.
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Abbildung 142: FCS Kurven von Oxazin 1 in AIPO4-5. An diesem ungewohnlich
photostabilen Molektl konnten die Triplettraten sehr genau bestimmt werden (k31 =
400 +10 s™', k23 = 14000 +3000 s™).

Die Auswertung wurde wie in Kapitel 2.6.2.2.2 beschrieben durchgefuhrt. Die fur die
Bestimmung von k23 noétige Anregungsrate w kann aus den leistungsabhangigen
Messungen gewonnen werden. Hier ergibt sich eine Anregungsrate von 2.1 +0.4 +10°
pro yW Anregungslicht. Eine Bestimmung aus den molekularen Daten mit Formel
(61) mit o(633nm) = 2,4+10% m?, NA = 1.3) ergibt einen ahnlichen Werte von 2.2 +1
*10° pro yW Anregungslicht. Auffallend ist die relativ geringe Triplettrate k31 von 400
s™'. Dies deutet darauf hin, daR kein Triplettquenscher wie z.B. Sauerstoff in der
Nahe das Farbstoffs vorhanden ist. Da der in PMMA eingebettete AIPO4-5 Kristall
aber an Luft gemessen wurde, mul} der Farbstoff vermutlich in einer Sauerstofffreien
und diffusionsdichten Stelle im Kristall gelegen haben. Diese Stellen sind aber wohl
sehr selten, da von etwa 100 untersuchten Molekulen nur eines dieses extrem
photostabile Verhalten zeigte.

444 Bleichen

Durch das abrupte Ende einer Fluoreszenzspur besitzt jedes Farbstoffmolekul eine
irreversible Bleichrate kg. Diese Bleichrate beschreibt den Weg vom angeregten
Zustand in den geblichenen Zustand. Auch wenn schon von einigen
Farbstoffmolekiilen 10'® Photozyklen beobachtet wurden, irgendwann konnte bisher
jedes untersuchte Molekul geblichen werden. Die Beobachtung des abrupten
Bleichens ist unbedingt am Ende jeder Messung noétig, da dies oft die einzige
Mdglichkeit ist, irrtimliche MeRdaten von zwei oder mehreren Molekllen
auszuschlief3en. Die Bleichspur eines sehr hellen TDI Molekuls ist in Abbildung 143
abgebildet.
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Abbildung 143: Abruptes Bleichen eines einzelnen TDI Farbstoffmolekils mit einer
Detektionsrate von ~1,8 MHz nach ca. 40 s. Von diesem Molekul wurden etwa 70
Mio. Fluoreszenzphotonen detektiert.

Die gezielte Untersuchung von Bleichraten der Farbstoffmolekile ist ein aufwendiges
Verfahren, so dal} es hier nur fir wenige Farbstoffe durchgeflihrt wurde. Nur an TDI
in PMMA Filmen wurden bisher die detektierten Photonen von dber 80 Molekulen
gemessen. Abbildung 144 zeigt die sortierte Darstellung dieser detektierten
Photozyklen. Die durchschnittlich detektierte Photonenzahl betragt demnach 6+10°
detektierte Ereignisse. Ein monoexponentielles Zerfallsgesetz, wie es flr eine
Reaktion 1. Ordnung erwartet wird, und dessen Zerfallsrate der normalen
Durchschnittsbildung entspricht, kann den gemessenen Kurvenverlauf aber nur
unzureichend beschreiben. Ein zweifach exponentieller Ansatz, der zwei etwa gleich
grolde Populationen erfordert, kann die MeRwerte besser erklaren. Demnach kénnen
von der instabileren Population ~ 3.6 «10” und von der langlebigeren sogar rund 10°
detektiere Photonen erwartet werden.
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Abbildung 144: Photostabilitat von 84 TDI Molekulen in PMMA. Die Auftragung der
nach der GroRRe sortierten Werte ist proportional zur Wahrscheinlichkeit ein Molekil
nach der detektierten Photonenzahl anzutreffen. Eine statistischer Zerfall gleicher
Molekile wirde zu einer exponentiellen Zerfallskurve (gestrichelte Linie) flhren.
Vermutlich sind jedoch zwei Populationen vorhanden, die mit einer zweifachen
Exponentialfunktion angepaldt werden (durchgezogene Linie).

Berucksichtigt man die Detektionseffizienz der MelRapparatur von ~ 3 % so emittiert
der Farbstoff im Durchschnitt ~2+0,3 «10'® Photonen. Bisher ist kein anderes
Farbstoff / Polymer -System bekannt, in dem mehr Photozyklen detektiert werden
konnten. Die Probe ist so photostabil, da® sie sogar fur Justage- und Eichzwecke
eingesetzt werden kann.

Von anderen Farbstoffen sind nur wenige Mel3werte vorhanden, so dal® auf eine
Populationsanalyse verzichtet wurde. Die folgende Tabelle enthalt die
durchschnittlichen detektierten Photonenzahlen verschiedener Proben.

Probe Anzahl der |durchschnittliche |Standardfehler
Molekiile detektierte
Photonenzahl
Oxazin 4 /| PMMA 17 713 294 +526 385
Nilblau / PMMA 15 308 000 +72 217
Rhodamin 700 / PMMA 21 57 904 +18 037
Oxazin 1/ PMMA 34 1,26 Mio. 10,54 Mio.

Zum Vergleich wurden diese Werte auch in die Liste der Photostabilitdten von
Farbstoffen in Abbildung 54 eingetragen.
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445 Blinken

Einige Farbstoffe weisen neben der Triplettdynamik auch andere Dunkelzustande
auf, Uber deren Ursache bisher noch relativ wenig bekannt ist [Lu1997] [Panzer1998]
[Widengren2000] [Jung2001] [Christ2001] [Koberling2001]. Sehr langsames Blinken
kann in einer Bilderserie beobachtet werden. Ein Ausschnitt aus einem Bild einer
Bilderserie ist in Abbildung 145 dargestellt.

o 030

Abbildung 145: Blinken eines einzelnen Oxazin 1 Molekuls. Der Kreis markiert ein
einzelnes Molekul, das mehrmals an- und ausgeht. Der Zeitabstand der Bilder
betragt 10 s.

Das mit einem Kreis markierte Oxazin 1 Molekul befand sich zweimal fiir etwa 40
Sekunden in einem reversiblen Dunkelzustand.

In den pordsen Festkorpern zeigt besonders der Farbstoff Cy5 ein ausgepragtes
Blinkverhalten im Sekundenbereich. Untersuchungen an Cy5 in Lésung zeigen eine
cis-trans-lIsomerisierung im ps Bereich [Widengren2000]. In Abbildung 146 sind zwei
charakteristische Zeitspuren von Cy5 Molekulen in MCM-41 dargestellt.
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Abbildung 146: Zwei Zeitspuren von einzelnen Cy5 Molekulen in MCM-41.
hex =633 nm, | = 3,5 yW.

In dieser Probe sind die etwa 2,3 nm hohen Cy5 Molekule kovalent an die innere
Porenwand der etwa 2,5 nm groflen Pore angebunden worden. Vermutlich wird

dadurch die Beweglichkeit der Molekule so stark eingeschrankt, dal® sich die
Geschwindigkeit der cis-trans-lsomerisierung in den Sekundenbereich verschiebt.

4.4.6 Diffusion

Neben der internen Dynamik von Farbstoffmolekilen kann auch durch die Diffusion
von beweglichen Molekllen eine Intensitatsanderung der Fluoreszenz auftreten. Die
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Aufklarung von Diffusionsprozessen kann mit verschiedenen Methoden erreicht
werden (siehe Kapitel 2.4.3).

Sind nur noch wenige Farbstoffmolekile in der Probe vorhanden, kénnen langsame
Diffusionsprozesse Uber die Aufnahme von Bilderserien, die eine Verfolgung der
Molekulposition ermdglicht ('single molecule traceing'), beobachtet werden.
Schnellere Diffusionsprozesse werden Uuber die Analyse von Fluoreszenz-
korrelationsfunktionen charakterisiert. Die maximale Diffusionsgeschwindigkeit, die
noch uber die Aufnahme von konfokalen Bildern abgebildet werden kann, liegt im
Bereich von 10 pm?s™' (sieche Kapitel 2.4.3). Bei freier Diffusion von kleinen
Farbstoffmolekulen in Wasser oder anderen niedrig viskosen Losungsmitteln liegen
die Diffusionskonstanten aber im Bereich von 100 ym?s™. FCS ist daher das ideale
Mittel die Diffusionskonstanten von schneller Diffusion zu bestimmen. Abbildung 147
zeigt die FCS Kurve einer stark verdinnten Losung von TDI in CHCIs;. Der
Kurvenverlauf eines Diffusionsprozesses in einer FCS Melikurve wird nicht wie die
interne Dynamik mit einer Exponentialfunktion, sondern mit einer rationalen Funktion
der Form 1/(1+t) beschrieben.

1,6 T T T Irra T T T TITrT]
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Abbildung 147: FCS-Kurve einer freien Diffusion von TDI in CHCIs. D = 90 um2s™.

Die Auswertung der FCS- Diffusionskurven erfolgt gemafd der in Kapitel 2.6.2.2.1
beschriebenen Methode mit der Gleichung (49) . Nach dieser Methode erhalt man fur
TDI in CHCI; die Diffusionskonstante D = 90 pm?s™.

4.4.7 TDI Monolith

Relativ langsame Diffusion kann in mesostrukturiertem M41S Materialien beobachtet
werden. In dieser Probe die einen Flussigkristall als Templat enthalt, der die
hexagonale Porenstruktur bestimmt, wurde wahrend der Synthese der Farbstoff TDI
eingelagert. Von diesem Material kbnnen Zentimeter grolRe homogene Monolithe
erhalten werden (siehe Kapitel 3.2.4), in denen einzelne TDI Farbstoffmolekule
detektiert werden kdnnen (siehe Kapitel 4.3.2.3). Bei einer schnellen Aufnahme einer
Bilderserie kann die Bewegung der einzelnen TDI Molekule beobachtete werden.
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Abbildung 148 zeigt den Ausschnitt aus einem typischen konfokalen Fluoreszenzbild
an dieser Probe.

Abbildung 148: Einzelnes diffundierendes TDI Molekil in einem mesopordsen M41S
Wirt. In den drei aufeinanderfolgend im Zeitabstand von 4,08 s aufgenommen Bildern
diffundiert das obere Molekul, wahrend das untere Molekul unverandert bleibt.

Im ersten Bild (links) wurden die Position von zwei Moleklilen mit einem Kreis
markiert. Das untere der beiden Molekile bleibt im Verlauf der beiden folgenden
Bilder an seiner Position, wahrend sich das obere Molekll fortbewegt. Um den
Verlauf der Bewegung besser sichtbar zu machen, wurden die alten
Molekulpositionen in den darauf folgenden Bildern mit eingezeichnet. Auf diesem
Weg kann die Diffusionsbewegung des Molekiils als zweidimensionale Projektion der
Trajektorie dargestellt werden. Eine solche Trajektorie ist in Abbildung 149
dargestellt.
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Abbildung 149: Rekonstruierte Trajektorie eines einzelnen TDI Molekuls in einem
M41S Monolith. 19 Positionen mit einem Zeitabstand von 4,08 s konnten an diesem
Molekul bestimmt werden.

Es kann hier keine Orientierung der Diffusion beobachtet werden, obwohl die Probe
aus einer hexagonalen Anordnung von eindimensionalen Kanalen besteht. Dies
bedeutet, dal} die Poren auf einer Lange von unter ~ 100 nm eine Krimmung
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aufweisen mussen. Bildlich kann man sich dies mit einer Portion verknaulter
Spaghetti vorstellen, die im Nahbereich eine regelmallige Packung von
eindimensionalen Strangen besitzen, in der GroRe des Tellers jedoch keine
eindimensionale Ordnung mehr besitzen. Es kann keine Anisotropie der Probe im
Rahmen des Lokalisierungsgenauigkeit von etwa 100 nm beobachtet werden. Daher
kann nur eine makroskopische Diffusionskonstante Dy fur die beobachtete isotrope
Diffusion bestimmt werden. Unterhalb von etwa 100 nm kann diese in eine
eindimensionale mikroskopische Diffusionskonstante Ubergehen. Aufgrund der
Theorie der Diffusion ist die mittlere quadratische Diffusionslange proportional zur
Zeit (siehe Kapitel 2.4.1). Wenn, wie hier der Fall, nur die zweidimensionale
Projektion der Bewegung beobachtet wird, ist der Proportionalitatsfaktor die vierfache
Diffusionskonstante (siehe Gleichung (4)).

Um die mittlere quadratische Diffusionslange fur alle verfligbaren Zeitabstande zu
berechen, werden aus allen Trajektorien die Diffusionslangen r extrahiert. Fur einen
Zeitabstand werden nun die ermittelten r-Werte nach fallender Grofe sortiert und
numeriert. Die Nummer der sortierten Werte wird nun gegen ihren quadrierten r-Wert
angetragen. Abbildung 150 zeigt dieses Diagramm fur einen Zeitabstand von 12 s.

500 . A
1 N = Al%exp(-ri/<r,">) + A2%exp(-r'/<r,”>) |
4004 A1l 33 1 .
z . <r’> 0.012 #0.001 pm’ 1
& 3004 A2 486.1 +0.4 -
5 <>  1.741 £0.003 ym’
E
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Abbildung 150: Beispiel fur die Berechnung der mittleren quadratischen
Diffusionslange <r*> aus den Trajektorien. Fur einen Zeitabstand von 12 s wird eine
mittlere quadratischen Diffusionslange von 1,71 ym? gefunden. Eine zweite
Komponente besitzt eine mittlere quadratische Diffusionslange von 0,012 um?

Das Diagramm kann als die Wahrscheinlichkeitsdichte ein Molekiil im Abstand r?
anzutreffen interpretiert werden. Diesen Zusammenhang stellt auch die
Gaulverteilung in Gleichung (6) her. Daher kann durch Anpassen einer Kurve nach
Gleichung (91) die mittlere quadratischen Diffusionslange <r*> ermittelt werden.

N=d4-e"" (91)
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Treten mehrere verschieden Diffusionsprozesse auf, so kdnnen diese durch eine
Uberlagerung mehrerer Kurven nach Gleichung (91) getrennt, bestimmt werden. Wie
aus Abbildung 148 zu sehen war, sind in der Probe einige nicht oder nur extrem
langsam diffundierende Molekile vorhanden. Die Diffusionslangen, die fur diese
Molekule bestimmt werden, liegen im Bereich der Genauigkeit der
Positionsbestimmung von 100 nm. Da es sich hierbei nur um einen kleinen Anteil an
der Gesamtzahl der untersuchten Molekule handelt, sind fur kurze Zeiten nur sehr
wenige Daten vorhanden (etwa die Ereignisse zwischen 490 und 520 in Abbildung
150). Bei langen Zeiten, bei der die meisten beweglichen Molekile schon aus der
Fokalebene der Bilder diffundiert sind, werden die Daten der immobilen Molekule
deutlich sichtbar. Abbildung 151 zeigt ein Beispiel fur die Ermittlung der mittleren
quadratischen Diffusionslange mit einem Zeitabstand von 61 s.

Auftreten N

r* [um’]

Abbildung 151: Beispiel fiir die Berechnung von <r*> fiir sehr lange Zeitabstdnde.
Hier sind die beiden Populationen deutlich sichtbar. Die kurzen <r>> = 0,014 um?
Abstande entsprechen der Lokalisierungsgenauigkeit der immobilen Molekdle.

Der kleinere ermittelte Wert von <r>> = 0,014 pm2 mufl} hier als maximale
Obergrenze fir eine moglicherweise vorhandene Restbewegung der immobilen
Molekule verstanden werden. Fur ein wirklich immobiles Verhalten sprechen auch die
Winkelbestimmungen von Kapitel 4.6.7. In diesem Fall kann der Fehler in der
Bestimmung der Molekulposition zu: Ar = 120 nm berechnet werden. Dieser relativ
grol3e Fehler liegt vermutlich an der manuellen Bestimmung der Molekulpositionen
(siehe Programm im Anhang 8.5.2.4). Insbesondere wird dabei keine
zweidimensionale Gaul3funktion an die MeRwerte angepaldt wie in Kapitel 4.3.1.2.

Nachdem fiir alle Zeitabstéande die <r>> Langen berechnet sind, kénnen diese gegen
den Zeitabstand angetragen werden (siehe Abbildung 152). Eine nach den Fehlern
der MefRpunkte gewichtete lineare Anpassung ergibt nach Gleichung £4) eine
makroskopische Diffusionskonstante der TDI Molekiile von Dy = 3.72 10 pm?s™.
Eine Abweichung vom linearen Verhalten, die bei anormaler Diffusion auftritt, wird
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nicht beobachtet. Die maximal mdgliche Diffusionskonstante der stationaren
Population liegt unter 10* pm?s™.

D, <1.0%0.1*10" ym®s

0 10 20 30 40 50 60
time [s]

Abbildung 152: Lineare Zeitabhangigkeit der mittleren quadratischen Diffusionslange
<r?>. Die runden Punkte geben die immobile Fraktion an. 1/4 der Steigung entspricht
nach Gleichung (4) der Diffusionskonstante.

Eine andere Probe wurde in CHCI; eingebettet. Das Losungsmittel dient hier zum
einen zur Anpassung des Brechungsindex, und zum anderen zur Nachbelegung mit
weiteren TDI-Molekllen. Es scheint, dal} einige Monate nach der Synthese die
Konzentration der TDI-Molekule in der Probe abnimmt. Es wird hier gezeigt, dal}
CHCIs in die Porenstruktur eindiffundiert und dadurch dort zu einer verlangsamten
Diffusion fuhrt. Ausgewertet wurde hier eine Bilderserie mit 500 Bildern, die im
Zeitabstand von 0,58 s aufgenommen wurden. Aus den quadrierten Diffusionslangen
der Trajektorien werden, wie zuvor beschrieben, die mittleren quadratischen
Diffusionslangen <r*> bestimmt. Abbildung 153 =zeigt diese Analyse fur einen
Zeitabstand von 2,3 s (4 Bilder).
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Abbildung 153: Beispiel fir die Berechnung der mittleren quadratischen
Diffusionslange <r>> aus den Trajektorien. Es werden drei quadratische
Diffusionslangen (durchgezogene Linie) gefunden, da die Anpassung mit zwei
Exponentialfunktionen (gestrichelt) die Mel3werte nur schlecht beschreibt.

Eine Anpassung mit zwei Exponentialfunktionen nach Gleichung (91) kann die
MefRpunkte nur schlecht beschreiben. Daher werden bei dieser Probe drei
Diffusionsprozesse angenommen. Um den Diffusionsverlauf zu charakterisieren,
werden die ermittelten <r?> Langen wieder gegen die Zeitabstdnde angetragen
(siehe Abbildung 154).
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Abbildung 154: Lineare Zeitabhangigkeit der mittleren quadratischen
Diffusionslangen <r?>. Die runden Punkte geben die immobile Fraktion an. 1/4 der
Steigung ist nach Gleichung (4) die Diffusionskonstante D.
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Die lineare Zeitabhangigkeit ist bei dieser Probe nicht so gut ausgepragt, da die
Abhéngigkeit der verschiedenen <r>> Werte aufgrund der triexponentiellen
Anpassung groler ist. Auch in dieser Probe kann der langsamste Prozel3 mit
Dimm < 10* pum?s™ einer Fraktion von unbeweglichen Molekiilen zugeschrieben
werden. Der schnellste Diffusionsproze® mit D = 4,3 102 pum?s’ pafit vom
Zahlenwert gut zu dem zuvor bestimmten Wert von Dy = 3.72 10 ym?s™ von der in
Polymer eingebetteten Probe. Somit tritt durch die Anwesenheit von CHCI; eine
zusatzliche langsame Diffusion mit D = 6,1 10° um?s™ auf. Ob die beiden mobilen
Diffusionsprozesse strickt getrennt sind oder ob es Molekile gibt, die
zwischenzeitlich wechseln, konnte bisher nicht eindeutig geklart werden. Eine
entsprechende Analyse der quadratischen Diffusionslangen mit einer 'stretched'
Exponentialfunktion in Abbildung 153 paldt nur geringfugig schlechter zu den
MeRwerten.

4.4.8 TDI Flussigkristall

Die Farbstoffmolekule diffundieren in den M41S Monolithen in den mizellaren
Strukturen des Flussigkristalls der die Porenstruktur bestimmt. Um den Einflu} der
Porenstruktur auf die Diffusion zu untersuchen, wird hexagonale Phase des
Flassigkristalls aus gleichen Teilen des Tensids OMO und Wasser hergestellt. Dabei
stellt sich heraus, dal} in dieser Phase die Diffusion der einzelnen TDI Molekdule viel
schneller ist als in der silikalisierten Monolithprobe. Aufgrund der hohen
Diffusionsgeschwindigkeit ist es nicht mdglich Bilderserien aufzuzeichnen, aus denen
sich Diffusionstrajektorien ableiten lassen. Es kann jedoch eine eindimensionale
Diffusion detektiert werden. Abbildung 155 zeigt ein sehr schnell gerastertes
konfokales Fluoreszenzbild der Probe.

G Eén l._ %
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Abbildung 155: Eindimensionale Diffusion von TDI in der hexagonalen Phase des
OMO Flussigkristalls. Bildgroften 20x20um. Aufnahmezeiten 2 s. Die schnelle
Rasterrichtung der Probe ist in a) horizontal und in b) nahezu vertikal (87°). Die
vergroRerten Ausschnitte zeigen ein typisches Signal eines einzelnen TDI Molekdils
mit Pfeilen von der schnellen Scanrichtung und der Diffusionsrichtung.
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Im linken Bild sind schwache Strukturen zu sehen, die sich fast vertikal Uber das Bild
erstrecken. Nun mul} bei der Interpretation des Bildes berucksichtigt werden, daf}
das konfokale Bild gerastert aufgenommen wird. Dabei erfolgt die schnelle Aufnahme
entlang einer Zeile von links nach rechts mit dem Pixeltakt (hier 30 ys) und die
langsamere Aufnahme der verschiedenen Zeilen von oben nach unten mit der
Zeilenrate (hier 7,8 ms). Diffundiert nun ein einzelnes Molekul langsam genug durch
das Bild, so dal® es noch bei der Aufnahme einer Zeile vollstandig detektiert wird,
aber so schnell, dal3 es in der nachsten aufgenommenen Zeile nicht mehr vorhanden
ist, so entsteht ein einzelner kurzer horizontaler Strich im Bild. Dies ist nicht
ungewoOhnlich und wird, bei der Aufnahme von gerasterten Bildern, in allen schnell
diffundierenden Systemen beobachtet. Die Lange des horizontalen Striches von etwa
4 Bildpunkten entspricht dem konfokalen Aufldsungsvermogen von etwa 300 nm. Die
vertikalen Strukturen im Abbildung 155 a lassen jedoch eine bevorzugte
Diffusionsrichtung vermuten. Eine Drehung der gesamten Bildaufnahme um fast 90°
fihrt zu einen total verschiedenen Muster. Nun werden die Bildpunkte von unten
nach oben und die verschiedenen Zeilen von links nach rechts aufgenommen. Ein
vertikal diffundierendes Molekll wird diesmal in mehreren Zeilen detektiert. Das
detektierte Signal in verschiedenen Zeilen ist jedoch durch die erfolgte Diffusion nach
oben oder unten versetzt. Durch eine Abschatzung des Versatzes von etwa 2 Pixeln
(156 nm) pro Zeile, die 0,078 s spater detektiert wird, kann nach der
eindimensionalen Diffusionsgleichung (3) eine Diffusionskonstante von 1,6 pm?%s
abgeschatzt werden.

Fur eine genauere Bestimmung der Diffusionskonstante wurde die flissigkristalline
Phase mittels FCS untersucht. Die Gleichung (50) der Autokorrelationsfunktion fur
eindimensionale Diffusion senkrecht zur optischen Achse ist in Kapitel 2.6.2.2.1
beschrieben.

Abbildung 156 zeigt die gemessenen Werte mit den jeweiligen Anpassungen nach
dem drei- zwei- und eindimensionalen Modell.
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Abbildung 156: Anpassung der gemessenen FCS-Daten mit dem eindimensionalen
(dick) und zwei bzw. dreidimensionalen (diinn) Modell.
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Die dicke Linie des eindimensionalen Diffusionsmodells nach Gleichung (50) kann
die Meldaten eindeutig am Besten erklaren. Die ermittelte eindimensionale
Diffusionskonstante von Dip ¢ = 2.07+- 0,03 ym?/s (mit w = 150 nm) steht mit der
Abschéatzung aus den konfokalen Bildern in guter Ubereinstimmung.

