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Kapitel 1
Einleitung

Die ersten iiberlieferten Gedanken an die kleinsten Bausteine der Materie von Leu-
kippos (~ 450 v. Chr.) und Demokrit (~ 460 - 371) sind fast 2500 Jahre alt und
stammen aus der griechischen Antike [1]. Bis zur Mitte des 20. Jahrhunderts glaub-
ten selbst renommierte Quantenphysiker wie E. Schréodinger nicht daran, jemals mit
einzelnen Atomen oder Molekiilen experimentieren zu konnen [2]. Mit der rasan-
ten Entwicklung in Wissenschaft und Technik hin zur Herstellung immer kleinerer
Strukturen wurden in den letzten Jahrzehnten jedoch experimentelle Methoden mit
einer Auflésung bis hinab auf molekulare und atomare Ebene entwickelt.

Die Abbildung von Oberflichenstrukturen im Realraum mit einer Auflésung im
Angstrom-Bereich (1 A = 107'° m) ist seit der Erfindung des Rastertunnel- [3, 4]
und Rasterkraftmikroskops [5] an kristallinen Proben, aber auch an organischen Mo-
lekiilen und biologischen Systemen, moglich [6, 7, 8]. Im Bereich optischer Spektro-
skopie ist die Speicherung einzelner Tonen in elektromagnetischen Fallen [9, 10] und
damit das Studium grundlegender Quanteneffekte bei hochster Frequenzprézision
moglich. Die ersten Erfolge auf dem Gebiet der Einzelteilchendetektion reichen in
die Mitte der 70er Jahre zuriick, als einzelne Antikérper, die mit ca. 100 Farbstoff-
molekiilen markiert waren, beobachtet wurden [11]. Angeregt von der Steigerung
der Sensitivitdt durch die Entwicklung hochempfindlicher Detektoren und den Fort-
schritten in der Lasertechnik hatten Wissenschaftler jedoch erst Ende der 80er Jahre
die Idee und den Mut zur Spektroskopie von einzelnen, selektiv angeregten Farb-
stoffmolekiilen.

Die stiirmische Entwicklung in diesem Wissenschaftsbereich der Detektion und
Spektroskopie einzelner Molekiile ist mit groffem Informationsgewinn verbunden,
der mit der Beobachtung der individuellen Molekiile einhergeht, und den erhchten
experimentellen Aufwand rechtfertigt. Es war erstmals die direkte Beobachtung
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der Absorptionslinie und das zeitliche Verhalten der Fluoreszenzintensitét einzelner
Molekiile moglich. Zahlreiche Ereignisse wie auftretende Fluktuationen der Fluo-
reszenzintensitit (An/Aus-Zustédnde der Fluoreszenz) von einem einzelnen Molekiil
konnen am Ensemble nicht beobachtet werden, da das Verhalten der einzelnen Mo-
lekiile im Ensemble nicht korreliert ist und individuelle Beitrége sich gegeniiber der
Summe der Beitrége der riesigen Anzahl anderer Molekiile nicht abheben. Bei an-
deren Messgroflen wie der Lebenszeit des angeregten Zustands oder der exakten
Ubergangsfrequenz zwischen Grund- und angeregtem Zustand bieten Ensembleex-
perimente nur den Zugang zum Mittelwert {iber alle Molekiile. Untersuchungen an
einzelnen Molekiilen erlauben hingegen die Aufstellung der gesamten Verteilung der
auftretenden, individuellen Werte.

Der Beginn der Einzelmolekiilspektroskopie kann auf das Jahr 1989 datiert werden.
In einer komplizierten Doppelmodulationstechnik zur Reduktion des Untergrunds
gelang es Moerner und Kador, das Absorptionssignal eines einzelnen Molekiils im
Festkorper bei kryogenen Temperaturen zu detektieren [12]. Dazu wurden Pentacen-
Molekiile in geringer Konzentration in einen para-Terphenyl-Kristall eingelagert und
durch ihre schmalen Absorptionslinien, die aufgrund der inhomogenen Verbreiterung
iiber einen gewissen Frequenzbereich verteilt sind, spektral selektiv detektiert. Die
Einfithrung der Fluoreszenzanregungsspektroskopie durch Orrit und Bernard [13]
vereinfachte die Methode der Einzelmolekiildetektion, verhalf ihr damit zum Durch-
bruch und wird heute noch eingesetzt. Dabei wird ein spektral hochauflosender Laser
um die spektral unterschiedlichen Ubergangsfrequenzen der einzelnen Molekiile ver-
stimmt und die Absorption der Molekiile {iber die Fluoreszenzemission detektiert.

Mit dieser Methode konnten seither viele Experimente zu quantenoptischen Effek-
ten und viele spektroskopische Studien zur Untersuchung der lokalen Umgebung von
Molekiilen durchgefiihrt werden. Zu diesen Experimenten zéhlen die Beobachtung
der spektralen Diffusion [14, 15, 16], des Séttigungsverhaltens und des temperatur-
abhéngigen Phasenzerfalls [17], des Lochbrennens am Einzelmolekiil [18], des Stark-
Effekts [19, 20], des hydrostatischen Druck-Effekts [21], des Photon-Antibunchings
[22] und Photon-Bunchings [23] durch Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie, der ma-
gnetischen Resonanz eines einzelnen molekularen Spins [24, 25, 26, 27], der Quan-
tenspriinge [28], des dynamischen Stark-Effekts und nichtlinear-optischer Effekte
[29, 30], der Zwei-Photonen-Absorption [31], des optischen Schaltens eines einzelnen
Molekiils [32] und der unterschiedlichen Kopplungsmechanismen zwischen einzelnen
Chlorophyll-Molekiilen in einem Lichtsammelkomplex [33]. Das Gebiet der Tieftem-
peraturspektroskopie an einzelnen Molekiilen wurde immer wieder in Ubersichtsar-
tikeln [34, 35, 36, 37, 38, 39, 40] und innerhalb von Artikelserien iiber Einzelmo-
lekiilspektroskopie [41, 42, 43] zusammengefasst .
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Die Anzahl der Publikationen zu Tieftemperaturexperimenten mit spektraler Se-
lektion einzelner Molekiile ging trotz ihrer hohen Informationsgehalte in den letz-
ten drei Jahren zuriick, da die Tieftemperatur-Einzelmolekiilspektroskopie in dieser
Form strenge Anforderungen beziiglich schmaler Absorptionslinien an die Chromo-
phore stellt, die nur von einer sehr kleine Gruppe von Farbstoffmolekiilen erfiillt
werden [34]. Dadurch schriankt sich das Kontingent an moglichen Experimenten ein.

Ergénzend zur Tieftemperaturspektroskopie entwickelte sich das Forschungsgebiet
der Detektion und Spektroskopie einzelner Molekiile bei Raumtemperatur. Dabei
darf sich im Anregungsvolumen nur ein einziges Molekiil befinden, d.h. die spek-
trale Selektion bei Tieftemperatur wird durch eine rdumliche Selektion ersetzt. Die
erste Detektion eines einzelnen Molekiils bei Raumtemperatur gelang 1990 in wissri-
ger Losung [44]. Dabei stand das analytische Interesse, einzelne Molekiile meist in
Fliissigkeiten und Fliissigkeitsstromen zu zéhlen und iiber ihre Lebenszeit und/oder
iiber ihre Fluoreszenzfarbe zu identifizieren, im Mittelpunkt. Dies ist beispielsweise
fiir Genomsequenzierung oder Virenerkennung niitzlich [45, 46, 42, 47].