4.4.9 Vergleich der Diffusion Monolith / Flussigkristall

Vergleicht man die Diffusionskonstanten von TDI in den verschiedenen
Umgebungen: CHCIs: 90 um?s™, fliissigkristalline Phase: 2.07um?s™, fliissigkristalline
Phase mit Silikatwanden: 0,0372 um?s™, so wird in dieser Reihenfolge die Diffusion
bei jedem Schritt drastisch verringert. Der Ubergang von Chloroform zum
Flussigkristall kann gut mit einer hoheren Viskositat des Flussigkristalls erklart
werden. Die uber 50 fache Verlangsamung durch die Bildung der Silikatwande um
die Mizellen kann durch zwei Effekte erklart werden. Zum einen schrumpft der
Durchmesser der Mizellen durch die Bildung der Silikatstruktur um etwa 5% wie
durch Rontgenstrukturuntersuchungen gezeigt wurde [Attard1995]. Diese massivere
Packung konnte die Diffusion erschweren. Zum anderen entsteht durch die starke
Verkrummung der Poren, wie sie in der silikalisierten Probe gefunden wird, ein
langerer Diffusionsweg. Da der exakte Diffusionsweg bei der Messung der
Trajektorien vermutlich nicht aufgeldst wird, kann hier nur die makroskopische
Diffusionskonstante bestimmt werden. Ist aber die eigentliche Weglange, um z.B.
100 nm im mesoporosen Festkorper zurickzulegen, aufgrund der verdrehten Poren
700 nm lang, so wirde sich bei Messungen im Mal3stab von tber 100 nm genau die
hier beobachte 50 fach verkleinerte makroskopische Diffusionskonstante finden.
(700%/100% =49). Vermutlich ist eine Mischung beider Effekte fir die verringerte
Diffusionskonstante verantwortlich.

4410 Schmelzen von Octadecan mit TDI

Ziel dieses Versuches ist es einzelne TDI-Molekule beim Schmelzen der Umgebung
zu beobachten. Dafiir wird eine ~10"? molare Probe von TDI in Octadecan
hergestellt. Der Schmelzpunkt von Octadecan liegt mit 28°C knapp Uber
Raumtemperatur. Zum Regulieren der Temperatur wird ein Peltierelement
verwendet, das mit Silikon auf den Objekttrager geklebt wird [Knérr2000]. Durch ein
Loch im Peltierelement wird Temperatur nahe an der Probe gemessen. Aufgrund des
hohen Warmekontakts Uber das Immersionsdl zwischen Probe und dem
Mikroskopobjektiv kann die Temperatur aber nur auf +2°C bestimmt werden. Zur
Messung wird die Probe ausgehend von 10°C langsam zum Schmelzen erhitzt. Bis
zum Schmelzen bei ~29°C sind die Positionen der Molekule bis auf eine Ausnahme
stabil. Danach ist die Diffusion der Molekule so schnell, dal} anstatt der runden
Punkte nur kurze Striche in konfokalen Bild detektiert werden. Abbildung 157 zeigt
das Bild wahrend dem Schmelzvorgang. Nach dem Kuhlen auf ca. 28°C wird die
Probe wieder fest, so dal wieder unbewegliche TDI Molekule beobachtet werden.
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Abbildung 157: Einzelmolekulbilder von TDI wahrend dem Schmelzen der Octadecan
Umgebung. Im letzen Bild vor dem Schmelzen (links) sind die Molekule noch deutlich
erkennbar. Nach dem Schmelzen (rechts, im oberen viertel) diffundieren die
Molekule sehr schnell und kdnnen daher nicht lokalisiert werden.

Ein einziges Molekil zeigte Diffusion im festen Octadecan bei 10 bis 15°C. Abbildung
158 zeigt das Erste und das Letzte von 10 Bildern, in denen dieses diffundierende
Molekul beobachtet wird.

i +80 s
il = %
<t " E:
% o Til a
i ; . /)
= "o ] :
L - S ci
1"‘_& i ‘: - ‘._u't 5 : - i?
% iz s
% &
o=t h e 1 = o a
P =f

Abbildung 158: Diffundierendes TDI-Molekul im festen Octadecan. Der Pfeil
entspricht etwa dem Diffusionsweg. Zwischen den ersten Bild (links) und dem letzten
Bild (rechts) liegen zehn weitere Bilder im Abstand von 8 s. Bildgrofze 10um.

Aufgrund der gleichzeitigen Erwarmung der Probe driftet das gesamte Bildfeld etwas
nach rechts. Wird diese Drift aus den unbeweglichen Molekulen bestimmt, kann
dennoch die Trajektorie des diffundierenden Molekills ermittelt werden (siehe
Abbildung 159). Auffallig ist die gerade Form der Trajektorie.

In der festen Hexadekan Probe kann somit ein viskoser Bereich nachgewiesen
werden, in dem ein einzelnes TDI-Molekul diffundieren kann.
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Abbildung 159: Driftkorrigierte Trajektorie eines einzelnen TDI-Moleklls in festem
Octadecan. Die eingezeichnete  Punktgrole entspricht in etwa der
Lokalisierungsgenauigkeit.

4.5 Orientierung von vielen Farbstoffmolekulen (Ensemble)

Dieses Kapitel beschreibt Untersuchungen von Farbstofforientierungen, die durch
polarisationsabhangige Messungen an Proben, die eine hohe Konzentration von
Farbstoff enthalten, durchgeflhrt wurden.

Nahezu alle Fluoreszenzfarbstoffe besitzen ein eindimensionales
Ubergangsdipolmoment p. Ist die Polarisationsrichtung des Anregungslichtes exakt
senkrecht dazu orientiert, so kann der Farbstoff kein Licht aufnehmen. Wird eine
Messung mit variabler Polarisationsrichtung durchgefihrt, so erhalt man einen cos?
formigen Absorptionsverlauf. Ist ein gewisser Anteil der Farbstoffmolekule nicht exakt
in eine Richtung orientiert, so werden immer einige Licht aufnehmen kénnen. Das
bedeutet, es gibt dann keine Polarisationsrichtung in der keine Absorption auftritt.
Wird unpolarisiert detektiert, hangt die Signalintensitat von Polarisationswinkel ¢ und
von der Winkelverteilung Nop(a) der Farbstoffmolekiile ab:

[ee]

I(¢p)= f N (a)-cos’(a—¢p)d
o (92)

Unabhangig von der Winkelverteilungsfunktion entstehet dabei wieder ein cos?
formiger Signalverlauf, zu dem ein konstanter Anteil addiert ist. Das bedeutet aber
auch, dald aus der Signalkurve nicht mehr auf die Form der Winkelverteilung
geschlossen werden kann. Das Verhaltnis von minimalem zu maximalem Signal wird
als Modulationsverlust v bezeichnet. Abbildung 160 demonstriert, wie der
Modulationsverlust durch nicht orientierte Farbstoffmolekule zustande kommt.
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Abbildung 160: Demonstration des Modulationsverlusts durch nicht perfekt orientierte
Farbstoffmolekile. Links: Optimale Orientierung, Mitte: gute Orientierung, Rechts:
schwache Orientierung.

FUr drei verschiedene Winkelverteilungen soll der Modulationsverlust v in
Abhangigkeit von der Breite der Verteilung numerisch berechnet werden.

Bei einer gaulRformigen (statistischen) Verteilung streut der Orientierungswinkel der
Molekile um 0° mit dem Winkel B, der hier als die halbe Halbwertsbreite einer
Gauldfunktion verwendet wird:

-1n(0,5)-0

Nw=e " (93)

Bei einer Stufenfunktion sind alle Winkel zwischen - und +f gleichwahrscheinlich,
groéliere Winkel aber nicht vorhanden.

N(a) = 1 fiir ‘a‘ <B
sonst 0 (94)

Der dritte Fall, der hier berechet werden soll, ist eine Delta-Funktion, bei der alle
Winkel genau mit dem Winkel B verteilt sind.

Die Rotationskérper um die z-Achse dieser Funktionen sind in Abbildung 161
skizziert.
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Abbildung 161: Rotationskdrper von einer Gauld- Delta- und Stufenverteilung der
Orientierungswinkel.

0B ?

Aus diesen Rotationskérpern wird anschlielend die zweidimensionale Projektion
N2p(a) auf die xz-Ebene berechnet, da aus dieser Ansicht auch die Messungen
durchgefuhrt werden. Bei der Gauldfunktion bleibt dabei die Form erhalten. Die
Stufen- und Deltafunktion ergeben dagegen Projektionen, die einen maximalen
Winkel (B) besitzen. Schlielich flihrt eine numerische Lésung der Gleichung (92) zu

einem, von der Winkelverteilung Nzp(a) und dem Polarisationswinkel ¢ abhangigen
Signal.

Ein Beispiel flur das polarisationsabhangig detektierte Signal einer 37° breiten
deltaférmigen Winkelverteilung ist in Abbildung 162 dargestellt.
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-180
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Polarisationswinkel

Abbildung 162: Simuliertes Detektionssignal bei einer deltaférmigen Winkelverteilung
mit B = 37°, und einer vollstandig orientierten Probe B = 0°. Bei senkrechter
Anregungspolarisation verschwindet bei § > 0° das Signal nicht mehr.

Der Informationsinhalt dieser polarisationsabhabgigen Kurven kann auf eine Zahl,

dem Modulationsverlust v, reduziert werden. Der Modulationsverlust v ist das
Verhaltnis von senkrechter (90°) zu paralleler (0°) Anregungspolarisation. Abbildung
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163 zeigt den Modulationsverlust in Abhangigkeit von den Breiten der
Verteilungsfunktionen.

l,.

Modulationsverlust v: |/

Halbe Breite der Winkelverteilung B [°]

Abbildung 163: Berechneter Modulationsverlust v in Abhangigkeit von einer gaul3-,
delta- oder stufenformigen Winkelverteilung mit der Breite . Der Winkel B ist der
typische halbe Offnungswinkel der dreidimensionalen, rotationssymmetrischen
Farbstofforientierung.

Daraus ist ersichtlich, daf® sich die drei Modelle erheblich unterscheiden. Bei der
Gaulfunktion ist der Modulationsverlust aufgrund der breiteren Basis starker als bei
den plotzlich abfallenden Delta- und Stufenfunktion. Umgekehrt kann aus der
experimentellen Bestimmung des Modulationsverlustes nur bei Kenntnis der Form
der Verteilungsfunktion der Verteilungswinkel § bestimmt werden.

451 AIPO4-5 - Oxazine

AIPO;-5 Kristalle wurden wahrend der Synthese mit Oxazin Farbstoffe verschiedener
Grollen beladen. Es wird an Proben mit einer hohen Farbstoffkonzentration
(10° mmol/g) gearbeitet, um mit geringen Anregungsleistungen ein Bleichen der
Farbstoffe gering zu halten. Die Anregung erfolgt dabei mit einer rotierenden /2
Platte welche die Polarisation kontinuierlich dreht. Da das konfokale
Fluoreszenzsignal  wieder  'zurlickgedreht' den  polarisationsempfindlichen
dichroitischen Strahlteiler passiert, wird nicht polarisationsselektiv detektiert. Das
Ubergangsdipolmoment von Oxazinfarbstoffen liegt entlang der langen Molekiilachse
(siehe Kapitel 3.1.6). Abbildung 164 zeigt die polarisationsabhangigen
Fluoreszenzintensitaten der verschiedenen Oxazinproben.
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Abbildung 164: Polarisationsabhangige Fluoreszenzintensitat von AIPO4-5 Kristallen,
die verschiedene Oxazinfarbstoffe enthalten. In der Abfolge der FarbstoffgroRen
Oxazin 1 < Oxazin 170 < Oxazin 750 nimmt der Polarisationsverlust zu.

Die Polarisationsrichtung von 0° ist auf die Orientierung der eindimensionalen Poren
des AIPO4-5 Kristalls (z-Achse) ausgerichtet. Aus dem Diagrammen ist ersichtlich,
dall mit steigender MolekulgroRe der Farbstoffe (Oxazin 1 < Oxazin 170 < Oxazin
750) der Polarisationsverlust zunimmt. So ist der Polarisationsverlust von Oxazin 1
nur etwa 30%, von Oxazin 170 etwa 80% und ist bei Oxazin 750 mit 100%
vollstandig. Unter der Annahme, dall eine gaul3formige Verteilung der
Farbstofforientierungen vorliegt, kann aus Abbildung 163 die Breite der Verteilung
abgelesen werden. Fur Oxazin 1 ergibt sich hier ein Wert von Bgauz = 25°, Oxazin
170 streut um Bgeaur = 51° und Oxazin 750 ist isotrop verteilt (~90°). Im Vergleich zu
dem Innendurchmesser der AIPO4-5 Struktur (0.73 nm) sind alle untersuchten
Oxazinfarbstoffe (0.87 / 1,0 / 1,1 nm siehe Kapitel 3.1.10) zu grof fur einen regularen
Einbau. Alle Farbstoffe sitzen in einer Defektstelle des Kristalls, einer sogenannten
Mesopore. Dennoch wird eine orientierungsdirigierende Wirkung des AIPO4-5
beobachtet. Vermutlich ist diese Mesopore gerade nur so grol, dal} das
Farbstoffmolekul hineinpaldt, dabei aber moglichst gut entlang der Pore orientiert
bleibt. Die Skizze 165 zeigt, wie man sich die Einlagerung der verschieden grof3en
Oxazin Farbstoffmolekule unter Bildung einer Mesopore vorstellen kann.
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Oxazin 750

Abbildung 165: Modell fur die Einlagerung von Oxazin Farbstoffmolekilen in die
Poren von AIPO4-5. Oxazin 1 ist noch relativ gut orientiert, das groRere Oxazin 750
dagegen ohne Vorzugsrichtung in eine Defektstruktur eingelagert. Pore und Molekdl
sind im gleichen Mal3stab gezeichnet.

452 Cy5MCM41

Das MCM-41 Porensystem, in dem der Farbstoff Cy5 kovalent an die innere
Porenwand angebunden wurde, zeigt eine von der Kristallorientierung abhangige
Farbstofforientierung. Abbildung 166 zeigt die flachen MCM 41 Kristalle in der
Frontansicht mit ihrer sechseckigen Form und in der Seitenansicht.

a) b)

3 um
il

Abbildung 166: Frontansicht a) und Seitenansicht b) der MCM 41 Kristalle. Die Poren
verlaufen vermutlich in der Frontansicht a) senkrecht und in der Seitenansicht b)
horizontal zur Bildebene.

Schon dies fuhrt zu der Vermutung, dal® die eindimensionalen, hexagonal
angeordneten Poren entlang der kurzen Kristallachse verlaufen.
Absorptionsmessungen zeigen, dall durch die Modifizierung der inneren
Porenwande mit Aminogruppen der innere Porendurchmesser von 3 nm auf etwa
2,5 nm geschrumpft ist [Rohlfing]. Dennoch ist die Lange des Cy5 Farbstoffmolektils
mit etwa 2,3 nm etwas kleiner als der Porendurchmesser, weshalb jede beliebige
Orientierung aus raumlichen Grunden moglich ware. Die polarisationsabhangigen
Fluoreszenzmessungen der verschiedenen Ansichten unterscheiden sich jedoch
erheblich. Die Abbildung 167 =zeigt, da® nur dann eine Modulation des
Fluoreszenzsignals erhalten wird, wenn der Kristall von der Seite beobachtet wird.
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Abbildung 167: Fluoreszenzintensitat von Cy5 in MCM-41 in Abhangigkeit von der
Anregungspolarisation. Zwischen Front- und Seitenansicht wird ein unterschiedlicher
Modulationsverlauf beobachtet.

In der Frontansicht, in der entlang der Porenrichtung gemessen wird, ist der
Modulationsverlust nahezu 100%. Da die Poren eine runde oder sechseckige Form
besitzen, wird keine bevorzugte Orientierung gefunden. Eine Unterscheidung, ob die
Farbstoffmolekile in einer sechseckigen Pore ausgerichtet sind, ist durch die
Messung an vielen Molekulen nicht moglich, da nur in 2 Raumrichtungen
unterschieden werden kann.

In der Seitenansicht ist noch etwa 40% der Signalmodulation vorhanden. Die
Farbstoffmolekule sind ungefahr entlang der x-Achse (0° = Horizontal in Abbildung
166 b) orientiert. Da das Ubergangsdipolmoment entlang der langen Achse des
Farbstoffmolekuls liegt und sich die Molekule mit ihrer langen Molekllachse eher
entlang der Porenrichtung ausrichten, liegen die Poren entlang der kurzen
Kristallachse (Horizontal in Abbildung 166 b). Der Modulationsverlust von 40%
entspricht nach Abbildung 163, unter der Annahme einer Gauldverteilung, einem
Einbauwinkel mit einer Breite von Bgaus = 31°.

Durch Bestrahlen der Kristalle mit polarisiertem Licht werden Farbstoffmolekile mit
dieser Orientierung starker geblichen als die Molekule, die senkrecht dazu stehen.
Dadurch wird z.B. schon durch die Aufnahme eines Bildes die Gleichverteilung der
Frontansicht aufgehoben, weshalb auch in der Frontansicht von Abbildung 167 eine
geringe Modulation detektiert wird. An dem Kiristall in der Frontansicht wird die
horizontale Richtung ausgeblichen. Am Ende der 30 minutigen Bleichphase besitzt
das Fluoreszenzbild mit horizontaler Polarisation eine mittlere Intensitat von 4712
Einheiten, wahrend in der vertikalen Richtung noch eine Intensitat von 932
detektiert wird. Nach einer Wartezeit von zwei Stunden sind die Intensitaten mit 50
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bzw. 9312 Einheiten nahezu unverandert. Die Farbstoffmolekile sind also
unbeweglich, da sich sonst die Intensitaten durch Diffusion angeglichen hatten.

Diese Unbeweglichkeit der Molekule wurde nicht erwartet, da die kovalente
Anbindung Uber eine flexible Alkylgruppe erfolgt und durch die optische Anregung
genugend Energie fir Bewegungen vorhanden ist. Mdglicherweise ist das PMMA-
Polymer, in dem die Kristalle zur Untersuchung eingebettet werden, in die Kristalle
eingedrungen und fixiert dadurch die Moleklle. Jedoch zeigen Messungen an
Kristallen mit einer flissigen Einbettung (Glyzerin), daf® sich hier das
Fluoreszenzsignal im Zeitraum von Stunden auch nur geringfligig erholt. Daflr sind
verschiedene Erklarungen denkbar: Zum einen eine Umorientierung der nicht
geblichenen Molekule, ein photochemisches Erholen der ausgeblichenen
Chromophore oder eine geringe Diffusion der gesamten Kristalle in der Losung.
Aufgrund von Schwierigkeiten bei der Einzelmolekulspektroskopie (siehe Kapitel
4.6.3) konnte die Einbettung der Kristalle in Flussigkeiten nicht weitergehend
untersucht werden.

Insgesamt ergibt sich ein Modell (siehe Abbildung 168), in dem die kovalent
angebundenen Farbstoffmolekile mit einer Verteilung von etwa 31° (Gaumodell)
entlang der Pore ausgerichtet sind und stabile Adsorptionsstellen besetzten.

Abbildung 168: Malstabliches Modell eines kovalent in die MCM-41 Poren
angebundenen Cy5 Farbstoffmolekils. Die Molekile besetzten stabile
Adsorptionsstellen, die keine Bewegung erlauben. Unter der Annahme einer
Gaulverteilung sind die Farbstoffmolekile mit einer Verteilung von etwa 31° entlang
der Pore orientiert. Aufgrund der Modifizierung der Porenwand mit Aminogruppen ist
der durchschnittliche innere Porendurchmesser etwas verringert.

4.6 Orientierung einzelner Molekile

Dieses Kapitel beschreibt die Messungen von Orientierungen einzelner Molekile. Die
Orientierung von linear polarisiertem Licht wird dazu mit Hilfe einer drehbaren A/2
Platte, die direkt unter dem Mikroskopobjektiv angebracht ist, kontinuierlich gedreht
(siehe Kapitel 2.6.2.5). Da die untersuchten Farbstoffmolekile ein festes
eindimensionales Ubergangsdipolmoment besitzen, ist bei einer
Polarisationsrichtung senkrecht zum Molekul keine Fluoreszenzanregung maoglich.
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Molekule, die entlang der optischen Achse (z) orientiert sind, werden im Zentrum des
Anregungsfokus gar nicht, und an dessen Rand etwa 100 mal schlechter angeregt
[Ha1999]. In gewodhnlichen Experimenten wird daher nur die Projektion des
Ubergangsdipolmoments in der Fokalebene detektiert. Da fiir diese Messungen nur
eine A/2 Platte zusatzlich in den Strahlengang eingebaut wird, betragt der
Signalverlust der Messung nur wenige Prozent.

46.1 TDIlin PMMA
Ist das Signal zu Untergrund Verhaltnis sehr gut, so kann eine Winkelauflosung von

unter einem Grad erreicht werden. In Abbildung 169 ist die polarisationsabhangige
Fluoreszenzintensitat eines einzelnen TDI Molekuls dargestellt.
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Abbildung 169: Phasenbestimmung am Fluoreszenzsignal eines einzelnen TDI
Molekuls. Gezeigt ist ein zwei Sekunden langer Ausschnitt aus einer Uber 60
Sekunden langen Zeitspur. Die Phase kann hier mit einer Genauigkeit von 0,3°
bestimmt werden. Die Drehfrequenz der Polarisation betragt 2,447 Hz.

Der Untergrund der Messung ist so gering, dal® bei senkrechter Polarisation das
detektierte Signal fast ganzlich verschwindet. Die angepafte cos® Kurve nach
Gleichung (67) kann die MelRdaten sehr gut beschreiben. Die Genauigkeit, mit der
die Phase des Signals bestimmt werden kann, betragt hier weniger als 0,3°
(Ausgewertet mit dem Programm Origin 6). Etwa mit derselben Genauigkeit kann die
aktuelle Orientierung des polarisierten Lichtes im Labor, anhand der Intensitat hinter
einem Polarisator, mit dem Transmissionsdetektor bestimmt werden. Insgesamt ist
somit bei gutem Signal zu Untergrund Verhaltnis eine Bestimmung der Richtung des
Ubergangsdipolmoments eines einzelnen Molekils mit einer Genauigkeit von unter
1° erreichbar. In der hier verwendeten Anordnung kann die Polarisation nicht allzu
schnell gedreht werden, so dal® mindestens eine 180° Drehung oder 0,5 Sekunden
notig sind, um die Phase zu bestimmen.
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Aber auch bei relativ schlechtem Signal zu Untergrund Verhaltnis kann die Phase oft
noch auf etwa 5° genau bestimmt werden. Wird mit hoher Anregungsleistung
gearbeitet, so sattigt die Fluoreszenzintensitat bei parallel polarisierter Anregung.
Obwohl in diesem Fall kein cos? férmiger Signalverlauf mehr erhalten wird, sondern
das Signal 'oben' abgeflacht wird, ist die Phase auch hier relativ genau bestimmbar.
Schwierig bis unmoglich wird die Winkelbestimmung jedoch bei Molekilen, die eine
ausgepragte An-Aus Dynamik im Sekundenbereich besitzen (siehe Abbildung 173).

4.6.2 TDIin PMMA Dynamik

Um zeitliche Anderungen der Orientierung der Ubergangsdipolmoments zu
bestimmen, wurde ein Computerprogramm in LabView geschrieben, das die gesamte
Melkurve in viele kleine Abschnitte unterteilt, und in jedem die Phasendifferenz zu
der Transmissionskurve bestimmt (siehe Anhang 8.5.2.3). Eindeutig sichtbare
Umorientierungen konnen auch durch Absuchen des Datensatzes nach verdachtigen
Stellen, Zerteilen an diesen Stellen und Anpassen der cos® Kurven mit dem
Programm Origin 6 bestimmt werden.

Als Beispiel soll hier der Frage, ob TDI in PMMA eine geringe Restbeweglichkeit
besitzt, nachgegangen werden. Dazu wird eine sehr rauschfreie Messung (ein
Ausschnitt ist in Abbildung 169 gezeigt) bestehend aus ca. 300 Drehungen der
Polarisation in 15000 sich Uberlappende Stiucke mit je ~4 Drehungen zerteilt, und
jeweils der Phasenunterschied bestimmt. Zum Ausgleich der Schwankungen der
Anpassungsprozedur wird Uber die 15000 erhaltenen Winkel anschlieRend ein 4
Polarisationsdrehungen breiter gleitender Mittelwert gebildet. Der dadurch erhaltene
Winkelverlauf in Abbildung 170 zeigt Schwankungen um den Mittelwert, die Uber der
erwarteten Genauigkeit von 0,3° liegen.
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Abbildung 170: Zeitliche Winkelanderung des TDI-Molekuls in PMMA. Der
Orientierungswinkel schwankt ~0,7° um den Mittelwert, der auf 0° gesetzt wird.

Die Richtung des Ubergangsdipolmoments schwankt demnach geringfligig mit der
Zeit. Eine Autokorrelationsanalyse der zeitlichen Winkelanderung ist in Abbildung
171 dargestellt. Das Wackeln des Molekuls besitzt demnach eine charakteristische
Amplitude von 0,35° in einer Zeit von 12 Sekunden.
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Abbildung 171: Autokorrelationsanalyse der Orientierungswinkel. Die angepalite
Exponentialfunktion (glatte Kurve) ergibt eine Fluktuation des Winkels im Zeitraum
von 12 Sekunden.

46.3 Cy5in MCM 41

Bereits durch Messungen an vielen Molekulen (siehe Kapitel 4.5.2) ist gezeigt
worden, dall Cy5 Moleklle, die kovalent an die innere Wand von MCM 41 Poren
angebunden wurden, eine schwach bevorzugte Orientierung entlang der
Porenrichtung aufweisen. Obwohl die kovalente Bindung eine freie Rotation erlauben
wurde, sind die Orientierungen der Farbstoffmolekule zeitlich stabil. Der Farbstoff
Cy5 ist zwar nicht besonders photostabil, besitzt aber einen sehr grofen
Extinktionskoeffizienten, so dal® bei sehr geringer Anregungsleistung gearbeitet
werden kann. Die Messungen der Orientierung einzelner Cy5 Molekule wird an zwei
verschieden orientierten Kristallen durchgefihrt. In der Frontansicht wird die Ebene
senkrecht zu den hexagonal angeordneten Poren detektiert. In einem konfokalen
Schnitt von der Seite (siehe Abbildung 172) liegt die Ausbreitungsrichtung der Poren
entlang der kurzen Kristallachse.
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Abbildung 172: Einzelne Cy5 Farbstoffmolekile, deren Orientierung bestimmt wird, in
einem MCM 41 Kiristall, der von der Seite beobachtet wird. Die Poren des Kristalls
verlaufen in horizontaler Richtung entlang der kurzen Kristallachse.

Bei etwa der Halfte aller in der Abbildung detektierten Punkte ist es mdglich, die
Orientierung des Ubergangsdipolmoments einzelner Molekiile zu bestimmen. In der
anderen Halfte liegen entweder mehrere Molekulle zu nahe beieinander oder deren
Uberlebensdauer liegt unter einer Sekunde, was fur die Winkelbestimmung nicht
ausreicht. Bei der Aufnahme des Bildes, das fur die Auswahl der einzelnen Molekule
notwendig ist, werden sicher einige Molekule ausgeblichen. Um die statistische
Auswertung nicht zu zerstéren, wird das Bild mit einer Anregungspolarisation von
etwa 45° schrag zur Kristallausdehnung aufgenommen. Ein Beispiel fur eine typische
Polarisationsspur ist in Abbildung 173 dargestellt. Das Fluoreszenzsignal des
einzelnen Cy5 Molekuls schwankt stark. So ist das Molekul z.B. bei 17,5 s kurzzeitig
in einem Auszustand, etwas spater bei 22 s ist es dagegen besonders hell.
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Abbildung 173: Typsicher Fluoreszenzintensitatsverlauf von Cy5 in MCM 41 bei
rotierender Anregungspolarisation. Mit der Anregungsleistung von etwa 0,4 pW
werden bei optimaler Polarisation etwa 10000 bis 50000 Photonen pro Sekunde
detektiert. Die glatte Kurve ist die angepaRte cos® Funktion nach Gleichung (67).

Trotz dieser Schwankungen kann die Phase des Signals auf etwa 1,3° genau
bestimmt werden. Abbildung 174 zeigt die Orientierungswinkel und das Histogramm
von 26 einzelnen Molekulen.
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Abbildung 174: Orientierungswinkel (unten) und deren Histogramm (oben) von Cy5 in
MCM 41. Die Molekule wurden in der Seitenansicht des Kristalls detektiert. Der
Winkel von 0° entspricht der Porenrichtung. Die durchgezogene Linie entspricht einer
Gaulverteilung mit einer halben Halbwertsbreite von 34+2°.
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Die Molekile sind etwa in einer gaulféormigen Verteilung entlang der Porenrichtung
(0° = kurze Kristallachse in Abbildung 172) ausgerichtet. Die halbe Halbwertsbreite
der Verteilung betrégt 34+2°. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit einer Messung
an vielen Molekulen (siehe Kapitel 4.5.2), bei der unter Annahme einer gaul3férmigen
Winkelverteilung ein Verteilungswinkel von ~31° gefunden wird. Die Form der
Verteilungsfunktion kann jedoch nur durch die Einzelmolekuluntersuchung aufgeklart
werden.

Auch in der Frontansicht kdnnen einzelne Cy5 Molekulle detektiert werden (siehe
Abbildung 125 c¢). Von etwa 30 durchgeflihrten Orientierungsmessungen wurden
jedoch nur 8 Orientierungswinkel erhalten. Hauptproblem ist hier das schnelle
Ausbleichen in unter einer Sekunde. Abbildung 175 zeigt die 8 Orientierungswinkel,
die etwa ein Vielfaches von 60° betragen.
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Abbildung 175: Orientierungswinkel von einzelnen Cy5 Molekulen in der Frontansicht
der MCM 41 Kristalle. Die Winkel mit einem Vielfachen von 60° weisen auf die
Kanten des sechseckigen Kristallplattchens.

In Abbildung 176 ist die Orientierung der Molekule im Vergleich zur Orientierung des
Kristalls dargestellt.

(’*%

Abbildung 176 (Links): Orientierung von 8 einzelnen Cy5 Molekulen in der
Frontansicht eines MCM-41 Kristalls. Die hexagonalen Poren besitzen eine um 60°
gedrehte Orientierung gegenuber der aulderen Kristallform (rechts). Daher sind die
Molekule bevorzugt auf die Ecken der hexagonalen Porenstruktur orientiert.
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Da die innere Struktur der Poren um 60° gegenuber der aulderen Form des Kristalls
gedreht ist, sind die Molekule auf die Ecken der hexagonalen Poren ausgerichtet. An
2 weiteren Kristallen konnte dieses Verhalten nicht eindeutig reproduziert werden,
was aber auch an der leider sehr unregelmafiigen Form dieser Kristalle liegen kann.
Durch Messungen an einem Ensemble von Molekilen kann eine bevorzugte
Orientierung unmdglich untersucht werden, da die Polarisation nur in 2
Raumrichtungen unabhangig bestimmt werden kann. Andere strukturaufklarende
Methoden, wie die Rontgenstrukturanalyse, benodtigen sehr grolRe Konzentrationen,
die sich in diese Proben nicht einbauen lassen.

In keiner einzigen Messung wird eine Umorientierung um die eigentlich relativ
bewegliche kovalente Anbindung der Cy5 Molekiile beobachtet. Dieses Verhalten
kann auch an den mit viel Farbstoff belegten Proben bestatigt werden, wie die
Bleichexperimente in Kapitel 4.5.2 zeigen.

46.4 Cy5in MCM 41, Einbettung in LOsungsmitteiln

Auch durch die Zugabe verschiedener Losungsmittel (Ethylenglykol, Glycerin,
Tetradekan) wird keine eindeutige Rotationsbewegung in der Probe beobachtet, wie
dies fur einen kovalent angebundenen Farbstoff erwartet werden kann. Jedoch
bleichen und blinken die Farbstoffmolekile durch die Lésungsmittelzugabe noch
starker. Abbildung 177 zeigt eine Orientierungsmessung von einem einzelnen Cy5
Molekul in MCM 41, das in Glycerin eingebettet wurde.
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Abbildung 177: Fluoreszenzintensitatsverlauf von einem Cy5 Molekul in MCM 41 in
Glycerin. Durch die Einbettung des Kristalls in Glycerin blinken und bleichen die
Farbstoffmolekiile sehr stark. Die glatte Kurve ist die angepalte cos® Funktion nach
Gleichung (67).
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Uber die gesamte Lebensdauer von etwa 4 Sekunden ist keine eindeutige Anderung
der Phase erkennbar. Andeutungen einer geringen Bewegung sind jedoch
vorhanden. Dies sind nicht die Stellen, an denen ungewoéhnlich wenig Intensitat
detektiert wird, da auch Blinken dies verursachen kann, sondern die Stellen, an
denen die Polarisationsrichtung eigentlich ein schwaches Signal erwarten laft, aber
trotzdem ein relativ starkes Signal vorhanden ist. Die Stelle bei 3,6 Sekunden in
Abbildung 177 ist solch ein Hinweis, der flir genauere Aussagen jedoch viel zu
kurzlebig ist.

Insgesamt ergibt sich das Bild, dalk die Cy5 Farbstoffmolekiile relativ stabile
Adsorptionsstellen an der Porenwand besetzten.

4.6.5 Oxazin in AIPO4-5

Wie schon in Kapitel 4.3.2.1 gezeigt, kdnnen einzelne Oxazinfarbstoffmolekile, die
wahrend der Synthese in die Poren von AIPO4-5 eingeschlossen wurden, detektiert
werden. In diesem Abschnitt soll aus den Orientierungsmessungen an einzelnen
Molekulen die Form der Verteilungsfunktion der Orientierungen bestimmt werden.
Dazu wurden drei verschieden grolde Oxazin Farbstoffe in geringer Konzentration in
AIPO4-5 Kristalle eingelagert. Alle drei Farbstoffmolekule sitzen in Defektstrukturen,
da die Abmessungen der Molektle Uber denen der Pore liegt. Das schmalste Molekdl
ist Oxazin 1, das mit einer HOhe von 0,87 nm die Abmessungen der Poren von
AIPO4-5 von 0,73 nm nur knapp uberschreitet. Die Farbstoffmolektle Oxazin 170 und
Oxazin 750 sind jedoch mit 1,0 und 1,1nm einiges groRer als der
Porendurchmesser.

Abbildung 178 zeigt den Signalverlauf in einer typischen Polarisationsmessung von
Oxazin 1 in AIPO,-5.
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Abbildung 178: Typisches Fluoreszenzsignal von Oxazin 1 in AIPO4-5 bei variabler
Anregungspolarisation. Bei 13,8 s bleicht das Molekul plotzlich.
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Im Verglich zu den Messungen an Cy5 in MCM 41 ist das Fluoreszenzsignal der
Oxazine zeitlich stabiler. Die Oxazinmolekule zeigen nur selten ein Blinken auf der
Sekundenzeitskala. Auch die Photostabilitat ist etwas besser. So liegt die Melzeit bis
zum Bleichen der Oxazin 1 Molekule bei etwa 20 Sekunden (11 pW
Anregungsleistung bei 633 nm, NA 1,3). Aufgrund der geringen Fluoreszenz-
quantenausbeute (besonders Oxazin 1) und der ungunstigen Anregungs- und
Detektionswellenlange (besonders Oxazin 170) ist das Signal zu Untergrund
Verhaltnis jedoch etwas schlechter als bei Messungen an Cy5 oder gar TDI.

Es werden etwa so viele einzelne Molekulorientierungen bestimmt, bis in den
Histogrammen der Orientierungswinkel klare Verteilungen erkennbar sind. Alle
Winkel sind auf die Orientierung der eindimensionalen Porenrichtung der AIPO4-5
Kristalle bezogen. Da bei den kleinen AIPO4-5 Kristallen die Lage der Kristallachse
oft nur schwer unterscheidbar ist (siehe Abbildung 75), wurden nur eindeutige
Kristalle vermessen, bei denen eine glatte Seite (entlang der Porenrichtung) und eine
runde Seite (Kristallenden) unterscheidbar sind. Die Kristallorientierung kann je nach
Kristall mit einer Genauigkeit von etwa 1-3° bestimmt werden.

Fur Oxazin 1 ergibt sich aus den Winkeln von 49 einzelnen Molekulen eine deutliche
Verteilung (siehe Abbildung 179), die gut mit einer Gaulfunktion nach Gleichung (93)
beschreiben werden kann.
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Abbildung 179: Histogramm (oben) und die einzelnen Orientierungen (unten) von
einzelnen Oxazin 1 Moleklilen in AIPO4-5. Die angepal’te Gaul’kurve nach
Gleichung (93) besitzt eine halbe Halbwertsbreite von 18+1°.
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Die halbe Halbwertsbreite der Gaul3kurve liegt mit 18+1° aber etwa unter dem in
Kapitel 4.5.1 bei Messungen mit vielen Molekulen abgeschatzten Wert von
Beaus = 25°.

FUr das grof3ere Oxazin 170 ergibt sich aus 26 einzelnen Molekulen eine Verteilung
(siehe Abbildung 180) die in guter Naherung mit einer Gaulfunktion nach Gleichung
(93) beschreiben werden kann.
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Abbildung 180: Histogramm (oben) und die einzelnen Orientierungen (unten) von 26
einzelnen Oxazin 170 Molekilen in AIPO4-5. Die angepaldte Gaulikurve nach
Gleichung (93) besitzt eine halbe Halbwertsbreite von 38+4°.

Auch fur Oxazin 170 ist die halbe Halbwertsbreite der Gaul3kurve mit 38+4° einiges
unter der in Kapitel 4.5.1 bei Messungen mit vielen Molekllen abgeschatzten Breite
von BGaqu = 510.

Bei Oxazin 750 ist auch nach Uber 50 einzelnen Molekllen nur eine gleichmafige
Verteilung (siehe Abbildung 181) bestimmbar. Dies steht in Ubereinstimmung mit
einer Bestimmung an vielen Molekllen bei der keine bevorzugte Orientierung
beobachtet wird.
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Abbildung 181: Histogramm (oben) und die einzelnen Orientierungen (unten) von 56
einzelnen Oxazin 750 Molekulen in AIPO4-5. Die horizontale gestrichelte Kurve im
Histogramm stellt der Mittelwert von 6,2 Ereignissen pro 10° fir eine gleichmafige
Verteilung dar.

Im einfachstem Modell besitzt der Farbstoff eine verkippte Einbaulage in der Pore.
Dadurch wurde sich aber eine Winkelverteilung mit einem maximalen Winkel
ergeben. Die hier bestimmten Verteilungsfunktionen von Oxazin 1 und Oxazin 170 in
AIPO4-5 sind jedoch sicher keine Stufenfunktionen oder nach oben beschrankte
Verteilungen, wie sie in diesem Fall erwartet werden. Vielmehr werden gaul3férmige
Verteilung gefunden, die ein statistisches Einbauverhalten nahelegen. In dem Gaul3-
Modell sind alle Einbauwinkel mdoglich, jedoch werden Lagen entlang der
Porenrichtung je nach der GroRe des Molekils mehr oder weniger bevorzugt.
Interessant fur die Zukunft ware eine Probe mit eindeutig schlankeren Molekulen, bei
der eine Stufenfunktion auftreten kdnnte.

4.6.6 Oxazin in AIPO4-5 Orientierungsdynamik

In zwei von 49 erfolgreichen Messungen zeigt Oxazin 1 in AIPO4-5 eine Anderung
der Orientierung wahrend der Meldzeit. Die Umorientierung ist an einem klaren
Phasenschift des Fluoreszenzsignals bei rotierender Anregungspolarisation
erkennbar. Abbildung 182 zeigt eine Messung, in der ein Oxazin 1 Molekul nach 5,9
s von einer Orientierung 49,5+2° zur Kristallachse auf -29+5° springt.
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Abbildung 182: Phasensprung in der Fluoreszenzintensitat von Oxazin 1 in AIPO4-5
bei variabler Anregungspolarisation. Der Phasensprung entspricht einer
Umorientierung von 49,51£2° auf -29+5° relativ zu Porenrichtung.

In der geanderten Orientierung ist die Fluoreszenzintensitat einiges starker als zuvor,
was durch eine verbesserte Orientierung in die Fokalebene oder geanderte
Fluoreszenzraten erklart werden kann. Abbildung 183 zeigt den zeitlichen Verlauf der
Orientierungswinkel der beiden sich umorientierenden Molekule.
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Abbildung 183: Zeitlicher Verlauf der Orientierung relativ zur Porenrichtung von zwei
Oxazin 1 Molekulen. Das Molekul rechts war zwischen den beiden letzten
Umorientierungen kurz in einem Dunkelzustand.
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Die Winkel der beiden beweglichen Molekulle sind im Vergleich zu den anderen
(siehe Abbildung 179) relativ gro3, so dal die Vermutung nahe liegt, dal® sich die
beweglichen Molekile in einer gréleren Defektstruktur des Kristalls befinden.
Abbildung 184 zeigt die Position und Orientierungswinkel des einen sich
umorientierenden Molekils neben anderen lagestabilen Molekilen im AIPO4-5
Kristall.

Abbildung 184: Transmissionsbild eines AIPO4-5 Kristalls mit den Positionen und
Orientierungen von 4 Oxazin 1 Molekilen. Das Molekil links oben dreht seine
Orientierung in Verlauf der Messung von 49,5° nach -29°. Die Pfeil rechts unten gibt
die Orientierung der Poren im Kristall an.

4.6.7 TDI im Monolith

Durch die Synthese mit einem FlUssigkristall konnten sehr grol3e, glasartige Sticke
eines mesoporosem M41S Festkorpers (Monolith) hergestellt worden. In diesem
konnten neben vielen diffundierenden TDI Molekilen zu etwa 10% auch immobile
Molekile beobachtet worden (siehe Kapitel 4.4.7). An solchen, nicht frei
diffundierenden Molekulen, werden hier Orientierungsuntersuchungen durchgefuhrt.
Dabei werden in einem etwa 20 ym grol3en Bereich die Orientierungswinkel von etwa
20 Molekulen bestimmt. Wie aus dem Histogramm in Abbildung 185 ersichtlich ist,
sind die immobilen Molekile in diesem 20 um groRen Bereich nicht in einer
Vorzugsrichtung orientiert. Aus den Diffusionsmessungen in Kapitel 4.4.7 konnte
schon eine starke Verknaulung der eindimensionalen Porenstruktur beobachtet
werden.

178



6- 1 1 1 1 1
5]
— 44
Ny o
g 3
c -
< 5]
14
0
- T ™ - '
20 - s
1 = .
# 154 = L
= i HH HH HH —a- B
2 I HEl
%10- - T
2 g i
5 — . o
-
01 - "u™ w "
-90 -60 -30 0 30 60 90

Winkel gegen die x-Achse

Abbildung 185: Histogramm (oben) und die einzelnen Orientierungen (unten) von 24
einzelnen TDI Molekilen im M41S Monolith.. Keine Vorzugsrichtung der immobilen
TDI-Molekule wird beobachtet. Vermutlich sind die Poren stark verknault.

Bei drei Polarisationsmessungen kann die Phase nicht eindeutig bestimmt werden,
da die Molekule sich schneller als die Drehung der Polarisation umorientieren. In
Abbildung 186 ist ein Beispiel eine solchen schnellen Rotationsbewegung gezeigt.

1 f 1 f 1 f 1 f 1
180° Molekildrehung in ~0,05 s
-
180
S 1204
|_
R c
x (O]
< 5
> ©
m
60—
X
0 1 f 1 f 1 f 1 f 1
1,4 1,5 1,6 1,7 1,8

Zeit [s] ~ Polarisation (180° in 0,48 s)
Abbildung 186: Schnelle Drehung eines TDI Molekuls im MCM-41 Monolith.
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Das Fluoreszenzsignal ist nicht mit der Drehung der Anregungspolarisation korreliert,
sondern schwankt in einem kurzeren Zeitabstand.

Bei drei weiteren Messungen andert sich die Phase im Verlauf der Untersuchung
eindeutig. Abbildung 187 zeigt den Winkelverlauf der langsten Spur. Bei den beiden
anderen konnten gleichzeitig die Fluoreszenzspektren detektiert werden, weshalb
diese in Kapitel 4.9.2.1 dargestellt werden.
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Abbildung 187: Zeitlicher Verlauf des Orientierungswinkels eines einzelnen TDI
Molekils in mesoporésem MCM-41. Auf der rechten Seite ist das Histogramm aller
bestimmten Orientierungswinkel angegeben.

Drei stabile Einbaulagen sind erkennbar, die durch plotzliche Umorientierungen
besetzt werden. Als bevorzugte Orientierungen wird ein Winkel von 1,3° gefunden,
der zeitweise nach 55,4° oder -9,6° wechselt.

Insgesamt ergibt sich ein sehr differenziertes Bild der immobilen TDI Molekile im
mesoporosem MCM-41. Einerseits wird erwartet, daf® das wasserunlosliche TDI sich
nur innerhalb des hydrophoben Teils des FlUssigkristalls im Inneren der Mizellen
aufhalt, wo eine hohe Beweglichkeit vorliegen sollte. Andererseits zeigen die
Messungen, dal} neben den beweglichen Molekilen auch einige Moleklle stabile
Einbaulagen besetzten. Vermutlich ist hier die mesoporose Struktur so deformiert,
dal} das Farbstoffmolekil eingeklemmt wird. Der Einbau der immobilen TDI Molekile
in die MCM-41 Pore kann nach dem Modell in Abbildung 188 dargestellt werden.
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Abbildung 188: Modell fur die Einbaulage der immobilen TDI Molekule in der MCM-
41 Pore. Das linke Molekdl ist in einem verstopften Kanal, wodurch die Translation
zwar verhindert wird, eine Rotation in der Tensidumgebung aber noch maoglich ist.
Das rechte Molekul dagegen ist in der Silikatstruktur eingeklemmt und besitzt daher
auch eine fixe Orientierung.

Einige Moleklule konnen sich noch etwas bewegen und sind vermutlich in einer
verstopften Pore (Abbildung 188 links). Die meisten Molekule konnen sich jedoch
nicht einmal mehr umorientieren und sind daher vermutlich in verengten Poren
eingeklemmt (Abbildung 188 rechts).

4.6.8 TDI - UTD-1 Orientierungen

Durch eine spezielle Fluoridsynthese werden groRe UTD-1 Kristalle erhalten, die
kalziniert und anschlieRend mit TDI Farbstoff behandelt werden. Nach dem Waschen
der Kristalle kdnnen einzelne TDI Molekile im Inneren eines Kristallits detektiert
werden (siehe Kapitel 4.3.2.4). Die Orientierungswinkel der einzelnen Molekile sind
in Abbildung 189 eingezeichnet.
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Abbildung 189 (links): Konfokales Fluoreszenzbild einzelner TDI Molekule in UTD1.
Zusatzlich sind die Orientierungen der einzelnen Molekile und der Umri} des
Kristalls eingezeichnet. Rechts ist das Histogramm der Orientierungswinkel
dargestellt. Das angepalite GaulRmodell besitzt eine halbe Halbwertsbreite von 4,4°.

Die TDI- Molekule sind hier sehr gut entlang der langen Kristallachse ausgerichtet.

Die Form der Orientierungsverteilung kann jedoch aufgrund der Ungenauigkeit der
Winkelbestimmung und der geringen Anzahl der Molekile nicht genau bestimmt
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werden. Sowohl Stufenverteilung nach Gleichung (94) als auch Gauliverteilung nach
Gleichung (93) kommen in Frage.

Die ovalen Poren mit 1,0 nm Durchmesser verlaufen entlang dieser langen
Kristallachse. Das Farbstoffmolekul TDI pafst mit einer Hohe von 0,91 nm nahezu
perfekt in die Poren des UTD-1 Gerusts. Da auch die Orientierungswinkel nahezu
perfekt entlang der Pore ausgerichtet sind, kann davon ausgegangen werden, daf}
die Molekule tatsachlich in der Pore und nicht in Rissen entlang der Porenrichtung
eingelagert sind. In dem Modell in Abbildung 190 ist der Einbau von TDI in eine Pore
von UTD-1 schematisch dargestellt.

Abbildung 190: Kalottenmodell des Langsschnitts durch eine mit TDI gefullte Pore
von UTD-1.