Zur Detektion immobilisierter Molekiile bei Raumtemperatur wurde zunéchst die
Technik der Nahfeldmikroskopie verwendet [48, 49, 50, 51, 52, 53], bei der eine
Apertur deutlich kleiner als die Lichtwellenldnge in sehr geringem Abstand iiber
die Probe gerastert wird und damit Strukturen unterhalb der Auflésungsgrenze des
Lichts abgebildet werden kénnen. Dadurch lie8 sich zwar das Beleuchtungsvolumen
reduzieren, man stellte jedoch bald fest, dass die spektroskopischen Eigenschaften
der Molekiile durch die Nidhe der metallisierten Spitze beeinflusst werden [50]. Bald
darauf zeigte sich, dass das Ziel der Einzelmolekiildetektion leichter durch Fernfeld-
Mikroskopie zu erreichen ist [54]. Die Abbildung kann dabei durch (konfokale) Ra-
stermikroskopie [55] aus einzelnen Pixeln entstehen oder alle Bereiche des Bildes
werden parallel durch direkte Abbildung gewonnen (Imaging) [56]. Die Anregung
kann im zweiten Fall entweder direkt durch einen aufgeweiteten Laserstrahl erfol-
gen oder durch das evaneszente Feld einer inneren Totalreflexion [57]. Mit diesen
Methoden konnten zahlreiche biologische Vorgidnge beobachtet werden wie ATP-
Umwandlung durch ein einzelnes Myosin-Molekiil [57], die Bewegung des Motorpro-
teins Kinesin [58], Diffusion in Lipidmembranen [59], optisches Schalten von Pro-
teinen [60] und enzymatische Reaktionen [61]. Weitere Untersuchungen befassten
sich mit spektralen Spriingen [62], Diffusion in Gelen [63], Energietransfer zwischen
zwei Farbstoffmolekiilen [64] bzw. in einem konjugierten Polymer [65], Elektronen-
tranfer [66], Fluoreszenzdynamik bei Polarisationsmodulation [67], eingeschréankter
Diffusion [68], Lichtsammelkomplexen [70, 71] und anderen Themen [69, 41, 43].

In dieser Dissertation wurden zu Beginn spektral hochauflosende Experimente an
dem neuen Farbstoffmolekiil Terrylendiimid (TDI) durchgefiihrt. Unter Berticksich-
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tigung bisheriger Erfahrungen wurde TDI als speziell optimiertes Molekiil fiir die
Einzelmolekiilspektroskopie entwickelt. Neben hervorragenden photophysikalischen
Eigenschaften zeigt es bei Tieftemperatur schmale Nullphononenlinien und ist nicht
nur bei Tieftemperatur, sondern auch bei Raumtemperatur, sehr photostabil. Es
wundert deshalb nicht, dass es als erster Farbstoff iiber den gesamten Temperatur-
bereich von 1,4 K bis Raumtemperatur untersucht und als Sonde eingesetzt werden
konnte [72].

Tieftemperaturuntersuchungen und temperaturabhéngige Messungen sind in
Ergéinzung zu Raumtemperaturexperimenten von groflem Interesse, da sie das Ein-
frieren von dynamischen Prozessen und damit haufig eine einfachere und exaktere
Charakterisierung der zu untersuchenden Phidnomene erlauben. Tieftemperaturun-
tersuchungen unter Ausnutzung der bisher verwendeten spektralen Selektionstechnik
sind jedoch, wie bereits erwiahnt, auf einige wenige geeignete Systeme beschréankt,
die die Moglichkeiten von neuen Experimenten einschrinken. Durch rdumliche Se-
lektion einzelner Molekiile auch bei tiefen Temperaturen als Ersatz fiir spektrale
Separation lassen sich die bestehenden Beschriankungen jedoch aufheben und be-
liebige, ausreichend fluoreszierende Chromophore spektroskopieren. Dazu wurde im
Rahmen dieser Dissertation der vorhandene Aufbau in ein konfokales Laserscannig-
Mikroskop umgebaut, mit dem Proben im Kryostaten bei beliebiger Temperatur un-
ter Einzelmolekiilauflosung untersucht werden konnen. Die strenge Einteilung und
Unterscheidung zwischen Tief- und Raumtemperatur ist damit {iberfliissig und ei-
ne Vielzahl neuer Systeme werden fiir Einzelmolekiiluntersuchungen unterhalb von
Raumtemperatur zugénglich. Erste experimentelle Ergebnisse von Messungen an
der neuen Apparatur an einerseits materialwissenschaftlich interessanten Proben
und andererseits biologischen Systemen liegen bereits vor.

In Kapitel 2 werden zunéchst die Grundlagen der Einzelmolekiilspektroskopie darge-
legt und ihre Voraussetzungen und Anforderungen diskutiert. Um die experimentel-
len Unterschiede zwischen der spektralen Separation und der raumlichen Isolierung
einzelner Molekiile, sowie deren Auswirkungen auf die Wahl der Probenkonzentra-
tion und Anregungswellenldnge besser verstehen zu konnen, wird besonders auf die
spektralen Eigenschaften von Farbstoffmolekiilen bei verschiedenen Temperaturen
eingegangen.

In Kapitel 3 werden die theoretischen Hintergriinde zur Beschreibung der stati-
ondren und dynamischen Fluoreszenzeigenschaften von Farbstoffmolekiilen vorge-
stellt. AuBerdem werden Modelle zum Verstdndnis der Linienform erklédrt, die in
Tieftemperaturexperimenten eine wesentliche Messgrofie ist, um damit charakteri-
stische Eigenschaften der Matrix zu beschreiben, die das Sondenmolekiil umgibt.
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Das Kapitel 4 beschiftigt sich mit dem experimentellen Aufbau. Neben dem
Lasersystem und den vorhandenen Aufbauten und Probensystemen wird beson-
ders ausfiihrlich auf die Funktion des im Rahmen dieser Dissertation aufgebauten
Laserscanning-Mikroskops eingegangen. Weiter wird eine externe, aktive Frequenz-
stabilisierung des Farbstofflasers, die in der Anfangsphase dieser Doktorarbeit ent-
stand und die die Moglichkeit stabiler Frequenzscans bietet, beschrieben.