4.7 Fluoreszenzspektren (Ensemble)

Neben der Richtung (Ort) und der Polarisation von Licht kann auch die Energie
(Farbe) bestimmt werden. Da Laser mit frei durchstimmbarer Farbe zur Aufnahme
von Fluoreszenzanregungsspektren uber einen grolen Spektralbereich sehr
aufwendig sind, werden nur die Fluoreszenzspektren aufgezeichnet. Dazu wird das
eingesammelte Fluoreszenzlicht durch ein Gitter oder Prisma in seine Farben
aufgetrennt und anschlieRend detektiert. Mit einem Gitter als energiedispersives
Element kann zwar leicht eine sehr hohe Auflosung erreicht werden, jedoch treten
bei der Beugung immer verschiedene Ordnungen auf, in denen Intensitat verloren
geht. Zusatzlich ist die Analyse bei sehr breiten Spektren durch die Uberlagerung der
verschiedenen Beugungsordnungen erschwert. Aus diesen Grinden wird hier ein
Prismenspektrograph aufgebaut (siehe Kapitel 2.6.2.3). Dieser besitzt zwar nur ein
Auflésungsvermdgen von etwa 2 nm, jedoch kann fast das gesamte eingesammelte
Fluoreszenzlicht detektiert werden. Wird ein Flachendetektor (CCD-Kamera)
verwendet und der Spektrograph hinter dem Pinhole aufgebaut, so kann auf den
Eintrittsspalt verzichtet werden und es ist nur eine zusatzliche Linse erforderlich, die
das spektral zerlegte Fluoreszenzlicht auf der Kamera abbildet. Das beim Prisma
auftretende Problem der nicht linearen Dispersion kann durch eine grindliche
Wellenlangeneichung mit mehreren Farben geldst werden (siehe Kapitel 2.6.2.3).
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4.7.1 Silikalit 1 / UTD-1 mit Tetracen / Pentacen

In mehreren Proben wurde versucht, die unpolaren Farbstoffe Tetracen und
Pentacen in die unpolaren, aus reinem SiO, bestehenden Porenstrukturen Silikalit-1
und UTD-1 Gber Gasphasendiffusion einzulagern (siehe Kapitel 3.3.3). Dabei werden
leicht graue Kristalle erhalten, die schwach fluoreszieren. Die Fluoreszenzspektren
der Kristalle unterscheiden sich jedoch erheblich von Spektren, die von Lésungen
der Farbstoffe erhalten werden. Abbildung 191 zeigt die Fluoreszenzspektren der
beladenen Kristalle.
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Abbildung 191: Fluoreszenzspektren von UTD-1 und Silikalit-1, die Uber die
Gasphase mit Tetracen bzw. Pentacen beladen wurden. Unten ist zum Vergleich des
Fluoreszenzspektrum von Tetracen und Pentacen in Chloroform bzw. PMMA
angegeben. (Aex = 442 nm).

Auffallend sind die sehr breiten Fluoreszenzspektren, die sich Uber den gesamten
sichtbaren Bereich erstrecken. Dabei stellt sich die Frage, ob der Farbstoff noch
intakt ist oder durch die hohe Temperatur beim Einlagern und katalytische
Unterstltzung des Zeolithen zu hoher kondensierten Strukturen umgewandelt wurde.
Einiges spricht jedoch fur strukturell intakte Farbstoffmolekiile:

e Aus der mit Tetracen beladenen UTD-1 Probe kann Farbstoff ausgewaschen
werden, der das erwartete Fluoreszenzspektrum von Tetracen zeigt. Der
Farbstoff konnte aber auch von der Oberflache stammen.

o Das detektierte Signal ist Fluoreszenz, da beim Bestrahlen Photobleichen
beobachtet wird. Die Fluoreszenz muf} jedoch von relativ kleinen Molekulen
stammen, da Graphit und sehr grol3e kondensierte Systeme wie Kohlenstoff-
Nanorohren keine Fluoreszenz zeigen.

« Auch an anderen Farbstoffen wurde schon beobachtet, dal} durch die
Einlagerung in Molekularsiebe sehr breite Fluoreszenzspektren erhalten
werden [Binder1997].
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4.7.2 Photoprodukt von Rhodamin 6G

Der gebrauchliche Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G zeigt ein langwelliges
Photoprodukt, das nach intensiver Bestrahlung mit blauem Licht (Aex. = 442 nm) in
geringen Mengen entsteht. Abbildung 192 zeigt das Fluoreszenzspektrum von
Rhodamin 6G und des Photoprodukts.
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Abbildung 192: Nach intensiver Bestrahlung von Rhodamin 6G bildet sich ein
langwelliges Photoprodukt. Das Fluoreszenzmaximum des Photoprodukts liegt bei
etwa 660 nm.

Unter der Annahme eines realistischen Stokes-Shifts von ~40 nm liegt das
geschatzte Absorptionsmaximum des Photoprodukts bei etwa 620 nm. Eine
Anregung mit 633 nm ist zwar nicht optimal, aber dennoch moglich. Das
Photoprodukt kann nicht nur in PMMA erzeugt werden, sondern wird auch in den
M41S Fasern beobachtet. In diesen Fasern ist das Fluoreszenzmaximum des
Photoprodukts leicht kurzwellig auf 650 nm verschoben.

Es sind sogar einzelne Molekule des Photoprodukts detektierbar. In einer mit viel
Farbstoff beladenen PMMA Probe (10 molar) sind mit einer Anregungswellenlénge
von 633 nm schwach leuchtende Einzelmoleklle erkennbar deren
Fluoreszenzmaximum auch bei etwa 660 nm liegt. Es handelt sich hierbei nicht um
die Ublichen Verunreinigungen, da die Konzentration der einzelnen
Photoproduktmolekiile klar vom Beladungsgrad des Rhodamin 6G Farbstoffes
abhangt. Vermutlich wurden schon bei der Lagerung und der Verarbeitung des
Farbstoffs einige Molekile durch das Umgebungslicht in das Photoprodukt
umgewandelt. Die langwellige Verschiebung des Photoprodukts kann nicht mit einem
einfachen Modell erklart werden, da bei den Ublichen photochemischen Reaktionen
der Chromophor verkleinert wird, was nur zu kurzwelligen Verschiebungen fuhrt.
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4.7.3 Photoprodukt von TDI

Nach intensiver Bestrahlung einer mit viel TDI beladenen PMMA Probe (~10"° molar)
entsteht ein kurzwellig fluoreszierendes Photoprodukt. Abbildung 193 zeigt die
Fluoreszenzspektren von TDI jeweils vor und nach langerer Bestrahlung mit 633 nm.
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Abbildung 193: Fluoreszenzspektren von vielen TDI Molekulen in PMMA vor- und
nach langerem Bestrahlen mit 633 nm. Es bildet sich ein Photoprodukt, das mit
442 nm angeregt werden kann und ein Fluoreszenzmaximum von etwa 560 nm
besitzt.

Das Fluoreszenzmaximum des Photoprodukts liegt bei etwa 560 nm. Das kurzwellig
verschobene Photoprodukt entsteht vermutlich durch eine photochemische Reaktion,
die das konjugierte elektronische System des Chromophors teilweise zerstort. Von
dem ahnlich aufgebauten Terrylen wird vermutet, da® es mit Sauerstoff Uber ein
Endoperoxid das Diepoxyperrylen bildet, dessen Spektrum etwa 40 nm kurzwellig
verschoben ist [Christ2001].

4.8 Fluoreszenzspektren von einzelnen Molekiulen

Um ein Fluoreszenzspektrum eines einzelnen Molekuls zu bestimmen, sind mehr
detektierte Photonen notwendig als fur eine grobe Positionsbestimmung. Wird ein
Signal zu Rauschen Verhaltnis von 10 angestrebt, so sind aufgrund der Zahlstatistik
in jedem Kanal mindestens 100 detektierte Photonen notwendig. Bei einem 50 nm
breiten Fluoreszenzspektrum werden bei einem Detektionsinterval von 2 nm 25
Kanale beleuchtet. Insgesamt sind daher fir ein Fluoreszenzspektrum mindestens
2000 detektierte Photonen ndétig. Bei typischen Fluoreszenzraten von einzelnen
Molekulen im konfokalen Mikroskop von 20 000 detektierten Photonen pro Sekunde,
kann in weniger als einer Sekunde ein vernunftiges Fluoreszenzspektrum
aufgezeichnet werden.
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Die Fluoreszenzspekiren der einzelnen Moleklle dienen zum einen dazu, die
richtigen Molekiule zu identifizieren und zum anderen Artefakte durch
Verunreinigungen zu eliminieren. Dabei ist jedoch zu beachten, dal} identische
Molekile in  geringfugig verschiedenen = Umgebungen  unterschiedliche
Fluoreszenzspektren besitzen kdnnen. Diese Heterogenitat in der Energiedifferenz
zwischen Grund- und angeregtem Zustand kann dadurch mit
Einzelmolekullspektroskopie explizit untersucht werden. Daher kann die Frage
beantwortet werden, welcher Anteil der Breite des Spektrums von vielen Molekulen
durch die Heterogenitat der Einbaulagen, und welcher durch die Linienbreite des
einzelnen Molekuls hervorgerufen wird.

48.1 TDIlin PMMA

Abbildung 194 =zeigt Fluoreszenzspektren von verschiedenen einzelnen TDI
Molekulen in PMMA.
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Abbildung 194: Verschiedene Fluoreszenzspektren einzelner TDI-Molekule in PMMA.

In diesem Fall wurde mit 594 nm angeregt, mit einem Gitter dispergiert und mit einer
stickstoffgekihlten CCD etwa 10 s integriert. Die Form der Fluoreszenzspektren
reicht von breit und unstrukturiert bis hin zu gut aufgelésten Schwingungsstrukturen.
Die Halbwertsbreite des 00-Ubergangs (kurzwelligste Bande) ist bei den
verschiedenen einzelnen Molekulen Uber einen Bereich von etwa 18 nm bis 35 nm
verteilt; der Mittelwert betragt etwa 28 nm (viele Molekule). Die Lage der
Fluoreszenzmaxima ist auf einen etwa 35 nm weiten Bereich zwischen 655 und
690 nm verteilt. Der Mittelwert, der bei der Beobachtung vieler Molekule erhalten
wird, liegt bei 662 nm. Der Abstand des 00-Ubergangs zur Schwingungsbande bei
etwa 725 nm betragt nahezu immer 1355+10 cm™.
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4.8.2 Spektrale Dynamik von TDI in PMMA

Aufgrund der hohen Photostabilitdt von TDI in PMMA ist es moglich, eine grolle
Anzahl von Fluoreszenzspektren eines einzelnen Molekuls aufzuzeichnen. Dadurch
kann das dynamische Verhalten der Fluoreszenzspektren untersucht werden.

Es werden mehrere Serien aufgenommen, in denen einige zehntausend Spektren
mit einer zeitlichen Abfolge von 25-35 ms enthalten sind. Trotz der kurzen
Belichtungszeit eines einzelnen Spektrums ist die Qualitdt der Spektren sehr gut.
Abbildung 195 zeigt ein Fluoreszenzspektrum eines einzelnen TDI Molekils mit einer
Belichtungszeit von nur 35 ms.
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Abbildung 195: Fluoreszenzspektrum eines einzelnen TDI-Molekils aus einer Serie
von 34000 Spektren. Die Belichtungszeit betragt nur 35 ms bei einer
Anregungsleistung von 34 uW. Mit drei GauBkurven kann das Spektrum
zufriedenstellend beschrieben werden.

Um aus der Vielzahl der Spektren quantitative Schlisse zu ziehen, ist es notwendig
interpretierbare  GroRen wie Fluoreszenzmaximum, Breite des 00-Ubergangs
(kurzwelligsten Ubergang), Abstand und Intensitdt der Schwingungsbande zu
extrahieren. Zur Anpassung von Gaullkurven an die Fluoreszenzspektren mussen
jedoch einige Punkte beachtet werden. Eine Anpassung von zwei Gaul3kurven
beschreibt das Spektrum sehr schlecht, bei der Wahl von drei Gaul3kurven tritt
jedoch das Problem auf, daR zwei GauBkurven den 00-Ubergang manchmal mit
zwei, etwa gleich guten Moglichkeiten beschreiben. Dadurch wirden in den
Anpassungen Fluktuationen auftreten, die real nicht vorhanden sind. Es ist daher
notwendig einige Parameter durch Voruntersuchungen zu bestimmen, und
vorzugeben. Zufriedenstellende Anpassungen werden erhalten, wenn die 1.
Schwingungsbande bei 320 cm™ mit einer Amplitude von 50% der Amplitude des 00-
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Ubergangs liegt. Die Breiten beider Schwingungsbanden werden 1,6 mal so groR wie
die Breite des 00-Ubergangs gesetzt. Als freie Parameter bleiben dann die Position,
Héhe und Breite des 00-Ubergangs, sowie die Position und Héhe der langwelligen
Schwingungsbande. In Abbildung 196 ist diese Anpassung mit 5 Parametern
dargestellt.
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Abbildung 196: Anpassung des Fluoreszenzspektrums aus Abbildung 195 mit nur 5
freien Parametern. Die Pfeile stellen diejenigen Parameter dar, die nicht optimiert
werden.

Zur Interpretation der Daten ist es wichtig, dal® der Fehler der angepaliten Parameter
ausgegeben wird. Diese werden aus den Diagonalelementen der Konvergenzmatrix
Ci und %2 berechnet und mit den Ergebnissen von Simulationen korrigiert (siehe
Kapitel 2.6.2.3).

Das Maximum des 00- Ubergangs in Abbildung 196 kann mit einer Genauigkeit von
besser als 0,3 nm bestimmt werden, was gut mit theoretischen Abschatzungen von
GaulRanpassungen ubereinstimmt [Bobroff1986].

Eine Zeitspur der angepaldten Parameter ist in Abbildung 197 dargestellt. In diesem
Molekul sind deutliche Veranderungen des Fluoreszenzspektrums beobachtbar.
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Abbildung 197: Verlauf  von Intensitat, Fluoreszenzmaximum und
Schwingungskopplung eines einzelnen TDI-Molekuls. Von diesem Molekul konnten
bis zu seinem irreversiblen Bleichen nach ~1200 s etwa 34000 Fluoreszenzspektren
aufgezeichnet werden.

Die unterschiedliche Breite der Spuren ist nicht auf ein Rauschen zurlckzuflhren,
sondern auf Fluktuationen zwischen mehreren Zustanden wie in dem kurzen
Ausschnitt der Zeitspuren in Abbildung 198 ersichtlich ist.
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Abbildung 198: 10 Sekunden Ausschnitt der Zeitspur aus Abbildung 197.

Die Ursachen fur diese Fluktuationen sind nicht bekannt. Die folgende Analyse der
Fank-Condon-Zustande kann aber zumindest die physikalischen Prozesse dieser
Fluktuationen beschreiben.

4.8.2.1 Franck-Condon-Zustande

Die Populationen der verschiedenen Fluoreszenzzustande werden zu einem Bild
verarbeitet, das die relative Lage zwischen Grundzustand SO und angeregtem
Zustand S1 gemaly dem Franck-Condon-Prinzip beschreibt. Abbildung 199 zeigt die
Lage von SO und S1 in einem typischen Diagramm mit dem ortlicher Abstand der
Potentialkurven nach rechts und dem energetischen Abstand nach oben.
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Abbildung 199: Franck-Condon Schema. Bei

X
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Der energetische Abstand bestimmt die Lage des Fluoreszenzmaximums, der
Ortliche Abstand bestimmt die Intensitat der Fluoreszenz in Schwingungszustande.

Durch die Analyse von vielen Fluoreszenzspektren eines einzelnen Molekuls kdnnen
Anderungen in der relativen Lage des S1-Zustandes dargestellt werden (Antragen
des Fluoreszenzmaximums gegen die Schwingungskopplung). Dadurch sind
verschiedene Franck-Condon Zustande darstellbar. Abbildung 200 zeigt dieses
Vorgehen anhand von 194 Fluoreszenzspektren.
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Abbildung 200: Schwingungskopplung und Maximum der 00-Fluoreszenz von 194

Spektren. Der Fehler in der Schwingungskopplung betragt etwa 10%, das
Fluoreszenzmaximum kann auf etwa 0,2 nm bestimmt werden.
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In diesem Molekll variiert der energetische Abstand von SO und S1 um fast 20 nm.
Die  Schwingungskopplung dagegen andert sich, im Rahmen der
Bestimmungsgenauigkeit von etwa 10%, hier nur geringfiigig.

Kénnen mehr als etwa 1000 Fluoreszenzspektren bis zum Photobleichen gemessen
werden, so ist die Bildung eines zweidimensionalen Histogramms vorteilhaft. Die
Kanalbreite fur die Bildung der Histogramme wird der Bestimmungsgenauigkeit der
einzelnen Fluoreszenzspektren angepal’t. Abbildung 201 zeigt die Franck-Condon
Zustande von etwa 1200 Fluoreszenzspektren eines TDI Molekils. Dieses Molekul
besitzt zwei deutlich getrennte Zustande.
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Abbildung 201: Zwei verschiedene Franck-Condon-Zustande. Die Darstellung oben

zeigt in zwei Wolken die Lage von 1200 Fluoreszenzspektren. Das zweidimensionale
Histogramm unten gibt die Haufigkeit der gemessenen Zustande an.

Mit dieser neu entwickelten Methode der Histogrammbildung von Franck-Condon-
Zustanden werden die Fluoreszenzspuren von mehreren TDI-Molekulen analysiert.

Die Abbildungen 202 und 203 zeigen die 8 besten zweidimensionalen Histogramme
von insgesamt 21 untersuchten Molekulen.

192



Schwingungskopplung | 1

oo

Schwingungskopplung | 1

oo

0.2 03 0.4 0.5 0.6 0.7 0,82 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

655 — 1 L L L L L L L L L L L 655
{1TDI14 1 TDI16 — g

6560 T = [ 660

665 3 I f [ 665
] I b [

670 3 F [ 670
g 1 ! 1 -

£ 675 c i [ 675
(] ] : ] [
(=)} ] . L
C 4 - L

© 680 + - 680
= ] ] u
2 ] ] N

g 685 F [ 585

go0 J F [ 690

595 J F [ 695

700 T [ 700

565 L L L [ 665
{1 TDI17 FTDI18 .

650 --t-_ I [ 660

665 F [ 685

670 F [ 670
£ 1 ] g

£ 675 ju 675
] ] ] N
[=] p n N
C 4 - 5

© ps0 F [ 680
= ] ] u
Ko} ] ] N

% 685 3 F E 695

690 —:-. F 690

695 T F 695

700 J [ 700

o5 Ao . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . [ 705
0.2 03 0.4 0.5 0.6 0.7 0,82 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

oo

Schwingungskopplung | 1

Schwingungskopplung | :

h'IEIEI

Wellenlange [nm]

Wellenlange [nm]

Abbildung 202: Franck-Condon-Zustande von verschiedenen TDI Molekulen. Alle
Molekule werden im gleichen Mal3stab dargestellt.
Links oben #14 aus 70000 Spektren: 3 bis 4 Zustanden zwischen 666 nm und 675
nm und einer Kopplung von 0,36 (leider stark Uberlagert, und daher schwer zu
sehen), kurz vor dem Bleichen zwei Zustande mit 666 nm - 0,50 und 662 nm - 0,57.

Rechts oben #16 aus 32000 Spektren: 4 Zustande mit definierten Wellenlangen
(658/660/664,5/667 nm), aber breiter Verteilung der Kopplung.
Links unten #17 aus 2800 Spektren: Ein sehr breit verteilter Zustand um 661 nm -

0,54.

Rechts unten #18 aus 100000 Spektren: Am Anfang 693 nm, am Ende bis zum
Bleichen 697 nm.
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Abbildung 203: Franck-Condon-Zustande von verschiedenen TDI Molekulen. Alle
Molekule werden im gleichen Malstab dargestelit.

Links oben #12 aus 23000 Spektren: Hauptzustand bei 680 nm mit selteneren
Ausreif3ern nach 691 nm.

Rechts oben #9 aus 8500 Spektren: Zwei etwa gleich wahrscheinliche Zustande, die
im Zeitraum von Sekunden wechseln.

Links unten #5 aus 58000 Spektren: Breiter Hauptzustand bei 677 nm - 0,3 und 3
weitere Zustande, die am Ende der Zeitspur besetzt werden 683,5/667/664 nm.
Rechts unten #13 aus 34000 Spektren: Mindestens 5 Zustande (siehe Zeitspuren in
den Abbildungen 197 und 198).

Einige Zustande Uberlagern sich sehr stark, so dal3 die Unterscheidung nur sehr
schwer sichtbar ist. Das Fluoreszenzspektrum von vielen TDI-Molekulen in PMMA
besitzt mit dem hier verwendeten Modell aus drei Gauldfunktionen eine
Ubergangswellenlange von 660 nm und eine Schwingungskopplung von 0,44. Im
Vergleich zu diesem mittleren Fluoreszenzspektrum sind die Spektren der einzelnen
Molekule meist um einiges langwelliger. Dies kann an der bevorzugten Selektion der
langwelligen Fluoreszenzspektren liegen, da bei den kurzwelligen
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Fluoreszenzspektren die Gefahr gesteht, dal® diese durch die FluoreszenZfilter
abgeschnitten werden.

Auffallend ist, da® die Schwingungskopplung bei groReren Wellenlangen abnimmt.
Dies ist bei verschiedenen Molekulen (z.B. #18) und auch bei verschiedenen Franck-
Condon-Zustanden eines Moleklls (z.B. #9) beobachtbar. Zwei Moleklle (#5, #14)
zeigen kurz vor dem Photobleichen eine kurzwellige Verschiebung um etwa 10 nm,
die mit einer verstarkten Schwingungskopplung verbunden ist.

4.8.3 MCM-41 mit Cy5

Trotz einer nur geringen Photostabilitat von Cy5 in MCM-41 kdnnen
Fluoreszenzspektren einzelner Farbstoffmolekile aufgezeichnet werden. Abbildung
204 zeigt 5 verschiedene Fluoreszenzspektren einzelner, kovalent an die Porenwand
von MCM-41 angebundener, Cy5 Molekiile.

Einzelne
Viele

1,54

-
o
1

Intensitat

0,5+

0,0

640 660 680 700 720 740 760 780
Fluoreszenzwellenla nge [nm]

Abbildung 204: Fluoreszenzspektren einzelner Cy5 Molekile in MCM41. Die dicke
Linie ist das Fluoreszenzspektrum einer Probe mit vielen Molekulen.

Die Maxima der Fluoreszenzspektren der einzelnen Molekile sind Uber einen
Bereich von 660 bis 680 nm verteilt. Das Fluoreszenzspektrum vieler Molekule liegt
mit 670 nm genau in der Mitte. Ahnlich dem Fluoreszenzspektrum in Ethanol (siehe
Kapitel 3.1.10.5) ist die Schwingungsbande bei etwa 720 nm nur als Schulter
vorhanden. Obwohl Lage und Form von Fluoreszenzspektren kein strikter Beweis flr
das Vorliegen von Cy5 Molekulen sind, kann jedoch mit gro3er Wahrscheinlichkeit
eine Verunreinigung mit anderen Farbstoffen ausgeschlossen werden.

Von einem Molekll war es mdglich bis zum irreversiblen Photobleichen 10

Fluoreszenzspektren im Abstand von einer Sekunde aufzunehmen. In Abbildung 205
ist sichtbar, dal} sich die Lage des Fluoreszenzmaximums mit der Zeit andert. Die
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Spektrale Diffusion von etwa 2 nm ist grol3er als die Genauigkeit der Bestimmung
des Maximums von etwa 0,5 nm.

| Cy5 kovalent in MCM41
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Abbildung 205: Zeitliche Anderung des Fluoreszenzmaximums von Cy5 in MCM41.
(}\.ex = 633 nm, |sp0t = 11“W)

4.8.4 AIPO,;-5 mit Oxazin Farbstoffen

Oxazin Farbstoffe die wahrend der Synthese in AIPO4-5 eingelagert werden, zeigen
zwar ein etwas schwacheres Fluoreszenzsignal als Cy5 in MCM-41. Jedoch ist die
Photostabilitat besser. Bei dem Farbstoff Oxazin 170 ist die kurzwellige Fluoreszenz
bei etwa 655 nm problematisch da bei einer Anregung mit 633 nm die
FluoreszenZfilter bis etwa 645 nm sperren. Ein Fluoreszenzmaximum unter 650 nm
kann daher mit dieser Anregungswellenlange nur ungenau bestimmt werden.
Beispiele von Fluoreszenzspektren einzelner Oxazin Farbstoffe in AIPO4-5 sind in
den Abbildungen 206, 207 und 208 aufgefuhrt.
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Abbildung 206: Fluoreszenzspektren 5 einzelner Oxazin 1 Molekile in AIPO4-5.
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Abbildung 207: Fluoreszenzspektren einzelner Oxazin 170 Molekile. Da die
Spektren relativ nahe beieinander liegen, wurden die Mel3werte (Fir eine Kurve sind
diese als Punkte dargestellt) durch Gaul3kurven geglattet. Das Fluoreszenzspektrum
von vielen Molekulen ist dick eingezeichnet.

197



1.0 Oxazin 750 AIPO,-5

0,8 4

o
[«
1

Fluoreszenz

o
~
1

0,2 -

‘ T T T T T T T T . T
640 660 680 700 720 740 760 780
Wellenlange [nm]

Abbildung 208: Fluoreszenzspektren einzelner Oxazin 750 Molekile in AIPO4-5. Das
Fluoreszenzspektrum von vielen Molekulen ist dick eingezeichnet.

Die Maxima der Fluoreszenzspektren sind bei Oxazin 1 und Oxazin 170 Uber einen
relativ kleinen Bereich verteilt 654-670 nm (662+8) bei Oxazin 1; 650-658 nm (654+4)
bei Oxazin 170. Die Fluoreszenzspektren von einzelnen Oxazin 750 Molekllen
dagegen sind Uber einen weiten Bereich (667+18) von 650 bis 685 nm verteilt. Einige
Spektren der einzelnen Oxazin 750 Molekile sind stark zu kirzeren Wellenlangen
verschoben. Die schlechte Ubereinstimmung mit dem mittleren Spektrum von vielen
Molekuilen wird dadurch erklart, dal® besonders die lichtstarken und langlebigen
Molekule fur die Aufnahme der Fluoreszenzspektren ausgewahlt wurden. Unter der
Annahme, dall der Stokesshift der Molekule anndhernd konstant bleibt, kdnnen
einzelne Oxazin 750 Molekule, die bei etwa 700 nm fluoreszieren, mit dem Laser mit
Ahex = 633 nm nur relativ schwach angeregt werden.

An den Fluoreszenzspektren von Oxazin 750 ist gut die Verbreiterung des Spektrums
bei vielen Molekulen beobachtbar. Die Breite bei halber Hohe des
Fluoreszenzspektrums vieler Molekule betragt etwa 45 nm, wahrend die Breite der
Spektren einzelner Molekile oft nur etwa 20 nm betragt. Da die Form der
Fluoreszenzspektren einzelner Oxazin 750 Moleklle aber immer noch gaul3formig
(und nicht lorenzférmig wie sie aufgrund der Unscharfe der Fluoreszenzniveaus
werden konnten) sind, ist die Breit von spektraler Diffusion bestimmt. Nur spektrale
Diffusion, die langsamer als die Detektionsrate der Fluoreszenzspektren ist (d.h.
etwa im Sekundenbereich) kann hier detektiert werden.

GroRe Anderungen im Fluoreszenzspektrum kénnen an dem Oxazin 1 Molekil in
Abbildung 209 direkt beobachtet werden.
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Abbildung 209: Starke Anderung des Fluoreszenzspekirums eines einzelnen
Oxazin 1 Molekuls nach etwa 3 Sekunden.

Bei einer solch groBen Anderung der Ubergangsenergie wird vermutlich der
Chromophor chemisch verandert. Bei einem anderen Oxazin 1 Molekul konnte neben
dem Fluoreszenzsprung auch die Orientierung aufgezeichnet werden (siehe Kapitel
4.9.2.2). Bei geringeren spektralen Anderungen muf die Position des Maximums und
dessen Fehler analysiert werden. Zwei Beispiele sind in den Abbildungen 210 und
211 dargestellt.
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Abbildung 210: Zeitliche Veranderungen des Fluoreszenzmaximums von Oxazin 170
in AIPO,4-5. Die Spektren wurden in Abstand von 1 s aufgenommen.

.
e

680 T | — T T T T
10 20 30 40

687 -
686 —-
685
684 -
683 -

682 —

Fluoreszenzmaximum [nm]

681

50 60 70 80

# Fluoreszenzspektrum [1s]

Abbildung 211: Zeitliche Veranderungen des Fluoreszenzmaximums von Oxazin 750
in AIPO4-5.

Im ersten Beispiel wird im Fluoreszenzspektrum von Oxazin 170 nach 36 Sekunden
deutlich ein plétzlicher Sprung von etwa 3 nm beobachtet (An genau diesem Molekil
werden in Kapitel 4.4.3.1 auch Triplettraten bestimmt). Im zweiten Beispiel liegen die
Schwankungen des Fluoreszenzmaximums Anfangs in Rahmen der Melgenauigkeit,
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doch gegen Ende der Lebensdauer des Oxazin 750 Molekils treten Schwankungen

auf, die sicher uber dem Bestimmungsfehler liegen.

Die Analyse der Franck-Condon Abstande flir sechs verschiedene Oxazin 750

Molekdle ist in Abbildung 212 dargestellt.
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Abbildung 212: Franck-Condon-Zustande von sechs einzelnen
Molekulen in AIPO4-5.

Zur besseren Darstellung sind die beiden oberen Diagramme in einem anderen
Malstab gezeichnet. Aus den Diagrammen ist ersichtlich, da® zwischen den
Molekulen sehr groRe Unterschiede auftreten. Die Lage des Fluoreszenzmaximums
reicht von 650 nm bis 685 nm, die Schwingungskopplung ist relativ klein und
Uberstreicht einen Bereich von etwa einer halben GroRRenordnung (0,1 bis 0,45).
Wahrend geringe Anderungen des Fluoreszenzmaximums in fast allen Fallen sicher
bestimmbar sind, ist eine Anderung der Schwingungskopplung aufgrund ihres
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grolRen Fehlers nur selten nachweisbar (z.B. bei Molekll Ox750b links unten). Zwei
diskrete Franck-Condon-Zustande sind gut an dem einen langlebigen Oxazin 170
Molekul aus Abbildung 210 nachweisbar. Die entsprechende Franck-Condon-Flache
ist in Abbildung 213 dargestelit.
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Abbildung 213: Franck-Condon-Zustande eines einzelnen Oxazin 170 Molekuls in

AIPO4-5. An den beiden Spektren unmittelbar vor und nach der Anderung sind
exemplarisch die Bestimmungsfehler eingezeichnet.

Insgesamt einsteht der Eindruck, dal® zwar bei dem groRReren Farbstoffmolekilen
(Oxazin 750) die Parameter der Fluoreszenzspektren wie Fluoreszenzmaximum und
Schwingungskopplung tber einen gréReren Bereich verteilt sind, groe Anderungen
jedoch eher bei den kleineren Farbstoffmolekilen (Oxazin 1) auftreten. Dies paf’t zu
dem Bild, dal} die grol3en Farbstoffmolekule, die sicher nicht in die Poren von AIPO4-
5 passen, gepref3t und unbeweglich in Mesoporen sitzen, wahrend die kleineren
Molekule vom Festkdrper weniger beeinflut werden und beweglicher sind.

4.8.5 Monolith mit TDI

Durch die Synthese mit einem FlUssigkristall sind sehr grof3e, glasartig Stlicke eines
mesoporésem Festkorpers (M41S Monolith) hergestellt worden. In diesem sind
neben diffundierenden TDI Molekulen auch einige immobile beobachtet worden
(siehe Kapitel 4.4.7). An solchen, nicht frei diffundierenden Molekilen, wurden schon
in Kapitel 4.6.7 Orientierungsuntersuchungen durchgefihrt.

Eine Auswahl von 5 Fluoreszenzspektren ist in Abbildung 214 dargestellt.
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Abbildung 214: 5 verschiedene Fluoreszenzspektren von TDI im M41S Monolith. Die
Maxima der Spektren sind Uber einen weiten Bereich von 650 nm bis 685 nm verteilt.

Ahnlich wie in der PMMA Umgebung (siehe Abbildung 194) sind die Maxima der
Spektren Uber einen weiten Bereich verteilt. Aufgrund der geringen Ld&slichkeit von
TDI im Templat der Poren ist es in dieser Umgebung nicht mdglich, ein
Fluoreszenzspektrum von vielen Molekulen aufzuzeichnen. Jedoch ist das Maximum
der Summe aller untersuchten Molekile bei 659+2 nm zu finden. Die abgebildeten
stark langwellig verschobenen Fluoreszenzspektren stellen also eher die Ausnahme
dar. Durch Anpassen der aufgezeichneten Fluoreszenzspektren mit passenden
GaulRkurven (gleiches Modell mit 3 Gaulkurven und 5 Parametern wie bei der
Untersuchung von TDI in PMMA) kann das Fluoreszenzmaximum je nach
Signalstarke auf etwa 1 bis 2 nm bestimmt werden. Abbildung 215 zeigt an den
Zeitspuren von 3 TDI Molekulen, dal in den Proben eine Spektrale Diffusion von
etwa 2 bis 5 nm vorhanden ist, die knapp Uber der Bestimmungsgenauigkeit liegt.
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Abbildung 215: Spektrale Diffusion von drei TDI Molekulen im M41S Monolith.
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48.6 UTD-1 mit TDI

Der Farbstoff TDI konnte aus der Lésung in kalzinierte UTD-1 Kristalle eingebracht
werden. In Kapitel 4.6.8 konnte schon gezeigt werden, dal® die einzelnen TDI
Molekule sehr gut entlang der langen Kristallachse und damit der Porenrichtung
ausgerichtet sind. Die Fluoreszenzspektren von 5 einzelnen Molekllen sind in
Abbildung 216 dargestellt.

— T T T T+ T T T T T
1.0 TDI/ UTD1

0,8 -

0,6 -

0,4 -

Fluoreszenz

0,2 -

0,0 +—=
640 660

I I I I
680 700 720 740 760

Wellenlange [nm]

Abbildung 216: Fluoreszenzspektren von einzelnen TDI Molekulen in UTD1.

Die Maxima der Spektren sind Uber einen Bereich von 25 nm um 684 nm verteilt. Im
Vergleich zum mittleren Fluoreszenzspektrum in PMMA (Amax = 660 nm) sind diese
Fluoreszenzspektren stark langwellig verschoben. Dies ist aber nicht besonders
ungewohnlich, da auch in PMMA die einzelnen Fluoreszenzspektren bis 700 nm
verschoben sind. Auffallend ist die nur schwach ausgepragte Schwingungsbande bei
etwa 750 nm, die nur eine Schwingungskopplung von ~ 0,1 erreicht (lyi, / loo im zuvor
beschriebenen Modell mit 3 Gauldfunktionen und 5 Parameter).

Auch zeitliche Anderungen des Fluoreszenzspektrums werden beobachtet.

Abbildung 217 zeigt wie sich nach etwa 100 Spektren das Fluoreszenzmaximum
deutlich um 5 nm verschiebt.
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Abbildung 217: Zeitlicher Verlauf des Fluoreszenzmaximums eines TDI Molekdls in
UTD1. Nach etwa 100 Spektren verschiebt sich das Maximum langwellig um etwa 5
nm.

4.8.7 Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigt dieses Kapitel, dal} die Fluoreszenzspektren von einzelnen
Molekulen viel mehr Informationen enthalten als das Ensemble. Neben statischen
Verschiebungen des Fluoreszenzmaximums kann fast immer auch Spektrale
Diffusion beobachtet werden. Die zeitlichen Anderungen in den Fluoreszenzspektren
kénnen durch eine Anderung der Frank-Condon-Zusténde beschrieben werden.

4.9 Gleichzeitige Messungen mehrerer Parameter an
einzelnen Molekulen

Die verschiedenen Melimethoden (Intensitatsdynamik, Orientierung und
Fluoreszenzspektren) kdnnen auch kombiniert werden. Daflir werden die Messungen
gleichzeitig durchgefuhrt. Einige Kombinationen sind jedoch weniger geeignet. So
wird bei der Orientierungsbestimmung die Anregungsleistung aufgrund der Drehung
der Anregungspolarisation stark moduliert, wodurch eine Analyse der
Intensitatsdynamik  schwierig wird. Die gleichzeitige = Aufzeichnung von
Fluoreszenzspektren dagegen ist sehr gut modglich. Dazu wird etwa 50 % des
Fluoreszenzlichtes in den Spektrographen abgezweigt.
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4.9.1 Fluoreszenzdynamik und Fluoreszenzspektren

Sehr gut kombinierbar ist die Aufzeichnung von Zeitspuren mit us Zeitauflésung mit
der Aufnahme von Fluoreszenzspektren. Aus den Zeitspuren konnen dynamische
Prozesse des Farbstoffmolekils wie die Triplettraten mit den gleichzeitig detektierten
Fluoreszenzspektren verglichen werden.

Als Testsystem wird das bewahrte TDI in PMMA verwendet. Gleichzeitig zu der
Aufnahme der Zeitspur mit einer Zeitauflosung von 10pus werden
Fluoreszenzspektren im Abstand von 30,1 ms detektiert. Abbildung 218 zeigt den
zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzintensitat und die Maxima der Fluoreszenzspektren
des einzelnen Molekiils.
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Abbildung 218: Zeitspur (oben) und Fluoreszenzmaximum (unten) eines einzelnen
TDI Molekils in PMMA. Bei etwa 9 s blinkt das Molekuls kurz, bei etwa 59 s ist ein
kurzer spektraler Sprung erkennbar und nach 70 s bleicht das Molekul. (A = 633 nm,
34uW an der Probe).

Bei etwa 59 s ist deutlich eine kurze Anderung des Fluoreszenzmaximums
detektierbar. In Abbildung 219 ist dieser Ausschnitt zusammen mit den
entsprechenden Fluoreszenzspektren vergrofRert dargestellt.
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Abbildung 219: Spektraler Sprung von etwa 5 nm im Fluoreszenzspektrum von TDI,
der etwa 0,5 s andauert. Oben ist der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzmaxima,
unten sind die gemittelten Spektren vor- und wahrend des Sprungs angegeben.

Da die Zeitspur mit einer hohen Zeitauflosung von 10 us aufgezeichnet wurde,
kénnen vor und wahrend dem Spektralen Sprung die Triplettraten ermittelt werden.
Dazu werden, wie im Kapitel 4.4.2 beschrieben, Histogramme von den Pausen und
Anzeiten der Fluoreszenzintensitat ermittelt. Abbildung 220 zeigt diese Histogramme
fur die gesamte Zeitspur und fir die Zeit wéahrend der Anderung des
Fluoreszenzspektrums.
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Abbildung 220: Histogramme der Anzeiten (ausgefullte Symbole) und Auszeiten
(leere Symbole) in der gesamten Zeitspur (Quadrate) und wahrend der spektralen
Anderung (Kreise). Die MeRwerte werden unter AusschluR der ersten 3 Punkte
(verfalscht durch Untergrundsignal / Poissonstatistik) monoexponentiell angepalit.

Eine exponentielle Anpassung flhrt direkt zur Triplettzerfallszeit t,ys = t31 und zur
effektiven  Triplett-Besetzungszeit tyn. Die Triplettzerfallszeit ist von der
Anregungsrate unabhangig, so dald eine geringe, aber deutlich Uber dem Fehler
liegende Verkirzung um 8% (von 61,5 ps auf 56,8 us) wahrend der spektralen
Anderung nachgewiesen werden kann. Zur Berechnung der Intersystem-crossing-
Rate k23 muld aber zusatzlich noch die Anregungsrate bekannt sein. Diese kann sich
jedoch wahrend der spektralen Anderung auch verandern, so dal eine gering
veranderte Intersystem-crossing-Rate hier nicht zweifelsfrei bestimmt werden kann.
Das Hauptproblem ist hier die Tatsache, dal® wahrend eines Zeitraums der
Intensitatsmessung von 10 ys nur zwischen Anwesenheit und Abwesenheit von
Fluoreszenzphotonen unterschieden werden kann, nicht jedoch die exakte Anzahl
der Photonen. Eine Abschatzung mit einem gleichzeitig angeschlossenen
Frequenzzahler, der eine mittlere Zahlrate von 450 kHz an der Photodiode anzeigt,
ergibt, da® wahrend den Anzeiten des Moleklls etwa 4,5 * tan/taus = 11 Photonen in
10 us registriert werden.

Da diese Messungen sehr grolde Photonenraten im Bereich von 1 MHz bendtigen,
die bisher an Farbstoffmolekilen in den pordsen Kristallen nicht erreicht werden
konnten, sind von diesen Proben hier keine Resultate vorhanden. Es konnte jedoch
in Zukunft versucht werden, kurze Teilstlicke der Zeitspur statistisch Uber die
Fluoreszenzkorrelationsfunktion zu analysieren, um damit Anderungen in der
Triplettdynamik zu bestimmen.
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4.9.2 Orientierung und Fluoreszenzspektren

Auch zur gleichzeitigen Aufnahme von Molekulorientierung und Fluoreszenzspektrum
wird das Fluoreszenzlicht in zwei gleichstarke Strahlen aufgeteilt und von der SAPD
und dem Prismenspektrographen detektiert. Um zu vermeiden, dal} die Spektren
durch eine unterschiedliche Anregungspolarisation beeinfluRt werden, wird die
Spektrenaufnahme so synchronisiert, dal3 in jeder Polarisationsdrehung genau ein
Spektrum aufgezeichnet wird. Dazu wird des elektrische Signal des
Transmissionsdetektors von einem Oszillographen (Tektronix2465B) verfolgt, dessen
Triggerung so eingestellt wird, dal® jede Periode zu einem Triggerereignis fuhrt. Der
TTL Ausgang der Triggerung wird mit dem Sync-Eingang der CCD Kamera
verbunden. Dadurch kann erreicht werden, dal} in jeder Periode ein Triggerereignis
auslost wird, welches dazu flhrt, dall ein Spektrum ausgelesen wird. Die Zeit fir eine
Polarisationsperiode und damit flr ein Fluoreszenzspektrum betragt etwa 400 ms.
Abbildung 221 zeigt den schematischen Aufbau.
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Abbildung 221: Schematischer Aufbau zum synchronisietem Messen von
Orientierung und Fluoreszenzspektrum.

4.9.2.1 TDIlim Monolith

Neben den diffundierenden TDI Molekulen, treten im M41S Monolith zu etwa 10%
immobile Molekule auf, von denen 22 eingehend untersucht wurden. Nur in zwei
Fallen konnte entweder eine spektrale Anderung oder eine Umorientierung detektiert
werden. Die gleichzeitige Anderung von Orientierung und Fluoreszenzspektrum ist in
nur einer statistisch unsicheren Messung aufgetreten. Dagegen sind mehrere
Gegenbeispiele vorhanden, die keine Korrelation zwischen Orientierung und
Spektrum zeigen. Abbildung 222 zeigt den zeitlichen Verlauf der Orientierung und
der Maxima der Fluoreszenzspektren eines einzelnen TDI Molekils im M41S
Monolith.
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Abbildung 222: Zeitlicher Verlauf der Orientierung und der Fluoreszenzmaxima eines
nicht diffundierenden TDI-Molekulls im M41S Monolith. Zu den schraffierten Zeiten
befand sich das Molekul in einen Auszustand. Die beiden dunnen Linien Uber und
unter der Orientierungskurve geben die Bestimmungsgenauigkeit an.

Das Molekll, das auch dreimal blinkt, kann in mindestens drei verschiedenen
Orientierungen detektiert werden. Bei 16 s und 17,5 s sind deutliche
Umorientierungen vorhanden, die nicht mit einer signifikanten Anderung der
Fluoreszenzspektren korrelieren. Dagegen sind zwischen 18 s und dem irreversiblen
Bleichen bei 28 s einige spektrale Anderungen auszumachen, die aber wiederum mit
keiner signifikanten Drehung des Moleklls zusammenhangen. Die Originalmel3kurve
mit den beiden Umorientierungen bei 16 s und 17,5 s ist in Abbildung 223 dargestellt.
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Abbildung 223: Fluoreszenzzeitspur der Orientierungsmessung (dinne Linie) mit den

drei verschiedenen phasenverschobenen Orientierungen des Molekuls (dicke
Linien).

Bei einem anderen Molekul ist nach 17 s ein deutlicher Sprung im
Fluoreszenzspektrum erkennbar (siehe Abbildung 224).
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Abbildung 224: Zeitlicher Verlauf der Orientierung und der Fluoreszenzmaxima eines
nicht diffundierenden TDI-Molekils im M41S Monolith. Die beiden dinnen Linien
Uber und unter der Orientierungskurve geben die Bestimmungsgenauigkeit an. Bei
12 s ist der unsichere Fall einer Korrelation zwischen 2,5° Umorientierung und 2 nm
spektraler Anderung.
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Doch auch in diesem Fall ist keine Umorientierung zum gleichen Zeitpunkt
nachweisbar. Wenige Sekunden vorher war vermutlich eine sehr geringe
Orientierungsanderung von 2,5° vorhanden, die beim Rucksprung bei 12 s mit einer
geringen Verschiebung des Fluoreszenzspektrum verbunden ist. Die gute
Winkelauflésung ist leider mit einer verschlechterten Zeitauflosung verbunden, da
dann die Kurvenanpassung uber einen groeren Zeitraum vorgenommen wird.
Dadurch verbreitern sich die mdglicherweise sehr schnellen Winkelanderungen bei
6 s und 12 s auf einen Zeitraum von etwa 1 s.

49.2.2 Oxazin-1in AIPO4-5

Es konnte keine Zeitspur einer Orientierungsénderung gleichzeitig mit den
Fluoreszenzspektren von Oxazin 1 in AIPO4-5 aufgezeichnet werden. Von den
beiden festgestellten Umorientierungen in Kapitel 4.6.6 existieren leider keine
Fluoreszenzspektren. Auch wahrend dem einen, 26 nm weiten spektralen Sprung in
Kapitel 4.8.4 sind keine Orientierungsdaten vorhanden. In den MeRdaten von 20
Molekulen, die gleichzeitig auf ihre Orientierung und ihr Fluoreszenzspektrum
untersucht wurden, ist leider keine einzige deutliche Umorientierung registriert
worden.

Schwache spektrale Anderungen werden jedoch 6fters beobachtet. Abbildung 225
zeigt ein Oxazin 1 Molekil, das z.B. bei 30s signifikante Anderungen im
Fluoreszenzspektrum aufweist. Jedoch ist zu diesem Zeitpunkt in der Orientierung
des Molekiils mit einer Genauigkeit von ~10° keine Anderung feststellbar.
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Abbildung 225: Zeitlicher Verlauf der Orientierung und des Fluoreszenzmaximums
eines einzelnen Oxazin 1 Molekills in AIPO4-5. Der Orientierungswinkel kann in
Rahmen der Bestimmungsgenauigkeit von 10° als konstant angesehen werden.
Geringe Anderungen des Fluoreszenzmaximums sind jedoch vorhanden (z.B. bei 30
s, 34 s).
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In einem Fall kann jedoch ein deutlicher spektraler Sprung eines Oxazin 1 Molekdls
von +20 nm beobachtet werden (siehe Abbildung 226).

I T 1 T 1 T 1 T 1 T 1
640 660 680 700 720 740
Wellenléange [nm]

Abbildung 226: Spektraler Sprung von 20 nm eines einzelnen Oxazin 1 Moleklls in
AIPO4-5.

Obwohl sich die Gesamtintensitat der Fluoreszenzspektren nach dem Sprung fast
halbiert, kann das Vorhandensein von zwei Molekulen ausgeschlossen werden, da
sich bei ~670 nm die Fluoreszenzintensitat nach dem Sprung sogar erhoht.

Doch kann auch hier gleichzeitig zum spektralen Sprung keine Umorientierung
beobachtet werden. Mit einer Genauigkeit von +3° bleibt die Orientierung des

Molekiils wahrend der Anderung in Fluoreszenzspektrum konstant (siehe Abbildung
227)
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Abbildung 227: Gleichzeitige Detektion von Orientierung und Fluoreszenzspektren
von Oxazin 1 in AIPO4-5. Wahrend dem spektralen Sprung von 20 nm bleibt die
Orientierung des Molekuls mit einer Genauigkeit von +3° konstant.

Eine Erklarung fur dieses Verhalten ist die Bewegung des Gegenions des
kationischen Farbstoffes. Nach Abschatzungen von R. Brown [Brown] hat bei
geladenen Farbstoffen die Lage des Gegenions einen groRen EinfluR auf die
Fluoreszenzeigenschaften. Dies wird derzeit im Rahmen einer Kooperation
untersucht.