Die Ergebnisse aus den Tieftemperaturuntersuchungen mit spektraler Selektion wer-
den in Kapitel 5 behandelt. Dabei sind alle Experimente an Terrylendiimid (TDI)
zusammengestellt. Im Einzelnen sind es die Untersuchungen des Séttigungsverhal-
tens, die Bestimmung der Triplettraten durch Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie,
die Detektion von Emissionsspektren einzelner Molekiile, sowie die Untersuchung
von Linienbreitenverteilungen und der Temperaturabhéngigkeit der Linienform zur
Charakterisierung der verwendeten Matrizen Polyethylen und Hexadecan. Zusétzlich
zu den Experimenten an TDI wurden auch Untersuchungen zum Energietransfer bei
Tieftemperatur am neuen Bichromophor Perylen-TDI durchgefiihrt. Neben der Dar-
stellung der Ergebnisse findet sich in Kapitel 5 auch eine Beschreibung der Theorie
zum Energietransfer nach dem Forster-Mechanismus.

In Kapitel 6 werden die ersten Experimente am neu aufgebauten Tieftemperatur-
Mikroskop beschrieben. Nach den Charakterisierungsuntersuchungen an Testpattern
und bekannten Probensystemen im gesamten Temperaturbereich werden Experi-
mente in zwei neuen Gebieten vorgestellt: die Untersuchung einzelner Molekiile in
Porensystemen und die Untersuchung einzelner Proteine am Beispiel des Griin Fluo-
reszierenden Proteins und der Phycoerythrocyanine aus dem Lichtsammelkomplex
von Cyanobakterien.

Ein Uberblick in Kapitel 7 iiber alle in dieser Dissertation durchgefithrten Experi-
mente und die dabei erzielten Ergebnisse beschlieft diese Arbeit.



Kapitel 2

Grundlagen und Prinzipien der
Einzelmolekiilspektroskopie

In konventionellen optischen Spektroskopiemethoden wie UV /VIS-, Infrarot- oder
Ramanspektroskopie untersucht man eine sehr grofie Anzahl von Molekiilen, typisch-
erweise in der GréBenordnung von 10'® Teilchen. Um aus dieser riesigen Anzahl ein
einzelnes Molekiil selektiv zu adressieren, miissen die Proben stark verdiinnt und
geeignete Techniken zur Isolierung einzelner Molekiile angewendet werden. Zwei un-
terschiedlichen Methoden, die zu diesem Ziel fithren, werden im zweiten und drit-
ten Teil dieses Kapitels dargestellt. Um die beiden Techniken besser verstehen zu
konnen, wird im ersten Teil dieses Kapitels zunéchst ein kurzer Uberblick iiber die
Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften von Farbstoffen in Festkorpern, von de-
nen im Folgenden die Rede sein wird, bei verschiedenen Temperaturen gegeben. In
den anderen beiden Teilen dieses Kapitels werden die Anforderungen diskutiert, die
notig sind, um ein einzelnes Molekiil iiber sein Fluoreszenzsignal zu detektieren, und
die Belege genannt, die zeigen, dass das detektierte Signal tatséchlich von einzelnen
Molekiilen stammt.

2.1 Vorbemerkungen zur Absorption und Emissi-

on von Licht

Bei allen hier vorgestellten Techniken werden die Molekiile ausschliellich iiber ihr
Fluoreszenzsignal detektiert. Daraus wird eine Vielzahl von Informationen zugéng-
lich, die Riickschliisse auf die molekularen Eigenschaften erlauben.



2.1 Vorbemerkungen zur Absorption und Emission von Licht 7

2.1.1 Das Drei-Niveau-System fiir die optischen Uberginge

eines Farbstoffmolekiils

Alle wesentlichen Uberginge, die in einem Farbstoffmolekiil stattfinden, und da-

mit dessen Absorptions- und Emissionseigenschaften, konnen in einem Drei-Niveau-
System dargestellt werden. Zumeist befindet sich das Farbstoffmolekiil im elektro-
nischen Grundzustand (Singulett Sp). Durch Lichteinstrahlung lisst es sich in einen
elektronisch angeregten Zustand S; iiberfithren. Auf die Darstellung hoherer elektro-

nischer Anregungszustinde S,, wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.

Sie gewinnen erst bei Mehr-Photonen-Prozessen an Bedeutung.

I

Absorptions-
spektrum

<
t—

Null-Phononen-Bande

Phononen-
seitenbande

linienverschmaélertes
Fluoreszenz-
spektrum

(FLN)

Abbildung 2.1: Jablonski-Termschema fiir ein Farbstoffmolekiil mit drei Niveaus. Neben
elektronischen Niveaus sind Schwingungsniveaus und phononische Zusténde eingezeichnet.
Zusatzlich sind die auftretenden Spektren dargestellt, die im Text ndher erldutert werden.

Der energetische Abstand der beiden Niveaus Sy und S; ist durch die Vakuumiiber-

gangsfrequenz der Molekiile wiedergegeben. Wechselwirkungen der Molekiile mit

ihrer speziellen Umgebung fithren zu einer Verschiebung der Ubergangsfrequenzen
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(solvent shift), die von Molekiil zu Molekiil unterschiedlich sein kann und eine inho-
mogene Verbreiterung in Ensemblespektren zur Folge hat.

Ein Ubergang kann in den Schwingungsgrundzustand von S; oder in ein Schwin-
gungsniveau von S; erfolgen. Die Wahrscheinlichkeit der einzelnen Uberginge wird
durch deren Franck-Condon-Faktoren bestimmt, die den Uberlapp der Schwingungs-
wellenfunktionen in Sy und S; widerspiegeln. Die Energieunterschiede der Schwin-
gungsniveaus liegen in der GroSenordnung von 400 - 4000 cm™. Selbst bei Raum-
temperatur (kT /hc = 200 cm™!) sind hohere Schwingungszustinde deshalb ther-
misch kaum populiert. Schwingungsanregung im elektronisch angeregten Zustand
S1 zerféllt innerhalb von Pikosekunden strahlungslos in dessen Schwingungsgrund-
zustand. Bei Molekiilen, die in einen Festkorper eingelagert sind, konnen auflerdem
noch Kombinationsiibergénge auftreten, bei denen neben dem Chromophor auch
Phononen der Matrix angeregt werden. Die Energiedifferenzen dieser Zustédnde lie-
gen typischerweise zwischen 20 und 200 ecm™! und fiihren bei Raumtemperatur zu
einer Verbreiterung des homogenen Spektrums. Die Auswirkungen von Phononen-
anregungen bei tiefen Temperaturen hingen von der Kopplung des elektronischen
Systems an die Umgebung ab, der sogenannten Elektron-Phonon-Kopplung. Diese
wird im tibernédchsten Abschnitt ndher erldutert.