49.3 Zusammenfassung

Bei der Umorientierung eines Farbstoffmolekils muf® sich auch die Umgebung neu
verteilen. In der neuen Position mul3 Platz geschaffen werden, wahrend die alte
Position mit Material aus der Umgebung aufgeflllt wird. Dadurch kann erwartet
werden, dal sich durch die geénderte Umgebung auch die Ubergangsenergie des
Molekuls andert. Bei unpolaren Farbstoffen ist jedoch nur eine geringe
Wechselwirkung mit der Umgebung vorhanden, womit die geringen spektralen
Anderungen bei der Umorientierung von TDI in dem M41S Monolithen gut erklart
werden kénnen. Jedoch sollten ionische Farbstoffe eine starke Wechselwirkung mit
ihrer polaren Umgebung besitzen und daher empfindlich auf eine veranderte
Ladungsverteilung der Umgebung reagieren. Hier konnte gezeigt werden, dal die
beobachteten spektralen Springe von Oxazin 1 in AIPO4-5 nicht mit einer
signifikanten Winkelanderung korreliert sind. Zwar sind nur wenige Beispiele
vorhanden, doch schon damit kann gezeigt werden, daR gleichzeitige Anderungen
wohl eher die Ausnahme sind. Dies bedeutet, dal3 ein Einfluld der Umgebung nicht
fur diese spektralen Spriinge verantwortlich gemacht werden kann.
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5 Grun fluoreszierendes Protein (GFP)

Im Rahmen der Doktorarbeit wurden auch fluoreszenzspektroskopische
Untersuchungen an GFP bei tiefen Temperaturen durchgefiihrt, von denen einige
Ergebnisse hier kurz vorgestellt werden. Bei kryogenen Temperaturen werden fast
alle Freiheitsgrade des Protein eingefroren, so dald auch metastabile Zustande
beobachtet werden konnen. Neben der Stabilisierung durch tiefe Temperaturen
konnen die verschiedenen Zustande von GFP auch genetisch stabilisiert werden.
Verschiedene genetisch stabilisierte Zustande konnen mit der
Tieftemperaturspektroskopie deutlich identifiziert und charakterisiert werden, da die
Spektren schmaler und besser aufgelost werden. Schlieldlich koénnen die
Zerfallsprozesse von metastabilen Zustdnden durch temperaturabhangige
Beobachtungen charakterisiert und deren Energiebarrieren bestimmt werden.

5.1 Grundlagen von GFP

Das Besondere an GFP ist die Eigenschaft, da} die Fluoreszenz allein von der
Aminosauresequenz bestimmt wird. Dadurch ist es genetisch codierbar und kann
uber gentechnische Methoden in den verschiedensten Zellen exprimiert werden
[Chalfie1994]. Mittlerweile sind durch genetische Mutationen Varianten hergestellt
worden, die fast den gesamten sichtbaren Spektralbereich abdecken. GFP hat
dadurch die Molekularbiologie revolutioniert und wird mittlerweile in einer
unuberschaubaren Anzahl von Anwendungen eingesetzt [Stearns1995] [Tsien1998].

Das GFP stammt aus der pazifischen Qualle Aequoera victoria, in der das Protein
blaue Emission aus den chemilumineszenten Photoprotein Aequorin in grine
Biolumineszenz verwandelt

5.1.1 Proteinstruktur

Die Struktur des GFP wurde durch Rontgenstrukturanalyse geldst [Brejc1997]. Sie
zeigt, dald der Chromophor in einem zylindrischen ‘Faly’ aus 11 B Faltblattstrangen
eingepackt ist (siehe Abbildung 228).

Das Fal} ist etwa 4 nm hoch und hat einen
Durchmesser von 2 nm. Eine zentrale o
Helix enthalt den Chromophor, der aus drei
f,@fi Aminosauren Ser(65)-Tyr(66)-Gly(67) durch

Kondensation und Oxidation gebildet wird
[Niwa1996]. Der freie Chromophor besitzt
nur eine extrem geringe Fluoreszenz-
quantenausbeute. Erst aufgrund der
Fixierung in der Tertiarstruktur kann die

Abbildung 228: Tertiarstruktur von  hohe Fluoreszenzquantenausbeute von

GFP (Bandmodell). Der Chromophor  etwa 70 % erreicht werden.

(Kalottenmodell) befindet sich im

Inneren der falBartigen Struktur.
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5.1.2 Photophysik von GFP

Die elektronischen Zustande des Chromophors wurden von Boxer et al.
[Chattoraj1996] und Michel-Beyerle et al. [Lossau1996] durch Kurzzeitspektroskopie
und Tieftemperatur Untersuchungen aufgeklart. Eine Zusammenfassung der
Ergebnisse und eine Interpretation der Rontgenstrukturen findet sich in Brejc et al.
[Brejc1997]. Drei verschiedene Zustande des Chromophors kénnen auftreten (siehe
Abbildung 229). Der protonierte Zustand A absorbiert blaues Licht bei 400 nm. Der
angeregte Zustand A* fluoresziert jedoch nur sehr schwach, da er sehr schnell das
Proton der Phenylgruppe von Tyr66 abgibt und sich dadurch in den deprotonierten
Zustand I* umwandelt. Diese Umwandlung wird als 'Excited State Proton Transfer'
(ESPT) bezeichnet. Die uUberwiegende Fluoreszenz stammt somit nicht von A*,
sondern von I*. Der Grundzustand | zerfallt anschliefend meist wieder in die den
Grundzustand A. Daneben existiert noch ein stabiler anionischer Zustand B, der mit
blaugrinem Licht bei 470 nm angeregt werden kann und etwa die gleiche grine
Fluoreszenz besitzt wie der I* Zustand. Der | Zustand ist die nicht relaxierte Form des
B Zustandes.
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Abbildung 229: Drei Zustande beschreiben das Fluoreszenzverhalten von GFP. Der
protonierte Zustand RH (A), dessen deprotonierter Zustand, der nach dem ESPT
gebildet wird (1) und der relaxierte deprotonierte Zustand (B). Modifiziert aus
[Brejc1997].

Der Gleichgewichtszustand zwischen A,l und B ist von auferen Bedingungen wie
pH-Wert, Temperatur, Proteinkonzentration und genetischen Mutationen in der
Chromophorumgebung abhangig [Ward1982] [ Lossau1996] [Wiehler2002].

Tieftemperaturuntersuchungen an GFP wurde bisher bei Temperaturen Uber 77 K
[Chattoraj1996] [Lossau1996] [Thor2002] und bei 2K [Seebacher1999]
[Creemers1999] [Creemers2000] durchgefuhrt. Ziel der Untersuchungen bei tiefen
Temperaturen ist es verschiedene (stabile und metastabile) Zustdnde zu
identifizieren und hinsichtlich ihrer spektralen und dynamischen Eigenschaften zu
charakterisieren.

216



5.1.3 Theorie zur Tieftemperaturspektroskopie

Abbildung 230 zeigt schematisch die Form der Absorptions- und Emissionsspektren
eines einzelnen Molekils oder Subensembles und des inhomogen verbreiterten
Ensembles bei sehr tiefen Temperaturen.

Ensemble

ausgewahlte Stelle
oder einzelnes Molekdl

A

o7 .
vib-Ubergange 00-Ubergang| Phononenseitenbanden

Absorption <——3 Fluoreszenz
Abbildung 230: Absorptions- und Fluoreszenzspektren bei tiefen Temperaturen. Die

elektronischen Ubergénge kénnen bei tiefen Temperaturen sehr schmal werden
(untere schmale Linien). Jedoch kdnnen immer noch einige Gitterschwingungen
(Phononen) an die Ubergange ankoppeln. Im Ensemble tberlagern sich geringfligig
verschiedene elektronische Linien zu einem breiten Spektrum (obere breite Linien).

Bei tiefen Temperaturen kénnen die elektronischen Ubergange sehr schmal werden,
da die Kopplung an die Gitterschwingungen der Umgebung (Phononen) verringert
wird. Jedoch bleibt in den meisten Materialien im Ensemble eine gaufl3férmige
Verbreiterung der Banden erhalten, die durch den nicht perfekt homogenen Einbau in
den Festkorper hervorgerufen wird. Um diese inhomogene Verbreiterung zu
Uberwinden, kénnen neben der Tieftemperatur-Einzelmolekullspektroskopie und der
koharenten Technik des Photonenechos, auch Subensemble mittels spektralem
Lochbrennen oder Fluoreszenzlinienverschmalerung selektiert werden. Eine
Ubersicht tber die verschiedenen Methoden und MeRmadglichkeiten bietet der Artikel
von Skinner und Moerner [Skinner1996].

Beim spektralen Lochbrennen und der Fluoreszenzlinienverschmalerung
(fluorescence line narrowing, FLN) wird mit sehr schmalbandigen Lasern ein
Subensemble selektiert (unteres Spektrum in Abbildung 230). Dazu wird die Probe in
der Gegend der 00-Ubergadnge bestrahlt. Das Fluoreszenzspekirum dieses
Subensembles besitzt, neben den breiten Phononenbanden, schmale Linien der
vibronischen Ubergénge. Ein Beispiel fur solch ein FLN-Spektrum ist in
Abbildung 234 dargestellt. Bleicht der Farbstoff beim Bestrahlen, so entsteht ein
spektrales Loch, das bei der Aufnahme eines Absorptions- oder
Fluoreszenzanregungsspektrum detektiert werden kann. Ein Beispiel flr ein
spektrales Loch ist in Abbildung 233 angegeben.
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5.2 Experimenteller Aufbau

In einem Helium Durchflu-Kryostaten (Cryovac 5-07-2055B) werden bei etwa 2 K
und 1 mBar He Druck Fluoreszenzanregungs- (FLA) und Fluoreszenzspektren
aufgenommen. Fir eine ausfuhrliche Behandlung und Details zum Mef3aufbau siehe
[Augustin1998] [Seebacher1997].

5.2.1 Probensystem

Die hier verwendeten Proteine wurden von Jens Wiehler im Genzentrum der LMU-
Mudnchen gentechnisch hergestellt und gereinigt [Wiehler2001]. Die Proben werden
auf eine Konzentration von etwa 10°mol/ll in 65% Glyzerin zu 35% waRrige
Pufferlésung pH 6,5 verdinnt und in Quarzklvetten (abgeschmolzene Quarzrohre)
geflllt. Die ersten Messungen wurden in 1 mm dicken Glaskuvetten (Vitro-Dynamics)
durchgefuhrt. Diese zeigen jedoch bei 377 nm eine schwach fluoreszierende
Absorption. AuRerdem wurde an diesen Kulvetten eine unerwinschte
Energiespeicherung beobachtet, die dazu fuhrt, dall beim Aufwarmen einer zuvor mit
364 nm Licht bestrahlten Kuvette, ein Leuchten auftritt.

5.2.2 Fluoreszenzanregungsspektren (FLA)

Abbildung 231 zeigt den Aufbau flr Fluoreszenzanregungsspektren.
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Monochromator
sample
photon
counter
lenses
preamplifier
Ip-filter
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Abbildung 231: Aufbau zur Detektion von Tieftemperatur-Fluoreszenzanregungs-
spektren.

Fur die Fluoreszenzanregungsspektren wird das Licht einer Xe-Bogenlampe (150 W
Oriel 66002) mit einem Doppelmonochromator (Spex 1402 mit CD2B-Steuerung)
selektiert und auf die Probe gestrahlt. Die Linienbreite des Anregungslichtes betragt
etwa 0,03 nm. Unter einem Winkel von 90° wird das Fluoreszenzlicht eingesammelt,
und mit einem passenden Langpassfilter vom Anregungslicht abgetrennt. Bei der
Verwendung des Orangeglas Filters (OG550) kann bis zu einer
Anregungswellenlange von 530 nm gemessen werden. Die Detektion erfolgt mit
einem gekuhlten Photomultiplier (RCA C31034A), dessen Charakteristik Uber den
gesamten sichtbaren Bereich sehr gleichmalig verlauft und einem Photonen Zahler
(Stanford Research Systems SRS 400).
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5.2.3 Fluoreszenzspektren

Abbildung 232 zeigt den Aufbau fur Fluoreszenzspektren.
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Abbildung 232: Aufbau zur Detektion von Tieftemperatur-Fluoreszenzspektren.

Zur Aufnahme von Fluoreszenzspektren wird die Probe mit einem schwachen Strahl
aus einem Laser bestrahlt. Die Fluoreszenz wird unter einem Winkel von 90°
eingesammelt und mit einem Doppelmonochromator (Spex 1402) mit einer Auflésung
von etwa 0,03 nm aufgetrennt. Zur Detektion dient wieder das zuvor erwahnte
Photonen-Zahlsystem.

5.2.4 Temperatur-Ableitungs-Spektroskopie

Eine Methode, um die Verteilung der Barrieren eines aktivierten Prozesses zu
untersuchen, ist die Temperatur-Ableitungs-Spektroskopie (Temperature-derivative
spektroscopy: TDS) [Berendzen1990]. Diese wird hier verwendet, um die thermische
Stabilitat von metastabilen GFP-Zustanden zu bestimmen [Seebacher1999]. Wie von
Kohler und Friedrich gezeigt wurde [Kohler1987], kann die Verteilung der Barrieren
aus einem Aufheizexperiment bestimmt werden. Im einfachsten Modell nach
Arrhenius ist die Geschwindigkeit einer thermisch aktivierten Reaktion von der Hohe
der Barriere H und dem praexponentiellen Faktor Ko abhangig:

(95)

Bei einer Temperatur T werden daher nur diejenigen Barrieren Uberwunden, fur die
1/K Kkleiner ist als die experimentelle Zeit t. k, ist die Bolzmannkonstante. Die
maximale Barrierenhohe Hrt, die bei der Temperatur T in der experimentellen Zeit t
Uberwunden werden kann, ist demnach:

H, =k, -T-In(K,7) 6)

Man kann zeigen, dald die Parameter tau und Ko aufgrund des In nur einen sehr
geringen EinfluR auf die Barrierenhdhe besitzen. Unter der Annahme eines
Arrhenius-Faktors Ko, von 10" s (typische Schwingungsfrequenz) und einer
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experimentellen Zeit von t =70 s (typische Aufheizraten sind 1/7 K/s) ergibt sich ein
Zusammenhang von

H, ~32-k,T o)

Nach dieser Gleichung kann die Temperaturskala in eine Energieskala ungerechnet
werden.

Beobachtet man das Verschwinden eines fluoreszierenden Zustandes, so wird
dessen Signal von den noch nicht zerfallenen Molekulen gebildet. Es ergibt sich ein
temperaturabhangiges Signal S(T), aus dem die Verteilung der Barrieren f(H) durch
Bildung der negativen Ableitung bestimmt werden kann.

S(T)=1- JT‘f(H)dH
0 (98)

Experimentelle Beispiele fur diese Methode sind in Kapitel 5.3.2.3 aufgefluhrt.

5.3 Ergebnisse
5.3.1 Spektrales Lochbrennen

Hochaufgeloste Tieftemperaturspektroskopie ist nur bei relativ schwacher Elektron-
Phonon-Kopplung moglich [Friedrich1980]. Daher soll hier GFP auf die Mdglichkeit
von spektralem Lochbrennen untersucht werden. Dazu wird die Probe bei einer
Temperatur von 2 K mit einer Laserlinie eines Ar-lonen, Kr-lonen oder He-Cd Lasers
bestrahlt.

Versuche bei einer Bestrahlung mit 442 nm, 472,7 nm und 476,5 nm spektrale
Locher zu brennen, blieben ohne Erfolg. Hier kann nur das gesamte Bleichen der
Probe detektiert werden. Lediglich nach der intensiver Bestrahlung mit 482,5 nm (30
Minuten mit 16 mW/cm?) konnte ein spektrales Loch detektiert werden (siehe
Abbildung 233).

Abbildung 233: Permanentes
spektrales Loch in der Bande des
B-Chromophors von wt-GFP bei

2 K. Das Loch wurde mit einem
Kr-lonen-Laser mit 482,5 nm in 30
Minuten mit 16 mW/cm? gebrannt.
Die Breite des detektierten Loches
von 0,03 nm ist durch die
Auflésung des
Doppelmonochromators
beschrankt.
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Auch in den Untersuchungen von Creemers et al. [Creemers1999] bei 1,6 K konnte
mit einem durchstimmbaren Farbstofflaser nur bei 434 nm, 477 nm und 495 nm
spektrales Lochbrennen beobachtet werden.

Dies zeigt, da® bei 2 K immer noch eine sehr starke Kopplung zwischen dem
elektronischen Ubergang und den Phononen der Festkdrperumgebung besteht
[Friedrich1980]. Nur an wenigen Stellen sind genugend 00-Linien vorhanden, die
spektrales Lochbrennen erlauben. Weiterfuhrende Untersuchungen, die z.B.
temperaturabhangig die Lochbreite bestimmen, um die spektrale Diffusion zu
charakterisieren, sind bisher nicht durchgefuhrt worden.

An einigen Stellen kann auch Fluoreszenzlinienverschmalerung (FLN) beobachtet
werden. So zeigt z.B. das Fluoreszenzspekirum des Photoprodukis der GFP
Variante Thr203Val einige scharfe Linien (siehe Abbildung 234).

1’0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 Thr203Val FLN nach Bestrahlung mit 40 7nm
0,9
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Abbildung 234: Fluoreszenzlinienverschmalerung an Thr203Val.

Jedoch ist die Zuordnung der scharfen Fluoreszenzlinien zu den
Schwingungsbanden sehr schwierig, da in diesem Bereich bis zu 3 anregbare
Zustande (497 nm, 506 nm wund 512nm) vorhanden sind. Da sich mit
unterschiedlicher Anregung auch unterschiedliche Signale ergeben, kdnnen
Storungen durch das Plasma des Ar-lonen Lasers aber ausgeschlossen werden.

5.3.2 Wildtyp-GFP Photoprodukte

Nach der intensiven Bestrahlung mit Laserlicht, die ursprunglich nur zum Brennen
von spektralen Léchern verwendet wurde, konnte bei 2 K aber die Bildung von
Photoprodukten beobachtet werden.
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5.3.2.1 Bestrahlung des A Chromophors

Bei intensiver Bestrahlung der blauen Absorptionsbande (A) bilden sich zwei
Photoprodukte bei 501 nm (P501) und 510 nm (P510) (siehe Abbildung 235).

- N w

Fluoreszenz > 550 nm [a.u.]

o

400 420 440 460 480 500 520

Wellenlange [nm]

Abbildung 235: Fluoreszenzanregungsspektren vor (dunn), und nach (breitg
intensiver Bestrahlung des A-Chromophors mit 363,8 nm Licht (30 mW/cm?,
240 min). Es bilden sich zwei Photoprodukte bei 501 nm und 510 nm.

Hier wurde der protonierte Chromophor (A) sehr weit im blauen Spektralbereich mit
Licht aus dem Ar-lonen-Laser bei 364 nm bestrahlt, um den deprotonierten
Chromophor (B) moglichst wenig uber dessen Schwingungsbanden anzuregen. Bei
einer Bestrahlung mit 407 nm bilden sich auch diese beiden Photoprodukte. Jedoch
wird dann gleichzeitig auch das in Kapitel 5.3.2.2 beschriebene Photoprodukt P489
des (B) Chromophors gebildet. Dall es sich bei P501 und P510 um zwei
verschiedene Photoprodukte handelt, kann z.B. anhand der verschiedenen
Zerfallstemperaturen in Kapitel 5.3.2.3 gezeigt werden. Das Fluoreszenzspektrum
des P501 besitzt ein Maximum bei etwa 505 nm. Dies liegt sehr nahe an dem
Fluoreszenzmaximum [|* des Chromophors (A) nach den Protonentransfer mit
503 nm (siehe Abbildung 236). Daher wird vermutet, dal} das Photoprodukt P501 mit
der I-Form des Chromophors identisch ist.
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Abbildung 236: Fluoreszenzspektren von wt-GFP bei 2 K. Das Fluoreszenzmaximum
bei Bestrahlung des protonierten Chromophors A (oben, breite Linie) ist nahezu
identisch mit der Fluoreszenz aus dem Photoprodukt P501 (unten, breite Linie). Zur
besseren Orientierung sind die entsprechenden Anregungsspektren gestrichelt
eingezeichnet.

Neueste Messungen unter Bestrahlung mit UV-Licht bei 92 K zeigen auch ein
Photoprodukt bei ~500 nm [Thor2002]. Das dort beobachtete Photoprodukt ist
identisch mit dem hier beobachteten P501. Da die Untersuchungen von Thor et al.
[Thor2002] bei 92 K durchgefihrt wurden, ist ein Auftreten des P510
unwahrscheinlich, da dieses, wie in Kapitel 5.2.4 gezeigt wird, schon bei etwa 50 K
wieder zerfallt. Sehr interessant ist die Réntgenstruktur, die von Thor et al. von dem
Photoprodukt bei 500 nm erhalten wurde. Demnach wurde durch die UV-Bestrahlung
die Aminosaure Glu222 decarboxyliert. Durch das Fehlen dieser Sauregruppe kann
aber der Chromophor nicht mehr protoniert werden. Es entsteht folglich die
deprotonierte Form des A-Zustandes; die I-Form (siehe Abbildung 229). Dagegen
gibt es fur das P510 keine strukturelle Interpretation.

5.3.2.2 Bestrahlung des B Chromophors

Ein weiteres Photoprodukt bildet sich bei intensiver Bestrahlung der turkisen
Absorptionsbande (B). Dieses Photoprodukt besitzt ein Absorptionsmaximum bei
etwa 489 nm (P489) (siehe Abbildung 237).
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Abbildung 237: Fluoreszenzanregungsspektren vor (dunn) und nach (breit) intensiver
Bestrahlung des B-Chromophors bei 472,7 nm (100 mW/cm?, 60 min). Es bilden sich
ein Photoprodukt bei 489 nm.

Da bei einer Bestrahlung mit 472,7 nm nur der B-Chromophor bestrahlt wird, bleibt
der A-Chromophor bei 400 nm erhalten. Bei 477,5 nm wird der isosbestische Punkt
gefunden, bei dem keine Signalanderung auftritt, da sich hier die Abnahme des B
Zustandes und die Zunahme des P489 die Waage halten. Es gibt keine strukturelle
Interpretation dieses Zustandes.

5.3.2.3 Temperaturstabilitat der Photoprodukte

Zur Bestimmung der Temperaturstabilitat der Photoprodukte werden Temperatur-
Ableitungs-Kurven aufgezeichnet (siehe Kapitel 5.2.4). Im Experiment wird das
Photoprodukt mit dem Anregungs- oder Fluoreszenzaufbau selektiert und unter
langsamen Erwarmen (etwa 1/7 K/s) der Probe detektiert. Zur Unterdrickung von
Lumineszenz der mit UV-Licht bestrahlten Vitro-Dynamics Kuvetten wird bei Bedarf
die Anregungslichtquelle mit einem Chopper moduliert. Danach kann das stérende
Lumineszenzsignal von detektierten Signal subtrahiert werden.

Abbildung 238 a zeigt die temperaturabhangigen Fluoreszenzsignale der drei
Photoprodukte von wt-GFP.
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Abbildung 238: Temperatur-Ableitungs-Spektren der drei metastabilen wt-GFP
Photoprodukte (oben). Die durchgezogenen Kurven wurden mit einer Aufheizrate
von 1/7 K/s aufgezeichnet. Die gepunktete Linie wurde mit einer ~40 fach
langsameren Aufheizrate gemessen. Die unteren Kurven sind die entsprechenden
negativen Ableitungen. Diese Ableitungen entsprechen den Barrierenverteilungen
der thermisch aktivierten Zerfallsprozesse (siehe Kapitel 5.2.4).

Unter den Signalkurven sind die negativen Ableitungen nach der Temperatur
angegeben, die nach Gleichung (98) der Barrierenverteilung f(H) der thermisch
aktivierten Zerfallsprozesse entsprechen. Fur die verschiedenen Zustande kann nach
Gleichung (97) die mittlere Barrierenhdhe Ht berechnet werden. Fur P510, P502 und
P489 ergeben sich mittlere Aktivierungsbarrieren von 14 ,23 und 35 kJ/mol.

Wie in Kapitel 5.2.4 erwahnt, sind die Werte flr die Aktivierungsbarrieren relativ
unempfindlich auf Variationen von Ky und 1. Jedoch kann bei einer starken Anderung
von t eine geringfugig verschiedene Aufheizkurve erwartet werden. Bei einer
Aufheizrate von 1/300 K/s (gepunktete Kurve in Abbildung 238) verschiebt sich die
Fluoreszenzabnahme zu niedrigeren Temperaturen. Berechnet man die
Temperaturverschiebung aufgrund der nun langsameren Aufheizrate nach Gleichung
(96), ergibt sich fur das Photoprodukt P510 eine Temperaturerniedrigung von 52 K
auf 47 K. Exakt diese Temperaturerniedrigung wird auch im Experiment beobachtet,
was die fur Formel (97) gemachten Annahmen von Ky und t unterstitzt.

5.3.3 Kurzzeitmessungen an Wildtyp-GFP

Kurzzeituntersuchungen im Zeitbereich von Nanosekunden erlauben es die
Vorgange wahrend des Fluoreszenzvorganges zu untersuchen. Dazu wird das
TCSPC-Melisystem (siehe Kapitel 2.6.2.4) mit dem Tieftemperaturaufbau kombiniert.
Angeregt wird die Probe mit 420 nm aus einem Frequenzverdoppelten Titan-Saphir-
Laser [Rau1999].
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Abbildung 239 zeigt den Fluoreszenzverlauf bei Anregung des A Zustandes mit
420 nm und Detektion des I* Zustandes mit 503 nm. Eine biexponentielle Anpassung
der Zerfallskurve mit Entfaltung der Instrumentenfunktion (IRF) zeigt eine
ansteigende Komponente mit 441 ps (Programm Fluofit, Picoquant).

WGFP, 2 K, A =420 nm, 3 =503 nm

1000

Fluoreszenz

100 -

Zeit [ns]

Abbildung 239: Fluoreszenzzerfallskurve von wt-GFP bei 2 K. Gezeigt ist der
Fluoreszenzverlauf nach Anregung des A-Chromophors mit 420 nm und Detektion
der I* Fluoreszenz bei 503 nm (siehe Abbildung 236).

Der Verlauf kann gut mit zwei Exponentialfunktionen beschrieben werden. Die
ansteigende Komponente mit einer Anstiegszeit von ~441 ps kann der Kinetik des
ESPT zugeschrieben werden. Dies ist jedoch viel schneller, als nach einem
thermisch aktivierten Prozel} erwartet wird.

Die folgende Tabelle zeigt die Parameter der biexponentiellen Anpassung der A* und
I* Fluoreszenz:

Temperatur | det. Wellenlange | A1 [%] | t1[ns] |A2[%] t2 [ns]
260 K 445 nm A* 2+0,2 [1,51+0,1 |98+51 |0,026+0,011
190 K 445 nm A* 4+0,6 [1,38+0,16 |96+18 |[0,073+0,013
70 K 445 nm A* 20+3 |1,455+0,02|80+14 |0,174+0,038
2K 445 nm A* 26+3 [1,625+0,1 |[74+10 |0,23+0,05
260 K 503 nm I* 73x1 |2,62+0,05 |27+15 |0,12+0,07
190 K 503 nm I* 86+1 |2,521+0,05[14+13 [0,17+0,08
70 K 503 nm I* 107+5 [2,59+0,5 |[-845 [0,52+0,34
2K 503 nm I* 116124 | 2,55+£0,24 |-16+6 |0,44+0,22

Da die IRF hier eine Halbwertsbreite von 0,15 ns hatte, sind alle kiirzeren Zeiten nur
sehr ungenau bestimmbar. Dies macht sich besonders bei den ansteigenden
Komponenten der I* Fluoreszenz bemerkbar. So ist z.B. bei Raumtemperatur in der
I* Fluoreszenz eine ansteigende Komponente mit ~0,006 ns gemessen worden
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[Lossau1996] [Tsien1998] [Chattoraj1996]. Eine ansteigende Komponente kann aber
in der I* Fluoreszenz nur bei 2 K und 70 K aufgelost werden.

Bei den langen Zeiten der A* und I* Fluoreszenz wird keine Temperaturabhangigkeit
beobachtet. Fur I wird immer eine Fluoreszenzlebensdauer von ~2,6 ns, fur A* ~
1,5ns beobachtet. Dies bedeutet, dal® die Verlustkanadle, die auch die
Fluoreszenzquantenausbeute bestimmen, keine Aktivierungsbarriere besitzen.

Zusammen mit Literaturwerten kann jedoch die Aktivierungsenergie des ESPT
bestimmt werden. Abbildung 240 zeigt den temperaturabhangigen Arrheniusplot fur
die ESPT - Raten.
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Abbildung 240: Arrheniusplot fur die ESPT - Raten. Die Nummern geben
Literaturwerte an: 1 [Lossau1996], 2 [Tsien1998], 3 [Chattoraj1996], 4
[Creemers1999]. Punkte mit A* wurden aus den schnellen Zerfallszeiten der A*-
Fluoreszenz gewonnen. Punkte mit I* sind ansteigende Komponenten in der I*
Fluoreszenz. Zwei Punkte (bei 1,6 K und 2 K) wurden auch aufgrund der relativen
Intensitaten der A* und I* Fluoreszenz aus den Fluoreszenzspektren gewonnen.

Die Fitgerade in Abbildung 240 (links) wurde unter Ausschlul der 1,6 K und 2 K
Daten mit einer Gewichtung nach den Fehlerbalken ermittelt. Bei 2 K hatte diese
Gerade einen Wert von In(k) = 5,6. Die ESPT-Raten uber 60 K kdnnen sehr gut nach
Gleichung (95) mit einem thermisch aktivierten Prozel3 mit Ea = 2,3210,25 kJ/mol
und einem praexponentiellen Faktor von Ko =3*10° s beschrieben werden. Die
Tieftemperaturdaten bei 2 K passen aber keinesfalls in dieses Modell. Vermutlich
dominiert unterhalb von etwa 50 K ein temperaturunabhangiger Tunnelprozel3 mit
k ~ 3*10° s™(horizontale Gerade in Abbildung 240 rechts).

5.3.4 Potentialschema fur Wildtyp-GFP

Im Vergleich zur Raumtemperatur zeigen die Spektren bei tiefen Temperaturen
deutlich mehr Struktur. Dadurch kdnnen verschiedene Sub-Zustédnde in den
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Varianten identifiziert werden. Bei fast allen Varianten kdnnen durch intensive
Bestrahlung langwellig absorbierende Photoprodukte erzeugt werden die erst bei
etwa 50 bis 100 K wieder zerfallen. Aufgrund der Tieftemperaturuntersuchungen
kann das Potentialschema (siehe Abbildung 229) um metastabile Photoprodukte
erweitert werden. Fur Wildtyp-GFP zeigt Abbildung 241 dieses modifizierte
Potentialschema.
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Abbildung 241: Erweitertes Potentialschema fur wt-GFP [Seebacher1999].

Aufgrund der sehr ahnlichen Fluoreszenz des Photoprodukts P501 und dem ESPT
Akzeptor I* wird hier vermutet, da® es sich um denselben Zustand handelt. Fur die
Photoprodukte P489 und P510 sind dagegen keine strukturellen Modelle vorhanden.
Die angegebenen Energien der Barrieren der Grundzustdnde werden aus den
Aufheizexperimenten gewonnen. Die Barriere fur den ESPT wird nach einem
Arrhenius Modell aus temperaturabhangigen Kurzzeitmessungen ermittelt.

5.3.5 Stabilisierung von Grundzustianden durch Mutationen

Im Gegensatz zu der im vorigen Kapitel beschriebenen Stabilisierung von Sub-
Zustanden durch Temperaturerniedrigung, kann diese Stabilisierung auch auf
biochemischem Weg erfolgen. Durch eine Reihe von genetischen Mutationen des
Proteins soll versucht werden Struktur-Eigenschafts-Beziehungen des GFP zu
bestimmen. Besonders gute Punkte fiir Anderungen sind die Aminosauren Thr203
und Glu222 die entscheidend an den Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt sind
(siehe Abbildung 229). Werden diese Aminosauren durch die etwa gleich grof3en,
aber chemisch sehr verschiedenen Aminosauren Val und GIn ersetzt, entstehen die
zwei Varianten Thr203Val und Glu222GIn. Aufgrund der Strukturmodelle in
Abbildung 229 kénnen nun folgende Arbeitshypothesen erstellt werden:

Bei der Variante Thr203Val fehlt die Wasserstoffbrickenbindung, die den
deprotonierten B-Chromophor stabilisiert. Jedoch kann Uuber die, immer noch
vorhandene Carbonlygruppe der Aminosaure 203 im '‘Backbone', der deprotonierte |-
Zustand stabilisiert werden.
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Bei der Variante Glu222GIn wird durch den Austausch einer Carbonsauregruppe
durch die weniger saure Saureamidgruppe, die Saurestarke der Aminosaure 222
stark herabgesetzt. Dadurch kann die A-Form nicht mehr protoniert werden.

Eine Kombination beider Mutationen destabilisiert sowohl den A- als auch den B-
Zustand, wodurch in der Mutante Thr203Val/Glu222GIn nur der Zwischenzustand (1)
Ubrig bleibt.

Dieses Verhalten kann schon an den Raumtemperaturspektren beobachtet werden,
wenn durch ein Anpassen von Prototyp-Spektren der A-,B- und I-Form, die Form der
Spektren analysiert wird [Wiehler2002]. Die entsprechenden
Tieftemperaturuntersuchungen bieten jedoch aufgrund der schmaleren Spektren eine
wesentlich  deutlichere  Zuordnungsmoglichkeit.  Abbildung 242 zeigt die
Fluoreszenzanregungs- und Fluoreszenzspektren von wt-GFP und den 3 Varianten.
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Abbildung 242: Fluoreszenzanregungsspektren (breit) und Fluoreszenzspektren
(dinn) von wt-GFP und drei Varianten. An der oberen Achse sind die spektralen
Positionen der verschieden Formen angegeben. Die Anregungswellenlangen fir die
Fluoreszenzspektren sind 364 nm und 473 nm (wt-GFP), 473 nm und 496 nm
(Glu222GlIn), 407 nm und 498 nm (Thr203Val) und 407 nm und 502 nm
(Glu222GIn/Thr203Val). Das breite Fluoreszenzspektrum bei der Anregung von
restlicher A-Form der Glu22GIn/Thr203Val Variante stammt vermutlich von einem
unterdruckten ESPT.
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Folgende Wellenlangen werden fir die drei verschiedenen GFP-Zustande
gemessen:

Chromophor-Zustand | Absorption | Fluoreszenz

A ~400 nm 505 nm (%)

B 471 nm 482 nm

I ~500 nm ~505 nm

Damit konnen die vorherrschenden Zustande in den verschiedenen Varianten
bestimmt werden. Bei wt-GFP sind Uberwiegend nur die A- und die B-Form
vorhanden. In der Variante Glu222GlIn ist, wie zuvor vermutet, die A-Form nicht mehr
vorhanden. In der Variante Thr203Val ist, ebenfalls wie vermutet, die B-Form nicht
mehr detektierbar. In der kombinierten Variante Thr203Val/Glu222GIn ist, neben
einem schwachen Rest der A-Form, Uberwiegend die I-Form vorhanden. Dies
bestatigt die oben aufgeflihrten Struktur-Eigenschafts-Beziehungen des GFP-
Chromophors.

5.4 Uberblick

Es wurden noch eine Reihe von Varianten bei tiefen Temperaturen untersucht. Die
folgende Tabelle gibt einen Uberblick Uber die Absorptions- und Fluoreszenzmaxima
der verschiedenen GFP-Varianten. Die Spalte HB fuhrt die Wellenlangen auf, bei der
spektrales Lochbrennen [VOlker1989] detektiert wurde. Ein 'x' in der Spalte FLN
zeigt, dal hier auch hochaufgel6ste Fluoreszenzlinienverschmalerung (fluorescence
line narrowing) [Vanderkooi1997] detektiert wird.

Variante Grundzustande Photoprodukte
. HB Abs. Stabili-
Mutation Abs. [nm] Fl. [nm] [nm] FLN [nm] FI. [nm] |[FLN tat
400 510 506+512/508+513[xx |?,90K
Thr203Val 197 505
Wi 472 482 482,5 489 496 130K
400 503 501+510505+511 88K+50K
410 510+445+475 514,5 516 x [120K
Thr203Tyr 1545 schwach x
496 500
Thr203Val
Glu222GIn 503 508 5355 (538 100K
400 (nur TT) |~490
471 484 514 521 100K
Glu222Gin 500 503 x
512 522
Thr203Tyr 503 512
Glu222Gin
410 (mehrly 404492 5387
TT)
487
I
Ser65Gly 420 (3K)
Thr203Tyr 514,5 519 514,5 x
Ser65Gly 480 505
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455 490,510
Thr203Val 497 503
Glu222GiIn
seresGly 100
Glu222GIn  |476 485,5
Ser65Gly 400 485
Thr203Tyr 508 514 514,5 540
Glu222GIn 470 500
Ser65Gly 420 460,500,514
Tyr66Trp 464 468+500 497,5 500 93K
DsRed 553,6 568,2 590 ca. 20K
490 499 528 531 85K
Ser65Thr 4707 485
Phe64lLeu
(EGFP) 505 506
4007 440..500
wi-
Chromophor 420 475
pH9
wt-
Chromophor 402
pH2
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6 Zusammenfassung

Die Anwendung der Einzelmolekulspektroskopie auf pordse Festkorper wird erstmals
in dieser Arbeit beschrieben. Um diese relativ neue Methode auf die Untersuchung
von Farbstoffen in porosen Festkorpern anzuwenden, wurde ein konfokales
Mikroskop so umgebaut, dal® es zur Detektion und Spektroskopie einzelner Molekile
einsatzfahig ist. Dafur wurden verschiedene optische Detektionssysteme aufgebaut,
um alle im Fluoreszenzlicht enthaltenen Informationen zu erhalten. Mit einer
Avalanche Photodiode wurde die Empfindlichkeit des Mikroskops auf die Detektion
einzelner Lichtquanten gesteigert. Mit einem gepulsten Laser wurde der Zeitbereich
der Detektion bis hinab in den Nanosekundenbereich erweitert. Durch den Einbau
einer Lambda-Halbe Platte wurde die Polarisation des Laserlichtes beeinfluf3t, um die
Orientierung eines einzelnen Molekuls zu bestimmen. Schliel3lich wurde durch den
Einsatz eines Prismas und einer empfindlichen CCD-Kamera die spektrale
Aufspaltung ermdglicht, um damit die Fluoreszenzspektren zu bestimmen.

Mit allen Experimenten war es nicht nur moglich statische Eigenschaften der
einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe zu bestimmen, sondern auch deren dynamische
Veranderungen.

Eine der wichtigsten Anforderungen an organische Farbstoffmolekile flr
Einzelmolekulspektroskopie ist die Photostabilitat. Um geeignete Farbstoff fur den
Einbau in die Porenstrukturen zu erhalten, wurden die Photostabilitaten
verschiedener Farbstoffe untersucht. Dazu wurden von einigen ausgewahlten
Farbstoffen die detektierbaren Fluoreszenzphotonen gezahlt. Es stellte sich heraus,
dal’ das Farbstoffmolekul TDI in einer dunnern PMMA Schicht eine aul3ergewohnlich
hohe Photostabilitat besitzt. Einige TDI-Molekiilen emittieren sogar 10"
Fluoreszenzphotonen bis zum irreversiblen Photobleichen. Zum anderen wurde fur
sehr instabile Farbstoffmolekile eine Methode entwickelt, um  durch
Bleichexperimente an einem Ensemble von Molekilen mit dem konfokalen
Mikroskop die Anzahl der emittierten Fluoreszenzphotonen zu ermitteln. Fir den
Einbau in porose Festkorper wurden daraufhin einige Oxazinfarbstoffe und das in
biologischen Untersuchungen haufig verwendete Cy5 ausgewahlit. Diese Farbstoffe
kédnnen im roten Spektralbereich anreget werden und besitzen mit etwa 10’
emittierten Fluoreszenzphotonen eine relativ gute Photostabilitat.

Als Porenstruktur wurden besonders zwei Materialien untersucht. Die Porenstruktur
AFIl, die im Material AIPO4-5 vorkommt, besitzt eindimensionale Kanale, die
hexagonal wie in einer Bienenwabe angeordnet sind. Von diesem Material kbnnen
auch regelmalige Kristalle hergestellt werden, die bis zu einem Millimeter lang sind.
Leider sind die Poren des AIPO4-5 mit 0,73 nm Innendurchmesser sehr eng. Alle
geeigneten Fluoreszenzfarbstoffe sind etwas gréRer und werden daher in mehr oder
weniger groRen Deformationen in dem Kristall eingelagert. GroRere Poren besitzen
die mesoporésen M41S Materialien. In diese passen alle Farbstoffe ohne
Deformation hinein. Jedoch ist die Kristallgrofie der M41S Materialien auf wenige pym
beschrankt. Mit der Methode der homogenen Fallung kdénnen die bisher groten
hexagonal geordneten MCM-41 Kristalle hergestellt werden. Zentimeter grolde
hexagonale M41S Festkdrper (Monolithe), die durch eine Synthese mit einem
Flussigkristall hergestellt werden, verlieren, wie hier gezeigt wird, wahrend der
Synthese ihre eindimensionale Ausrichtung der Poren.
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Obwohl die Einzelmolekulspektroskopie im Vordergrund der Arbeit steht, sind auch
einige interessante Beobachtungen an porosen Materialien mit vielen
Farbstoffmolekilen (Ensemblemessungen) durchgefihrt worden. Aufgrund des
hohen dreidimensionalen Auflosungsvermogen des konfokalen Mikroskopes war es
moglich, auch an nur wenige Mikrometer groflen Kristallen ortsaufgeloste
Untersuchungen durchzufuhren. Bisher war es oft nicht moglich, zwischen
Oberflacheneffekten und Eigenschaften, die in der Porenstruktur hervorgerufen
werden, zu unterscheiden.

Untersuchungen mit vielen Farbstoffmolekilen (Ensemblemessungen) zeigten, dal}
auch scheinbar perfekte Kristalle im Inneren oft unregelmafig aufgebaut sind. So
wurde eine Methode entwickelt, um Defektstrukturen in Kristallen mit
Fluoreszenzfarbstoff anzufarben und dreidimensional mit dem konfokalen Mikroskop
darzustellen. Gro3e kalzinierte MF| Kristalle besitzen Defektstrukturen, die sich im
Inneren entlang der langen Kristallachse ausbreiten. Darlber hinaus konnte gezeigt
werden, dald scheinbar homogen mit Farbstoff beladene Kristalle oft eine sehr
ungleichmalige Farbstoffverteilung besitzen. Auch Kristalle, die schon wahrend der
Synthese mit Farbstoff beladen werden, sind oft nicht gleichmallig beladen.
Dreidimensionale Fluoreszenzbilder von gro3en und regelmaRig aufgebauten AIPO4-
5 Kristallen, die mit dem Farbstoff DCM beladen wurden, zeigten verschiedene
geordnete und ungeordnete Strukturen.

Durch die Analyse der Polarisation kann die Orientierung der Farbstoffmolekile
untersucht werden. Untersuchungen an verschieden gro3en Oxazin Farbstoffen, die
wahrend der Synthese in AIPO4-5 eingebaut wurden, zeigten, dald die Ausrichtung
entlang der Porenrichtung mit steigender MolekllgroRe abnimmt. Das kleine
Oxazin 1 ist noch relativ gut orientiert, wahrend das groRe Oxazin 750 ohne
Vorzugsrichtung eingebaut wird.

In verschiedenen M41S Materialien wurde die Diffusion von Farbstoff untersucht.
Fluoreszenzbilder von M41S Monolithen zeigten das Eindiffundieren verschiedener
Farbstoffe in den Festkdrper. Uber die zeitabhangige Analyse der Eindringtiefe
konnten dadurch die Diffusionskonstanten ermittelt werden. Es zeigte sich, dal} die
Diffusion jeweils bei geladenen Molekulen, groferen Molekllen und bei kalziniertem
Monolithen verlangsamt wird.

Die Untersuchung des Diffusionsverhaltens in einer M41S Nadel zeigte eine etwa
doppelt so schnelle Diffusion quer zur Nadel. Dies steht in Ubereinstimmung zu
elektronenmikroskopischen Bildern, die zeigen, dal} die Nadeln aus zirkularen Poren
besteht, die quer zur Nadelrichtung orientiert sind.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden erstmals einzelne Farbstoffmolekule innerhalb von
porosen Festkdrpern detektiert. Im Vergleich zu Referenzproben, bei denen der
Farbstoff in einer dunnen Polymerschicht eingebettet wird, ist das Signal zu
Untergrund Verhaltnis der Einzelmolekuluntersuchungen in den pordsen Festkorpern
etwas geringer. Auch an der Photostabilitat der Fluoreszenzfarbstoffe konnte durch
die Einlagerung in die Porenstrukturen keine Verbesserung beobachtet werden.

Die Molekule kéonnen nicht nur detektiert, sondern auch spektroskopiert werden.

Dabei konnten durch die Analyse der Fluoreszenz verschiedene Parameter bestimmt
werden, wie folgende Tabelle zeigt:
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Beobachtete |Information aus Information aus

Eigenschaft |statischen zeitabhangigen

des Lichtes |Bestimmungen Bestimmungen

Intensitat immer Notwendig Raten (Singulett, Triplett, etc.)
Ort Position Diffusion, Transport
Polarisation |Orientierung Drehung, Rotation

Energie Fluoreszenzspektren |spektrale Diffusion

Diese verschiedenen Untersuchungsmoglichkeiten wurden aufgebaut und an einer
Referenzprobe (TDI in PMMA) getestet. Fur die Datenanalyse konnte zum Teil auf
Methoden in der Literatur zurtckgegriffen werden. Es wurde darauf geachtet, dal®
immer eine Fehlerabschatzung oder eine Simulation durchgefuhrt wurde, damit die
Ergebnisse sinnvoll interpretiert werden konnten.

Oft konnten schon an der Referenzprobe (TDI in PMMA) sehr interessante
Ergebnisse erhalten werden. So wurden z.B. neben der extrem hohen Photostabilitat
zwei verschiedene Populationen der Triplettlebensdauer gemessen. Die Position
eines einzelnen TDI Molekuls konnte durch die Detektion vieler Photonen auf besser
als 1 nm bestimmt werden. Die Analyse von zeitabhangigen Orientierungswinkeln
deutet darauf hin, dal® ein TDI Molekil in PMMA noch eine sehr geringe
Wackelbewegung (~1°) ausfuhren kann. Bei der Analyse mehrerer 10000
Fluoreszenzspektren von einem TDI Molekiil konnten spontane Anderungen der
Fluoreszenzwellenlange und der Schwingungskopplung beobachtet werden.

Obwohl die Messungen in den Porenstrukturen aufgrund der geringeren
Photostabilitat nicht so prazise Ergebnisse liefern, konnten auch hier interessante
Beobachtungen gemacht werden.

Durch die Analyse der Orientierungswinkel vieler individueller Farbstoffmolekile
konnte gezeigt werden, dal} die einzelnen Oxazinfarbstoffe in AIPO4-5 eine
gauldformige Verteilungsfunktion bezlglich ihres Tiltwinkels zur Porenrichtung
aufweisen. Die zuvor erwahnten Messungen an einem Ensemble von Molekulen
konnen die Form der Verteilungsfunktion nicht bestimmen. Aufgrund der Kenntnis
einer gauldformige Verteilungsfunktion kann auf ein statistisches Einbauverhalten der
Farbstoffmolekile in Defektstrukturen wahrend der Synthese geschlossen werden.
Auch in einem MCM-41 Kristall, dessen grol3e Poren jeden beliebigen Einbauwinkel
des Farbstoffes Cy5 erlauben wirden, wird eine bevorzugte Orientierung beobachtet.
Der Orientierungswinkel zur Porenrichtung zeigt auch hier eine gaul3férmige
Verteilungsfunktion. Interessanterweise wird bei der frontalen Ansicht auf die
hexagonale Struktur (entlang der Bienenwabenstruktur) eine bevorzugte Orientierung
auf die Flachen des Sechsecks beobachtet. Eine Ensemblemessung kann unmdglich
diese bevorzugte Orientierung detektieren.