Wenige Pikosekunden nach der Anregung befindet sich das Farbstoffmolekiil im
Schwingungsgrundzustand von S;. Hier tritt nun normalerweise Fluoreszenz auf, d.h.
das Molekiil geht vom elektronisch angeregten Zustand S; wieder in den elektroni-
schen Grundzustand S, iiber und sendet dabei ein Photon aus. Das Fluoreszenzlicht
ist meist rotverschoben zum Anregungslicht, da wie bei der Anregung ein hoherer
Schwingungszustand besetzt werden kann. Die Lebenszeit des elektronisch angereg-
ten Zustands S; betriigt einige Nanosekunden, was einer Fluoreszenzrate von 108
pro Sekunde entspricht. Neben dem fluoreszierenden Ubergang kénnen auch andere,
strahlungslose Uberginge auftreten. Dazu zihlen die Relaxation in den Grundzu-
stand durch interne Konversion (strahlungslos, in Abb. 2.1 nicht eingezeichnet) oder
der Ubergang in einen Triplettzustand (intersystem crossing). Letzterer ist wegen der
Spinumkehr eigentlich verboten, tritt aufgrund von Spin-Bahn-Kopplung jedoch mit
einer geringen Wahrscheinlichkeit auf. Da auch die Riickkehr in das Singulettsystem
spinverboten ist, hat dieser Zustand eine relativ lange Lebenszeit im Bereich von
Mikrosekunden bis Sekunden. Wiahrend dieser Zeit ist das Molekiil einer Anregung
im elektronischen Grundzustand Sy entzogen, so dass keine Fluoreszenz beobachtet
werden kann. Die Entvolkerung des Triplettzustands erfolgt fiir Systeme, die in der
Einzelmolekiilspektroskopie eine Rolle spielen, meist strahlungslos und nicht unter
Emission eines Photons (Phosphoreszenz).
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2.1.2 Die homogene Linienform

Die Linienbreite eines optischen Dipoliibergangs ist aufgrund der Heisenbergschen
Unschérferelation nicht beliebig klein, sondern durch die endliche Lebensdauer T;
des angeregten Zustandes beschrankt. In einem rein klassischen Ansatz kann die
Emission der Ubergangsenergie durch die Abstrahlung eines elektrischen Dipols be-
schrieben werden, der mit der Frequenz des Ubergangs wy oszilliert. Die Amplitude
der Oszillation des Ubergangsdipols ist durch den Energieverlust der Abstrahlung
gedampft. Die zeitlich geddmpfte Schwingung lidsst sich nur noch als Summe von
Schwingungen verschiedener Frequenzen um wy darstellen. Man erhélt die Vertei-
lung dieser Frequenzen, also das Spektrum, durch Fouriertransformation der zeitlich
gedampften Schwingung. Im Falle eines Ubergangs zwischen einem angeregten Zu-
stand mit der Lebenszeit 77 und einem stabilen Grundzustand ohne weitere Storun-
1

gen ist der Dampfungsterm e~'/™) (der Faktor 7 im Exponenten tritt auf, da

die Amplitude im positiven und negativen Bereich geddmpft wird) und das Profil
1

lorentzformig entsprechend I(w) = T ek Unter Verwendung der einfachen
2T,

(w—wo)2+(

Frequenzeinheiten v und der Halbwertsbreite (full width at half maximum) der Linie
Auvyy, lasst sich die auf die Flache 1 normierte Lorentzfunktion allgemein schreiben
als:

) = - Avip (2.1)

2 (v —y)? + (%)2

Dabei ist v die Frequenz des anregenden Lasers und vy die Frequenz des moleku-
laren Ubergangs. In Abb. 2.2 ist ein entsprechendes Profil im Vergleich mit einem
Gaufprofil dargestellt. Sie zeigt, dass die Lorentzkurve sehr viel langsamer gegen
Null hin abféllt. Da das Signal in der Praxis immer von Untergrund iiberlagert ist,
benotigt man zur Anpassung einer Fitkurve immer Daten iiber einen Bereich von
mindestens der zehnfachen Halbwertsbreite.

Die minimale Halbwertsbreite ist gegeben durch die mittlere Lebensdauer 7 des
angeregten Zustands (auch longitudinale Relaxationszeit) mit Avpy, = TlTl Durch
Fluktuationen der Ubergangsenergie aufgrund von Wechselwirkungen des Chromo-
phors mit niederfrequenten Anregungszustianden der Matrix (Phononen) kann die
Linie aber auch verbreitert werden. Nach der Theorie von Kubo [73] bleibt sie da-
bei lorentzformig. Die Verbreiterung wird durch eine zweite Zeitkonstante, die reine
Phasenrelaxationszeit Ty (auch transversale Relaxationszeit) beschrieben. Bei sehr
tiefen Temperaturen wird diese Zeit jedoch sehr grofl und ihr Beitrag vernachléssig-
bar. Im Gegensatz zu T} ist T stark temperaturabhingig und fiithrt schon bei ge-
ringer Erwérmung zu einer Linienverbreiterung. Da diese Beitrdge im Mittel fiir alle
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—— Lorentz

I (v=v,)

Frequenz v—v,

Abbildung 2.2: Das Lorentz- und Gauflprofil im Vergleich. Beide Kurven sind auf eine Am-
plitude von 1 normiert und haben eine Halbwertsbreite von 1.

Molekiile gleich sind, bezeichnet man sie als homogen. Als homogene Linienbreite
ergibt sich damit:

1 |
Avpy = ——— + ———
b = o T ATy

(2.2)
Durch Unordnung in der Matrix kann es zu weiteren Linienverbreiterungen kommen.
Diese sind jedoch nicht mehr notwendigerweise fiir alle Chromophore identisch, da
jedes Molekiil seine individuelle, unterschiedliche Umgebung hat. Die Linienbreite
kann strenggenommen deshalb auch nicht mehr als homogen bezeichnet werden.
Dieser Effekt und ein weiterer Verbreiterungsmechanismus, die Sattigungsverbreite-
rung, werden im néchsten Kapitel behandelt.

2.1.3 Die Linienform im Festkorper

Im letzten Abschnitt wurde die Ankopplung elektronischer Ubergiinge eines Mo-
lekiils an Phononen des umgebenden Festkorpers nicht in Betracht gezogen. Die
bisher beschriebene homogene Linie stellt deshalb nur einen Teil des auftreten-
den Spektrums, die Nullphononenlinie (zero phonon line, ZPL), dar. Sie ist das
Analogon zur Mofbauer-Linie bei der riickstoBfreien Emission von «-Quanten. Die
Beriicksichtigung der Phononenbeteiligung am Ubergang im Rahmen der linearen
Elektron-Phonon-Kopplung fiithrt zum Auftreten von einer Phononenseitenbande
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(PSB), die in Absorption blau verschoben zur ZPL und in Fluoreszenz rot ver-
schoben zur ZPL beobachtet wird [74]. Die einzelnen Beitridge der unterschiedlichen
Phononeniibergénge iiberlappen dabei zu einer breiten Bande, da die Linienbreiten
aufgrund der kurzen Lebenszeiten grofier sind als ihr Abstand.

Bei Raumtemperatur sind so viele Phononen der Wirtsmatrix im elektronischen
Grundzustand thermisch aktiviert, dass die Nullphononenlinie unter der breiten
Phononenseitenbande von oft mehreren tausend GHz (einige nm) verschwindet. Des-
halb beschrankt sich die weitere Diskussion auf tiefe Temperaturen. In diesem Fall
sind keine Gitterschwingungen im Grundzustand angeregt und die ZPL stellt in der
Absorption den niederenergetischsten Ubergang dar.

Nullphononenlinie

AVhom —> || +—

Absorption

Phononenseitenbande

v

v, VoA
Frequenz

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Linienform fiir die Absorption eines Dotie-
rungsmolekiils im Festkorper bei tiefen Temperaturen.

Der genauere Hintergrund soll hier nur angedeutet werden und ist in [75] detail-
liert beschrieben. Mit Hilfe eines Konfigurationskoordinatenmodells lassen sich die
Potentialkurven der elektronischen Zusténde, gekoppelt an Schwingungen der Wirts-
matrix, als parabelférmige, harmonische Potentiale darstellen (siehe Abb. 2.4).
Ubergénge treten aus der Gleichgewichtslage qo des Grundzustands gem#f dem
Franck-Condon-Prinzip auf. Dieses besagt, dass die elektronischen Uberginge viel
schneller stattfinden als die Atomkerne des Molekiils und seiner Umgebung in eine
neue Gleichgewichtslage folgen kénnen. Die durch die geinderte Ladungsverteilung
im angeregten Zustand verschobene Gleichgewichtskoordinate q; fithrt zu einer zu-
nehmenden Wahrscheinlichkeit der Anregung von Phononen. Die theoretische Be-
schreibung startet von der Differenz der potentiellen Energien AV [76, 77]:
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v=0 , verallgemeinerte
Konfigurationskoordinate

E, H 1
Yo q
Abbildung 2.4: Potentialschema zur Erklirung des Auftretens der Phononenseitenbande.

Ubergiinge finden gemiif dem Franck-Condon-Prinzip senkrecht statt, ihre Stérke folgt aus
dem Uberlapp der gemischten Wellenfunktionen.

1
AV = hwy + Z a;p; + 5 Z W7 (2.3)

Der erste Term entspricht dem rein elektronischen Ubergang. Der zweite Term mit
dem Kopplungsparameter a; gibt die lineare Elektron-Phonon-Kopplung wieder und
fithrt zu der eben diskutierten Phononenseitenbande. Der dritte Term mit Kopp-
lungsparameter W; beriicksichtigt die quadratische Elektron-Phonon-Kopplung. Die-
se ist verantwortlich fiir eine temperaturabhéngige Verbreiterung der Nullphononen-
linie, die im dritten Kapitel behandelt wird.

Um moglichst scharfe Spektren und hohe spektrale Auflésung zu erhalten, ist
es von Interesse, die Elektron-Phonon-Kopplung zu unterdriicken. Dann fallt die
meiste Intensitdt in die ZPL, die aufgrund ihrer Schirfe entsprechend intensiv
wird. Die Linienbreite der ZPL von Probensystemen, die in der Tieftemperatur-
Einzelmolekiilspektroskopie verwendet werden, liegt bei einigen zehn MHz ( = 1073
cm™!), wihrend die Phononenseitenbande einige zehn cm™! breit und entsprechend
flach ist. Ein Maf fiir die Stiarke der Kopplung ist der Debye-Waller-Faktor, der als
Verhéltnis der integralen Intensitit des Nullphononeniibergangs I,p; zur gesamten
Intensitét (Izpr, + Ipsp) gegeben ist:

I
ZPL (2.4)

ap=——2"%2
Izpr + Ipsp

Bei schwacher Kopplung néhert sich der Debye-Waller-Faktor 1 an, nimmt bei
Erhchung der Temperatur aber schnell ab und strebt gegen 0.
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2.1.4 Die inhomogene Verbreiterung

Neben den dynamischen Effekten beeinflussen auch statische und quasistatische
Wechselwirkungen der Farbstoffmolekiile mit dem sie umschlieBenden Festkorper
deren Absorptionslinien. Verspannungen, Defekte und daraus resultierende elektro-
magnetische Felder fithren zu unterschiedlichen Umgebungen der Chromophore und
damit zu unterschiedlichen Absorptionsfrequenzen.

Inhomogene
Verbreiterung

<« Av,

inhom

Absorption

AVhom

v

Frequenz

Abbildung 2.5: Die Einlagerung von Farbstoffen in Festkorper fithrt durch die unterschiedli-
chen Umgebungen zu verschiedenen Absorptionsfrequenzen der individuellen Chromophore
und damit zur inhomogenen Verbreiterung. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden Pho-
nonenseitenbanden weggelassen.

In der Natur treten keine idealen Kristalle auf, in denen alle Dotierungsmolekiile die
identische Absorptionsfrequenz besidfien. In realen Kristallen werden statt dessen
inhomogene Linienbreiten von 1 bis 100 GHz beobachtet. In amorphen Festkérpern
wie Polymeren und Glésern fithrt die starkere Unordnung sogar zu Verbreiterungen
iiber 1000 GHz (einige nm). Bei Raumtemperatur ist die inhomogene Verbreiterung
von untergeordneter Bedeutung, da die homogene Linienbreite meist in derselben
GroBenordnung ist (bei kristallinen Systemen sogar oft deutlich grofier). Bei tiefer
Temperatur, bei der homogene Linienbreiten kleiner als 100 MHz auftreten konnen,
kénnen mit Techniken wie spektralem Lochbrennen [78] und Fluoreszenzlinienver-
schmélerung (fluorescence line narrowing, FLN) [79, 80] Subensembles aus der inho-
mogenen Verbreiterung selektiert werden (siche néchster Abschnitt). Im Extremfall
gelingt mit dhnlichen Techniken die Separation einzelner Molekiile bei Tieftempera-

tur.
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2.1.5 Spektren

Nachdem nun alle grundlegenden Informationen iiber die auftretenden Uberginge
bei Tief- und Raumtemperatur dargelegt sind, soll eine kurze Diskussion der fiir diese
Arbeit wichtigen Arten von Spektren folgen. Dabei handelt es sich um Absorptions-,
Fluoreszenzanregungs- und Fluoreszenzemissionsspektren.

Bei Absorptionsspektren wird in Abhéngigkeit der Wellenlénge die Abnahme der
eingestrahlten Intensitdt durch Absorption der Probe relativ zu einem ungestorten
Referenzstrahl detektiert. Als Anregungslichtquelle werden meist Lampen (z.B.
Quecksilber- oder Xenonlampen) verwendet, die die Aufnahme von Spektren iiber
den gesamten sichtbaren Spektralbereich bis ins UV erlauben. Fiir diese Arbeit
wurden nur Absorptionsspektren von Farbstofflosungen aufgenommen, um deren
Konzentrationen iiber das Lambert-Beersche Gesetz zu bestimmen. Im Hinblick auf
Einzelmolekiildetektion hat sich die Absorptionstechnik nicht durchgesetzt, da die
geringe Intensitdtséinderung durch ein einzelnes Farbstoffmolekiil selbst mit kompli-
zierten Modulationsmethoden nur sehr schwer detektierbar ist [12, 81]. Diese Metho-
de hat zwar den Vorteil, unabhingig von der Fluoreszenzquantenausbeute zu sein,
gelang bisher aber nur an den Standardsystemen der Einzelmolekiilspektroskopie
bei Tieftemperatur [82].