Neben diesem statischen Verhalten zeigen einige wenige Molekule auch eine
Anderung der Molekiilorientierung. Zwei individuelle Oxazin 1 Molekiile &nderten ihre
Orientierung in AIPO4-5 wahrend der Messung spontan. Im Vergleich zu den anderen
Oxazin 1 Molekilen besallen diese beiden einen ungewohnlich grofen
Orientierungswinkel gegen die Porenrichtung. Vermutlich wird die Bewegung durch
einen grofReren Defekt der Porenstruktur ermoglicht. Ein TDI Molekdl im Inneren
eines M41S Monolithen zeigte sogar eine mehrfache Drehung zwischen 3
verschiedenen Orientierungen.
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Eine Dynamik bezlglich des Ortes zeigten einzelne TDI Molekile im M41S Monolith.
Aufgrund der starken hydrophoben Eigenschaften des TDI kann davon ausgegangen
werden, dal® sich der Farbstoff immer noch im Inneren der Mizelle des
Flussigkristalls befindet, aus dem der Festkorper synthetisiert wurde. Die
Diffusionsbewegung kann durch eine Serie von Fluoreszenzbilden mit dem
konfokalen Mikroskop direkt verfolgt werden. Entgegen der erwarteten
eindimensionalen Diffusion, die die hexagonale Struktur des Monolithen eigentlich
erwarten laldt, wird eine isotrope Diffusion ohne Vorzugsrichtung beobachtet (D ~
0,04 pm?s). Im reinen Flissigkristall dagegen ist die eindimensionale Diffusion
vorhanden. Vermutlich werden die eindimensionalen Poren bei der Synthese der
festen Silikatwand so stark verknault, dal® auf der beobachteten Langenskala ein
Festkorper ohne Vorzugsrichtung entsteht. Auch die viel langsamere Diffusion im
Vergleich zum reinen Fliissigkristall (D ~ 2 pm?/s) kann (iber diese Verknaulung der
Poren erklart werden.

SchlieBlich wurden noch Messungen durchgefihrt, um simultane Anderungen der
Orientierung, Fluoreszenzspektren oder Triplettraten an einem einzelnen
Farbstoffmolekil zu beobachten. Besonders die gleichzeitige Detektion von
Fluoreszenzspektren und der Orientierung lassen sich experimentell gut durchflhren.
Zur Interpretation der Ergebnisse mufl} hier zwischen einer starken und einer
schwachen Kopplung zwischen Gast und Wirt unterschieden werden. Bei einer
polaren Probe wird eine starke Wechselwirkung zwischen Gast und Wirt erwartet.
Diese mifte dazu fihren, daR sich Anderungen in der Orientierung auch in
geanderten Fluoreszenzspektren und umgekehrt bemerkbar machen. Bei einem
geladenen Molekul wie Oxazin 1 wird solch eine starke Kopplung des elektronischen
Systems an die polare AIPO4-5 Umgebung erwartet. Eine starke Anderung des
Fluoreszenzspektrums konnte daher von einer Umorientierung des Farbstoffes
herrihren. Bei den durchgefuhrten gleichzeitigen Messungen konnte aber nur
spektrale Diffusion (£1-20 nm), aber keine gleichzeitige signifikante Umorientierung
(>3°) beobachtet werden. Eine Erklarung fir dieses Verhalten kénnte die Bewegung
des Gegenions des Farbstoffmolekuls sein, dessen Lage einen grof3en Einflu auf
die Fluoreszenzeichenschaften hat. Eine Umorientierung mit gleichzeitiger Detektion
der Fluoreszenzspektren konnte jedoch nicht gemessen werden.

Beide Ereignisse, Umorientierungen und spektrale Anderungen, konnten an TDI im
M41S Monolith detektiert werden. Dabei zeigte sich aber, dall es sich hier um zwei
unabhangige Prozesse handelt. Deutliche spektrale Springe (> 3 nm) korrelieren
nicht mit deutlichen Umorientierungen (~60°). Eine geometrische Anderung des
Farbstoffmolekils oder der naheren Umgebung scheidet daher als Ursache flr die
spektrale Diffusion aus. Da hier aber eine schwache Wechselwirkung zwischen dem
unpolaren TDI und der unpolaren Tensidumgebung vorliegt, werden auch keine
starke Anderungen der Fluoreszenzspektren wahrend der Umorientierung erwartet.
Die spektrale Diffusion wird hier vermutlich von kleinen diffundierenden Teilchen (z.B.
O, oder lonen) verursacht, die sich unabhangig von den Farbstoffmolekil bewegen
kénnen.

Die Methode der Einzelmolekulspektroskopie liefert neue Einblicke in porose
Festkorper. Besonders durch die zeitabhangigen Untersuchungen konnen
Informationen erhalten werden, die zuvor unter dem Mittelwert verborgen blieben.

Ein kleiner Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der Tieftemperaturfluoreszenz-
spektroskopie an dem grin fluoreszierendem Protein (GFP). Dafur wurden der
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Wildtyp und verschiedene Varianten mit Mutationen in der Umgebung des zentralen
Chromophors bei 2 K untersucht. Im Vergleich zur Raumtemperatur zeigten die
Spektren bei tiefen Temperaturen deutlich mehr Struktur. Dadurch konnten
verschiedene Sub-Zustande in den Varianten identifiziert werden. Bei fast allen
Varianten konnten durch intensive Bestrahlung langwellig absorbierende
Photoprodukte erzeugt werden, die erst bei etwa 50 bis 100 K wieder zerfallen.
Obwohl eine relativ starke Elektron-Phonon-Kopplung beobachtet wird, ist an einigen
ausgewahlten Stellen auch hochaufgeloste Tieftemperaturspektroskopie wie
spektrales Lochbrennen und Fluoreszenzlinienverschmalerung mdglich. Durch
Temperatur-Ableitungs-Spektroskopie werden an Wildtyp-GFP die Energien und
Verteilungsfunktionen der Zerfallsbarrieren der metastabilen Photoprodukte
bestimmt. SchlieRlich wurde durch temperaturabhangige Kurzzeitspektroskopie an
Wildtyp-GFP der 'Excited state proton transfer' (ESPT) charakterisiert. Fur diesen
wird bis etwa 50K eine thermische Barriere nach Arrhenius mit einer
Aktivierungsenergie von ~2,3 kd/mol gefunden. Unterhalb von etwa 50 K dominiert
vermutlich ein Tunnelprozel3.
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8.3 Farbstoffe

Name Absmax.|[Extinktion [FImax. FLQA FILeben.Photozyklen/GroRe
[nm] [L/mol*cm][[nm] [ns] 10* [nm]

p-Terphenyl 275,00 32100,00/339,00

Tryptophan 278,000 5000,00[360,00] 0,12

Azobenzol 320,00 22000,00[500,00] 0,00

Pyrene 335,00 50000,00[390,00] 0,30 200,00

Eu3+ 340,00 10,00(617,00] 0,01 5E5 0,20

POPOP 360,00 0,00[420,000 0,97 1,35 0,82

Anthracene 375,00 0,00[379,00] 0,28] 5,50

Cumarin 102 389,00 21500,00465,00

WIGFP 400,00 30000,00[510,00] 0,60] 3,00 2,00

Coumarin 153 422,00 18900,00[529,000 0,60 4,854

Perrylen 438,000 40000,00/450,00 0,94 5,006 0,92

2;\1t2£f’e(ﬁge”y'ethy”y') 451,00 35000,00[470,00] 1,00

Beta-carotene 451,00 140000,0f 0,00 1E-4

Tris(bipyridyl) 452,00 15000,00610,00 0,04

rutheniumll

PECA 466,000 18000,00[477,00] 0,90 15,00

DCM 472,00 42500,00[650,00] 0,43 2,00 1,10

Tetracen 474,00 32000,00[480,00] 0,60 6 0,72

E}'/fit(;’rﬂ'am'”oswry' 480,00 20000,00[620,00| 0,10, 1,005 0,74

Dimethylaminostyryl | 40 g0l 20000,000 0,00 0,70

pyridin

DOCI 485,000 126000,0[504,00 0,80
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Pyronin 490,00 520,00 0,72
Fluorescin 500,00 95000,00[540,00; 0,97

Pyridin2 500,00 700,00 0,70
Fluo-3 506,00, 78000,00/526,00|5,1E-3

Perylenimid 510,00 75000,00{535,00] 0,95 5,00

Crystal violet 510,00, 110000,0f 0,00; 0,01

Rhodamin 110 510,00 89900,00/535,00

Nilrot 520,00; 28000,00{580,00; 0,70

Perylendiimid 526,00 90000,00[533,00; 0,98 4,008 0,92
Rhodamin 590 530,00; 97000,00/556,00

Rhodamin 6G 530,00; 110000,0[556,00] 0,95 4,008

Rhodamin B 552,00, 107000,0;580,00 3,00

TMR 553,00 103000,0{576,00 7

Styryl8 560,00 38000,00{720,00 3,00[5 0,80
Terrylen 561,00] 65000,00[575,00] 1,00 3,50(7 0,92
Porphin 563,00 6000,00[630,00; 0,04 1,10
Cy3 564,00, 130000,0{582,00; 0,10

Rhodamin 101 568,00, 95000,00{630,00

Sulforhodamin 101 576,00, 135000,0{690,00; 0,90

Oxonin 580,00 600,00 0,72
Resorufin 580,00 0,00

DODCI 582,00] 240000,0{607,00; 0,50 1,20

Pentacen 582,00 585,00 6,00 0,72
Texas Red 595,00, 85000,00[615,00; 0,51

Thionin 599,00, 53000,00{625,00; 0,03 0,36|6 0,72
C60 600,00 0,00|730,00( 1E-04

Cresylviolet 603,00] 83000,00[640,00] 0,54 3,50

DCI-2 607,00[ 124000,0{625,00 0,01

Oxazin 4 615,00[ 109000,0/650,00, 0,62 3,10 0,72
MalachitGreen 616,00, 150000,0; 0,00; 0,00

Oxazin 170 620,00, 83000,00[660,00; 0,63 3,00 1,00
8EthylPorphin 620,00, 7000,00[630,00; 0,13 1,50
Squaryliumlll 627,00, 300000,0{650,00; 0,65

Nilblau 630,00] 77500,00[664,00] 0,27 1,565 0,80
Dil(C1) 637,00 130000,0{668,00 0,80 0,85
HIDCI 639,00, 225000,0{660,00] 0,40 5

Oxazin1-Methyl 640,00 660,00 0,80
Oxazin1 645,00, 130000,0{670,00; 0,19 1,00(6 0,87
Cy5 645,00, 215000,0{680,00; 0,30 1,50(6 1,25
MR121 650,00 675,00 2,40 0,80
;’g:;ahrilxdroxyteraphenyl 651,00 660,00

DTDCI 653,00, 223000,0{675,00] 0,35 1,30

Terrylendiimid 655,00, 95000,00{670,00; 1,00 3,4010 0,91
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Rhodamin 700 657,00 92500,00|682,00 2,70 1,00
Methylenblau 660,00 75000,00[675,00] 0,04 0,30 0,82
Oxazin 750 666,00, 82500,00[678,00 1,88 1,10
ZnPhthalocyanin 675,00 280000,0[685,00 0,30 1,60
HITC-indol 740,00 0,85
Cy7 765,00] 200000,0{795,00 0,00

8.4 GFP-Spektren

Die folgenden Graphen sind alle gleich kodiert. Dicke Linien zeigen die
Fluoreszenzanregungsspektren (Detektionswellenlange etwa 20 nm hinter dem Ende
der Kurve), die dunnen Linien sind Fluoreszenzspektiren (Anregungswellenlange
typisch 5 nm kurzwellig vor dem Beginn des Spektrums). Photoprodukte werden
durch eine entsprechende gepunktete Linie dargestellt. Ist eine Unterscheidung
zwischen dem protonierten (A) Zustand und dem deprotonierten (B,l) notwendig, so
wird A durchgezogen und B gestrichelt eingezeichnet (siehe Abbildung 243).

Anregung Fluoreszenz

Grundzustand A

Photoprodukt P - - -

GrundzustandB = — —  -----—---

Abbildung 243: Liniencodierung der GFP-Spektren.

8.41 Wildtyp

Abbildung 244 zeigt eine Auswahl von Anregungs- und Fluoreszenzspektren von wt-

GFP.

Norm. Fluoreszenz

0,0 — T
400

— T
450 500
Wellenlange [nm]

Abbildung 244: Spektren von wt-GFP.

Bei intensiver Bestrahlung der blauen Absorptionsbande (A) bilden sich zwei
Photoprodukte bei 501 nm (P501) und 510 nm (P510). Bei intensiver Bestrahlung der
tirkisen Absorptionsbande (B) bilden sich ein Photoprodukte bei 489 nm (P489). Die
Fluoreszenzspektren zeigen einen typischen, zum roten Spektralbereich immer
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kleiner werdenden Stokes-Shift. Mit der 482,5 nm Linie des Kr-lonen Lasers ist auch
spektrales Lochbrennen moglich.

8.4.2 Thr203Val

Bei dieser Variante wird versucht durch die Entfernung der Hydroxidgruppe an
Thr203 die B Form zu destabilisieren. Dadurch tritt bevorzugt die A und | Form auf.
Siehe Abbildung 245. Bei intensiver Bestrahlung der A-Form bilden sich bei 506 und
512 nm zwei Photoprodukte die bei etwa 90 K wieder zerfallen.

Thr203Val

0,8

o
)

normierte Fl.
o
EN

0.2

0,0

400 450 500 550
Wellenldnge [nm]

Abbildung 245: 2 K Spektren von Thr203Val.
8.4.3 Glu222Gin

In dieser Variante wurde die Saurestarke des Protonenakzeptors Glu222 durch den
Austausch mit einer Saureamidgruppe Glu222GIn erniedrigt, wodurch eine
Destabilisierung  der A-Form  auftritt. =~ Dadurch  verschiebt sich das
Grundzustandsgleichgewicht auf die Seite der anionischen (B) Form. Dabei bleibt
noch ein geringer Anteil der I-Form (~500 nm) zurlck. Bei intensiver Bestrahlung

bildet sich bei ~514 nm ein Photoprodukt, dal} erst beim Erwarmen auf ~100 K
wieder zerfallt.
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Abbildung 246: 2 K Spektren von Glu222GIn.
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8.4.4 Thr203Val Glu222GIn

Die Anwendung der beiden zuvor beschriebener Mutationen Thr203Val und
Glu222GIn wird sowohl die A Form als auch die B Form destabilisiert. Ubrig bleibt die
| Form [Wiehler2002]. Das Tieftemperatur-Anregungsspektrum der anionischen Form
(=500 nm) ist ungewdhnlich breit. Vermutlich befinden sich darunter zwei Sub-
Populationen. Die Fluoreszenzspektren sind dagegen sehr schmal und strukturiert.
Dem gegenuber ist das Fluoreszenzspektrum der A-Form sehr breit, unstrukturiert
und in den blauen Spektralbereich verschoben. Vermutlich ist hier kein ESPT mehr
vorhanden. Bei intensiver Bestrahlung der A-Form bildet sich bei 535,5 nm ein
Photoprodukt, dal} erst beim Erwarmen auf 100 K wieder zerfallt.
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Abbildung 247: 2 K Spektren von Thr203Val Glu222Gin

8.4.5 Ser65Gly

Einen deutlichen Temperatureffekt zeigt die Ser65Gly Variante. Erst bei sehr tiefen
Temperaturen wird die Fluoreszenzanregung des protonierten Chromophors bei
~400 nm sichtbar. Am anionischen Teil des Spektrums (~486 nm) ist auch gut
erkennbar wie sich beim Abkuhlen die spektrale Auflésung etwas verbessert.
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Abbildung 248: 2 K Spektren der Variante Ser65Gly.
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8.4.6 Rot fluoreszierendes Protein (DsRed)

Dieses stark rotverschobene Protein wurde erst vor kurzen in der Koralle Discosoma
entdeckt [Matz1999]. Die Struktur ist dem GFP sehr ahnlich, jedoch ist der
Chromophor ist durch eine weitere Oxidation etwas vergroRert [Gross2000].
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Abbildung 249: 2 K Spektren von DsRed.

Nach Bestrahlung mit 568 nm kann ein spektrales Loch im Anregungsspektrum
detektiert werden. Zugleich bildet sich dabei ein Photoprodukt mit einer Absorption
bei ~ 685 nm. Bereits bei sehr geringen Temperaturen (~20 K) zerfallt dieses wieder.

8.4.7 Thr203Tyr

In dieser Variante wird nahe am Chromophor ein zusatzlicher Aromat eingefuhrt.
Aufgrund von n—n Wechselwirkungen tritt dadurch eine leichte Rotverschiebung auf.
Auffallig ist hier die relativ starke Fluoreszenz aus dem A* Zustand (~ 450 - 500 nm).
Durch intensive Bestrahlung der A-Form bildet sich ein Photoprodukt mit einer
Absorption bei 514,5 nm. Dieses Photoprodukt zerfallt erst bei einer Temperatur von
~120 K.
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Abbildung 250: 2 K Spektren von Thr203Tyr.

8.4.8 Thr203Tyr Ser65Gly

Diese Variante zeigt ein ungewohnlich schmales Fluoreszenzanregungsspektrum
und Fluoreszenzspektrum der anionischen Form (~ 514 nm). In diese Bande kann
sehr gut ein spektrales Loch gebrannt werden. Das Fluoreszenzspektrum der
protonierten A-Form dagegen ist ungewohnlich breit und unstrukturiert.
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Abbildung 251: 2 K Spektren der Variante Thr203Tyr Ser65Gly.

8.4.9 Thr203Tyr Glu222GIn

In dieser Variante sind unter den anionischen Fluoreszenzanregungsspektrum
(~ 510 nm) vermutlich zwei Zustande vorhanden, da sowohl die Anregungs- alsauch
die Fluoreszenzspektren in diesem Bereich zwei Maxima besitzen. Bei langerer
Bestrahlung mit 407 nm taucht im Fluoreszenzspektrum eine Schulter bei 538 nm
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auf. Diese ist vermutlich auf ein Photoprodukt mit einer Absorption bei etwa 535 nm
zurdckzufahren.
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Abbildung 252: 2 K Spektren der Variante Thr203Tyr Glu222GIn.

8.4.10 Glu222GIn Ser65Gly

Trotz Glu222GIn Mutation ist in diese Variante die A-Form (~400 nm) vorhanden.
Dies zeigt eine starke Beglnstigung der A-Form durch die zusatzliche Ser65Gly

Mutation.
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Abbildung 253: 2 K Spektren der Variante Glu222GIn Ser65Gly.

8.4.11 Thr203Val Glu222GIn Ser65Gly

Diese Dreifachmutation zeigt einen hohen Anteil der A-Form bei ~400 nm.
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Abbildung 254: 2 K Spektren der Variante Thr203Val Glu222GIn Ser65Gly

8.4.12 Thr203Tyr Glu222GIn Ser65Gly

Diese Dreifachvariante besitzt wie alle anderen Thr203Tyr Varianten ein leicht
rotverschobenes Spektrum.
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Abbildung 255: 2 K Spektren der Variante Thr203Tyr Glu222GIn Ser65Gly

8.4.13 EGFP (Ser65Thr Phe64Leu)

Diese Variante wurde auf einen madglichst rotverschobenen, anionischen
Chromophor optimiert. Unter intensiver Bestrahlung (476 nm) bildet sich ein
Photoprodukt bei 528 nm das erst beim Erwarmen auf ~85 K wieder zerfallt. Die
asymmetrische Anderung des Bleichspektrums und die zwei Fluoreszenzmaxima
(485, 499 nm) zeigen mindestens zwei Sub-Populationen des anionischen
Chromophors.
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Abbildung 256: 2 K Spektren der EGFP Variante.

8.4.14 Tyr66Trp

Diese Variante besitzt einen Veranderten Chromophor. Die Phenylgruppe wurde hier
durch ein aromatische System ohne Hydroxydgruppe ersetzt. Doch auch hier bildet
sich beim Bestrahlen ein Photoprodukt (~497 nm) das bei 93 K wieder zerfallt.
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Abbildung 257: 2 K Spektren der Variante Tyr66Trp.

8.5 Programme
8.5.1 Scripten fiir Origin 6

8.5.1.1 Autocorrelieren im Script Fenster:

Spalte daten mit einer Anzehl von nmax Werten (die Korrelation muf} Gber etwas
weniger Werte durchgefuhrt werden da sonst Mull entsteht).
col(c)=corr(col(Daten),col(daten),data(1,nmax-11),nmax-10);

8.5.1.2 Normieren im Column Value Fenster:
col(cNorm) = col(c)/(nmax+1-[i])
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8.5.1.3 Falten von zwei Spalten:

Spalte puls mit daten von 1 bis 65
Spalte Exp mit Daten von 100 bis 750
Spalte conv mit lauter 0, nicht markiert
for(i=100;i<=750;i+1){
for(j=1;j<=65;j+1)
col(conv)[i+j]+=col(Exp)[i]*col(pulsl)[j];

s

8.5.1.4 Lodschen von AusreilBern (Hier Werte in Spalte ¢ < 0):

[*aus column c Ausreiser l6schen */
for(i=1;i<=14999;i+1){

if (col(c)[i] < 0) {

col(c)[i]="";

s

8.5.1.5 Auszeitenhistogramm (hier aus fl < 200):

Spalte fl mit Daten von 1 bis 100000

Spalte histo mit lauter 0, nicht markiert

1. Wert in histo ist Unbrauchbar.

2. Wert in histo ist die Anzahl einzelner Pausen.

3. Wert in histo ist die Anzahl doppelter Pausen etc.
[*column histo auf null!!!*/

m=1;

for(i=1;i<=100000;i+1){

if (col(fl)[i] <= 200) m=m+1;

else {col(histo)[m] += 1;m=1;}

b
8.5.2 Labview Programme

8.5.2.1 Korrektur der Spektren des Prismenspektrographen

Dieses Programm korrigiert die nichtlineare Dispersion des Prismas. Zuerst werden
zur Bestimmung des Untergrundes diejenigen Spektren ausgesucht, bei denen das
einzelne Molekul "aus" ist. AnschlieRend wird die Wellenlangenachse rekonstruiert
und die Intensitat korrigiert. Das Programm ist zur Korrektur von sehr vielen
Fluoreszenzspektren ausgelegt.

8.5.2.2 Anpassen von vielen Spektren mit GauBkurven

Werden sehr viele Fluoreszenzspektren gemessen konnen diese nicht mehr einzeln
analysiert werden. Daher wird hier ein Programm entwickelt, das sehr viele Spektren
mit GaulRkurven anpassen kann. Das folgende Bild der Bedienoberflache zeigt wie
gerade das 2967ste Spektrum mit 3 GauRkurven angepaldt wurde.
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8.5.2.3 Analyse von Orientierungsanderungen

Mit diesem Programm konnen die Messungen bei sich drehender
Anregungspolarisation auf Orientierungsanderungen untersucht werden. Dazu wird
ein kurzer Ausschnitt der Messung mit einer cos? Kurve angepaRt und die
Phasendifferenz zur Referenzkurve bestimmt. Im folgenden Ausschnitt aus der
Bedienoberflache sieht man auf der linken Seite die Kurvenanpassungen und rechts
den Verlauf des Orientierungswinkels.

|vwertausche Datensatz 2 und 3
TIF
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8.5.2.4 Weitere Labview-Programme

e Aufnahme und Verarbeitung von Fluoreszenzzeitspuren mit 12,5 ns
Zeitauflésung

e Scanprogramm fur ein konfokales Mikroskop auf der Basis von NI-Zahler- und
NI-Analog-Computerkaten

e Programm zur Simulation von Mef3daten mit Poisson-Rauschen

e Programm zur Aufnahme von Spektren mit dem SR-400 Photoncounter unter
Verwendung des Spex 1402 oder Jobin-Yvon H10D (Seriell/GPIB)
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8.5.3 Visual-Basic Programme

8.5.3.1 Computerunterstiitzte Analyse von Einzelmolekuldiffusion

Dieses Programm hilft bei der Analyse von Bildsequenzen in denen sich die
Positionen einzelner Molekule verandern. Dazu werden die Molekulpositionen vom
Benutzer mit Ringen markiert. Im nachsten Bild zeichnet das Programm dicke Ringe
an die zuvor bestimmte Position ein. Der Benutzer muf® dann entscheiden ob des
Molekul unverandert, gewandert oder verschwunden ist.

O i D4 Christian®/ideozsitesmanthasite10 bmp
Bid o Bild zuriick Bild var | warschlagen
talekiil
15 Coordinaten
Sichem
156.8627 "
1739751 Coardinaten

Laden

Worschlar auch bein rickwarts blattem,
fitkilfe? nicht rehr als B0 Gleiczeitig

Bedienung: Meues Molekil=Punkte
anklichen, Diffuzion = verschieben, weg =
link srausschisben, nachstes bild...

172 werte

new 13

8.5.3.2 Konvertierung von MeRdaten:

Fur diverse MelRrechner wurden Konverter geschrieben, die die Melidaten in das
ASCIl Format umwandeln: ALV5000, Asystant, SPC-300, MCS.
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