Eine weitere Technik, die Aussagen iiber das Absorptionsverhalten einer fluores-
zierenden Probe zulésst, ist die Fluoreszenzanregungsspektroskopie. Dabei wird die
Gesamtfluoreszenz in Abhéngigkeit der Anregungswellenldnge bestimmt. Bei den
Wellenldngen, an denen der Farbstoff absorbiert, erhélt man ein Fluoreszenzsignal,
so dass die Spektren meist analog zu Absorptionsspektren sind, die Chromophore
aber fluoreszieren miissen. Treten Prozesse wie Energietransfer auf, konnen sich An-
regungsspektren jedoch auch von Absorptionsspektren in ihren Intensitéatsverhaltnis-
sen unterscheiden. Ein Nachteil von Anregungsspektren ist, dass man oftmals einen
groflen Teil des Fluoreszenzsignals verliert, da man es mit dem Anregungsstreulicht
spektral abblocken muss.

Bei Raumtemperatur bestehen Anregungsspektren meist aus einer breiten Bande,
die gegebenenfalls noch kurzwellige Nebenmaxima aufgrund von intensiven Mo-
lekiilschwingungen aufweisen. Erniedrigt man die Temperatur und damit die ho-
mogene Linienbreite, so verdndert sich das Anregungsspektrum &uflerlich nur, wenn
die inhomogene Verbreiterung deutlich geringer ist als die homogene, also bei ge-
ordneten (kristallinen) Systemen. Das Spektrum zeigt dann scharfe Banden, die
bestimmten Einbaulagen (sites) zugeordnet werden kénnen.

Durch schmalbandige Anregung kann aber auch in einem ungeordneten System ei-
ne bestimmte Klasse von Molekiilen selektiert werden, und zwar jene, deren Ein-
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Laseranregung . Detektionsbereich fiir
bei FLN Fluoreszenzanregungsspektrum
Absorptions- oder l’ Fluoreszenzspektrum
Fluoreszenzanregungs- ./
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung von einem Absorptions- bzw. Fluoreszenzanre-
gungsspektrum, sowie von Fluoreszenzspektren. Die Fluoreszenzlinienverschmélerung tritt
nur bei tiefen Temperaturen und siteselektiver Anregung mit einem schmalbandigen Laser
auf.

baulage zu einer Absorptionsfrequenz fiihrt, die resonant zum eingestrahlten La-
serlicht ist. Durch das Durchlaufen zahlreicher Anregungszyklen wird Energie an
die diese Molekiile umgebende Matrix abgegeben. Dies kann zu einer Anderung der
Molekiilumgebungen fithren, die mit einem Wechsel der Absorptionsfrequenz der
Molekiile verbunden ist. Im Fluoreszenzanregungsspektrum fehlen nun die Beitréige
von Molekiilen dieser Frequenz und es entsteht ein spektrales Loch in der Bande mit
der doppelten homogenen Linienbreite. Diese Methode zur Uberwindung der inho-
mogenen Verbreiterung ist das zuvor schon erwéhnte photophysikalische, spektrale
Lochbrennen. Fiihrt die Einstrahlung zu einer chemischen Reaktion der Molekiile
und damit ebenfalls zu einem Wechsel der Absorbtionsfrequenz bzw. zum Bleichen
der Farbstoffe, spricht man von photochemischem Lochbrennen.

Interessiert man sich nicht fiir die Wellenldngenabhéngigkeit in der Absorption, son-
dern in der Emission, nimmt man Fluoreszenzspektren auf. Dabei wird die Probe
in einen vibronischen Zustand angeregt und das Fluoreszenzsignal mit einem Git-
ter oder Prisma dispergiert. Bei Raumtemperatur gleichen Fluoreszenzspektren den
gespiegelten Absorptions- oder Anregungsspektren, was sich mit Hilfe von Abb. 2.1
leicht verstehen lisst. Die Wellenléinge des rein elektronischen Ubergangs sind durch
den Stokes-Shift, also die Absenkung der Anregungsenergie durch Relaxation der
Kerne in ihre neue Gleichgewichtslage, leicht rot verschoben.

Bei tiefen Temperaturen kann man wieder die inhomogene Verbreiterung iiberwin-
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den, wenn man schmalbandig mit einem Laser nur Molekiile einer ausgewéhlten
Klasse anregt, deren Schwingungs- oder Phononenbanden dem Ubergang bei der
gewihlten Laserfrequenz entsprechen. Dabei kann es zwar noch zur Uberlagerung
verschiedener Subensembles kommen, die in verschiedene Schwingungsmoden ange-
regt werden, eine Linienverschmélerung tritt jedoch in jedem Fall auf. Im Spektrum
sind dann als kurzwelligster Peak der 0-0-Ubergang zu beobachten, sowie die erlaub-
ten Schwingungsiibergénge in ihrem energetischen Abstand zur 0-0-Linie. Aulerdem
treten Phononenseitenbanden auf der langwelligen Seite jedes Peaks auf. Die Breite,
insbesondere des 0-0-Peaks, aber meist auch der Schwingungspeaks, ist bei Fluo-
reszenzspektren meist schmaler als die typische Auflésung von einigen Wellenzahlen
(~100 GHz) der verwendeten Geréite (Monochromator, Spektrograph).

Eine weitere Methode zur Uberwindung der inhomogenen Verbreiterung ist die
Spektroskopie einzelner Molekiile. Man unterscheidet zwei prinzipielle Techniken, die
es erlauben, nur ein einzelnes Molekiil anzuregen. Sie werden im Folgenden erldutert.

2.2 Spektrale Isolierung einzelner Molekiile mit-
tels hochauflésender Spektroskopie bei tiefen

Temperaturen

Um mit dieser Technik die Wechselwirkung mit nur einem Farbstoffmolekiil zu er-
reichen, ist es notwendig, die Konzentration der Chromophore im Festkorper stark
zu reduzieren, sowie das Anregungsvolumen moglichst klein zu wéhlen. Aulerdem
miissen die Farbstoffe scharfe Absorptionslinien zeigen und schmalbandig angeregt
werden.

Bei tiefen Temperaturen zeigt eine gewisse Klasse von Farbstoff-Matrix-Systemen
derartig schmale Nullphononenlinien, dass eine Verringerung der Anzahl der Farb-
stoffmolekiile im Probenvolumen von der inhomogenen Absorptionsbande zu einer
Bande mit Feinstruktur fiihrt [83]. Dabei handelt es sich um reproduzierbare Spek-
tren, die aufgrund der geringeren Molekiilzahl und deren statistischer Verteilung
im Frequenzraum nicht mehr so glatt sind wie im Falle der Mittelung iiber eine
grofle Anzahl an Absorbern. Wie die Simulation in Abb. 2.7 veranschaulicht, fiihrt
eine weitere Reduzierung der Chromophor-Konzentration zu separierten Absorpti-
onslinien einzelner Molekiile bei unterschiedlichen Frequenzen. Man nutzt dabei die
unterschiedlichen Umgebungen der individuellen Molekiile und die daraus folgen-
den unterschiedlichen Absorptionsfrequenzen zur spektralen Isolierung der einzelnen
Molekiile. Typische Konzentrationen fiir Polymerproben sind 1078 M bei Proben-
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Abbildung 2.7: (a-d) Simulation von Absorptionsspektren mit abnehmender Zahl an Ab-
sorbern. Mit abnehmender Konzentration zeigt sich zunéchst die statistische Feinstruktur
und bei sehr niedrigen Konzentrationen die Absorptionslinien von einzelnen Molekiilen. Die
Mittenfrequenzen wurden als gauférmig angenommen (nach [40]).

dimensionen im pum-Bereich. Das entspricht einer Molekiilzahl von einigen Tausend
im beleuchteten Volumen von einigen zehn Femtolitern. Die Anzahl N der spektral
trennbaren Einzelmolekiile im Anregungsvolumen ist bei dieser Selektionsmethode
durch das Verhéltnis von inhomogener zu homogener Linienbreite nach oben be-

schrankt: N < AA”Z'”M.
Vhom

Die experimentelle Realisation gelingt durch Aufnahme eines Fluoreszenzanregungs-
spektrums mit einem schmalbandigen FarbstofHlaser, dessen Linienbreite mit < 1
MHz schmaler als die homogene Linie der Chromophore ist, die ihrerseits extrem
scharf sein muss. Es eignet sich nur die Nullphononenlinie des rein elektronischen
Ubergangs (0-0-Ubergang), denn die Anregung in einen Schwingungszustand zeigt
wegen dessen kurzer Lebenszeit eine etwa 1000-fach breitere Linie mit entsprechend
geringer Intensitédt. Analoges gilt fiir die Phononenseitenbanden. Durch die Schérfe
der Nullphononenlinie ergibt sich eine stark erhthte Absorption. Allerdings hat die
Anregung bei der langwelligsten Absorption auch zur Folge, dass ein Grofiteil der
Einzelmolekiilfluoreszenz im Wellenléngenbereich des Anregungslichts auftritt, spek-
tral geblockt werden muss und nicht detektiert werden kann.

Die erste Detektion einzelner, spektral separierter Molekiile iiber Fluoreszenzanre-
gung gelang 1990 [13]. Seitdem ist die Anzahl an Farbstoff-Matrix-Systemen zwar
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Abbildung 2.8: Terrylendiimid in Hexadecan: (a) Absorptionsspektrum einer hoch konzen-
trierten Probe bei Raumtemperatur und (b) Fluoreszenzanregungsspektrum einer niedrig
konzentrierten Probe bei 1,4 K, aufgenommen in der roten Flanke bei 659 nm.

grofler geworden, insgesamt hat sich jedoch gezeigt, dass die Forderung nach schma-
len Nullphononenlinien eine starke Einschrankung bei der Auswahl geeigneter Syste-
me ist. Neben dieser speziellen Anforderung treten weitere Anforderungen wie hohe
Fluoreszenzzéhlrate, geringer Streuuntergrund und geringe Lochbrenneffizienz, die
im Kapitel 2.4 néher behandelt werden.

2.3 Raumliche Isolierung einzelner Molekiile mit

mikroskopischen Techniken

Eine weitere Technik zur Detektion der Fluoreszenz einzelner Molekiile ist ihre raum-
liche Isolierung. Im Gegensatz zur im letzten Kapitel vorgestellten (spektralen) Se-
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paration im Frequenzraum werden die Molekiile hier im Realraum separiert. Dies
erfordert eine noch starkerer Verdiinnung der Proben, so dass im Mittel nur 1 Farb-
stoffmolekiil im Anregungs- bzw. Abbildungsvolumen ist. Der Anregungsstrahl wird
dazu bestmdoglich fokussiert und die Konzentration der Proben entsprechend ernied-
rigt. Diese Methode stellt keine speziellen spektralen Anforderungen an das Molekiil,
insbesondere erfordert sie keine schmalen Absorptionslinien, und ist deshalb bei be-
liebiger Temperatur durchfiihrbar. Die Farbstoffe werden in eine Schwingungsbande
angeregt und ihre Gesamtfluoreszenz detektiert. Obwohl diese Methode eigentlich
sehr naheliegend erscheint, wurden die ersten Experimente an rdumlich separierten
Einzelmolekiilen erst durchgefiihrt, nachdem die Einzelmolekiildetektion in spektral
separierenden Tieftemperaturexperimenten gelang.

2.3.1 Konfokale Mikroskopie und alternative Methoden

Aufgrund seiner Beugungseigenschaften kann Licht nicht auf einen Durchmesser
fokussiert werden, der der tatséchlichen rdaumlichen Ausdehnung von Farbstoffmo-
lekiilen entspricht. Diese liegt im Bereich von einigen Angstrém bzw. Nanometern,
wihrend sichtbares Licht auf Durchmesser nur wenig unterhalb eines Mikrometers
fokussiert werden kann. Verdiinnt man eine Probe jedoch so weit, dass im Mittel
nicht mehr als ein Molekiil im beleuchteten (bzw. detektierten) Volumen ist, so lasst
sich mit rdumlich hochauflésenden Mikroskopiemethoden die rdumliche Isolierung
einzelner Chromophore erreichen.

Eine wichtige Technik zur Detektion einzelner Molekiile ist die konfokale Mikrosko-
pie [84, 85, 86, 87, 88]. Das grundlegende Prinzip eines konfokalen Mikroskops (dar-
gestellt in Abb. 2.9) beruht darauf, jeweils nur einen (beugungsbegrenzten) Punkt
auf der Probe durch Abbildung einer Punktlichtquelle (Lochblende bzw. Pinhole)
zu beleuchten. Wendet man diese Technik in der Fluoreszenzmikroskopie an, so
werden Farbstoffmolekiile, die sich an diesem Ort befinden, angeregt und fluores-
zieren. Das Fluoreszenzlicht wird durch dasselbe Objektiv aufgesammelt und mit
Hilfe einer Tubuslinse abgebildet. In der Bildebene sitzt ein weiteres Pinhole, durch
das im Wesentlichen nur Licht aus der beleuchteten Region der Objektebene trans-
mittiert wird. Die Trennung von Anregungs- und Fluoreszenzlicht gelingt mit Hilfe
eines dichroitischen Strahlteilers, der kiirzerwelliges Licht reflektiert und langerwel-
liges Licht transmittiert. Bewegt man nun den Spot relativ zur Probe in Rasterform,
kann man ein vollsténdiges, pixeliertes Bild der Probe erzeugen. Die notwendige Ra-
sterung kann durch Scannen der Probe oder des anregenden Laserstrahls erfolgen.
Die Bezeichnung konfokal wird verwendet, weil das Objektiv zweifach verwendet
wird: zum Beleuchten der Probe und zur Abbildung, wobei beide Fokusse in der
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Abbildung 2.9: Aufbau eines konfokalen Mikroskops mit co-Optik.

Objektebene zusammenfallen.

Der Vorteil eines konfokalen Mikroskops gegeniiber einem herkémmlichen Aufbau
ist seine hohe Tiefenauflosung. Fluoreszenz auflerhalb der Fokusebene des Objektivs
wird nicht mehr in die Ebene des Detektionspinholes abgebildet, ist dort defokussiert
und wird durch die Lochblende geblockt. Dies ist in Abb. 2.10 illustriert. Durch
zusitzliches Scannen der Probe in z-Richtung (entlang der optischen Achse) ldsst
sich damit eine dreidimensionale Auflésung erreichen.

Die Unterdriickung von Hintergrund- und Streusignal zum FErreichen eines guten
Signal-zu-Untergrund Verhéltnisses ist ein Hauptargument fiir den Einsatz konfo-
kaler Mikroskopie in der Einzelmolekiilspektroskopie. Zuvor hat sich diese Tech-
nik vor allem in der Biologie durchgesetzt. Durch ihre dreidimensionale Auflésung
ermoglicht sie die Aufnahme von Bildern in Schnittebenen ohne Probenschnitte. Die
grundlegenden Ideen gehen in die 50er Jahre zuriick, als Young und Roberts erstmals
das Scannen eines Spots im Mikroskop vorschlugen [89] und Minski das konfokale
Prinzip erfand (1955) und patentieren lie§ [90, 91]. GroBere Bedeutung erlangte es
erst innerhalb der letzten 20 Jahre, stimuliert durch die Entwicklungen im Laserbe-
reich. Fiir Einzelmolekiiluntersuchungen wurde es erstmals 1994 eingesetzt [92].

Neben der konfokalen Mikroskopie soll hier ein kurzer Uberblick iiber weitere mikro-
skopische Techniken gegeben werden, die zur Detektion einzelner Molekiile eingesetzt
werden:
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(@) (b) (©)
 ——  —  —
—_— Pinhole

Detektor

Abbildung 2.10: Effekt des Detektionspinholes in einem konfokalen Mikroskop zur Tiefen-
auflosung. (a) Fluoreszenz aus dem Fokus gelangt fast vollstéindig auf den Detektor, wihrend
Fluoreszenz auflerhalb des Fokusses zum grofien Teil am Pinhole geblockt wird (b,c).

(a) (b)A (©) ; ; (d) (e)
— — ©
U - &y
- CCD oD

Abbildung 2.11: Schemata verschiedener Einzelmolekiildetektionstechniken: (a) Nahfeldmi-
kroskopie, (b) Imaging mit Weitfeldanregung, (c) Imaging mit TIR-Anregung, (d) Detektion
von Photonenbursts und (e) Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie.

Nahfeldmikroskopie (Near field scanning optical microscopy, NSOM)[48, 49, 50,
51, 52, 53]: Dabei wird eine Lichtquelle mit kleiner Apertur (deutlich kleiner als die
Lichtwellenléinge) in sehr geringem Abstand (ca. 10 nm) iiber die Probe gerastert.
Als Lichtquelle wird héufig eine gezogene und metallbedampfte Glasfaser verwen-
det. Man erreicht ein durch die Grofle der Apertur der Lichtquelle bestimmtes,
hoheres Auflosungsvermdégen, kann aber nur Molekiile auf Oberflichen untersuchen.
AuBlerdem fiihrt der geringe Abstand zwischen Beleuchtungsquelle und Molekiil zu
verdnderten molekularen Eigenschaften.
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Imaging : Durch Weitfeldanregung [56] oder iiber das evaneszente Feld einer To-
talreflexion (total internal reflection, TIR) [57] werden Molekiile in einem grofieren
Bereich (~ 100 pym x 100 pm) gleichzeitig angeregt und ihre Fluoreszenz durch
herkémmliche Mikroskopie auf eine CCD-Kamera abgebildet. Es entstehen &hnliche
Bilder wie bei Rastertechniken, jedoch kénnen alle Pixel simultan detektiert werden.
Die Technik eignet sich besonders fiir diinne Proben. Das konfokale Prinzip kann
bei dieser Technik nicht angewendet werden und die Tiefenauflosung ist deshalb
schlechter.

Einzelmolekiildetektion im Fliissigkeitsstrahl (Photon Burst Detection) [45]
ist eine analytische Methode zum Zahlen und Identifizieren von Farbstoffmolekiilen.
Die Molekiile flieen dabei z. B. in einer Kapillare durch den Laserfokus und wer-
den dort angeregt. Dabei kénnen niedrigste Konzentrationen (107" M) bestimmt
werden und verschiedene Farbstoffe aufgrund ihrer Farbe oder Lebensdauer auch
unterschieden werden. Diese Methode ist im Hinblick auf moégliche Anwendungen
bei der Sequenzierung von Genen von Interesse.

Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (Photon Correlation Spectroscopy, FCS)
93, 94] ist eine weitere Methoden zur Detektion einzelner Molekiile in Losung. Durch
den Fokus eines konfokalen Mikroskops ldsst man Farbstoffe einer Losung diffun-
dieren, deren Konzentration so niedrig gewahlt ist, dass sich im Mittel hochstens
ein Molekiil im Fokusbereich befindet. Aus der fluktuierenden Fluoreszenzintensitét
wird die Autokorrelationsfunktion bestimmt. Daraus lassen sich u. a. Diffusionskon-
stanten ableiten und die Fluoreszenzdynamik untersuchen. Da man aber immer iiber
viele einzelne Molekiile mittelt, handelt es sich hierbei nur im weiteren Sinne um
eine Einzelmolekiiltechnik.

2.3.2 Laterale Auflésung

Die Fluoreszenzspots, die von einzelnen Molekiilen erscheinen, sind aufgrund von
Fraunhoferscher Beugung nicht in der Grofle der Molekiile, sondern erscheinen et-
wa drei Groflenordnungen grofler. Thre sichtbare Grofle wird bestimmt durch das
Auflésungsvermogen des Mikroskops.

Zur Bestimmung des lateralen Auflésungsvermogens berechnet man zunéchst die In-
tensitétsverteilung in einer Bildebene im Fernfeld bei Beleuchtung einer kreisférmi-
gen Offnung mit einer ebenen Welle. Das gefundene Muster kann anschliefend in
die Brennebene einer Linse oder eines Objektivs iibertragen werden. Die genaue
Herleitung findet sich u.a. in [95], hier sollen nur die wesentlichen Ideen qualitativ
dargelegt werden.
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Nach dem Prinzip von Huygens kann man jeden Punkt der beleuchteten Offnung
als Quelle einer Kugelwelle E,e'“*=*%) /R betrachten (R ist der Abstand des Ziel-
punktes vom Quellpunkt der Kugelwelle, F4 ist die Quellstirke pro Fliache, w die
Frequenz und k = 27 /X die Wellenzahl). Fiir jeden Punkt der Bildebene kann man
die Beitrdge aller Kugelwellen aufsummieren, indem man alle Beitrdge {iber die
Fliche der Offnung integriert. Als Ergebnis fiir die Intensititsverteilung erhilt man
das bekannte Airy-Muster:

kary \ 2
I(r) = I (2‘]2(@,,’” >) (2.5)

f

Ji(z) ist die Besselfunktion erster Ordnung, k& die Wellenzahl, a der Radius der
Offnung, f die Brennweite und r der Abstand zur optischen Achse in der Bildebene
( r = /22 + y2 mit den kartesischen Koordinaten z, y in der Bildebene; siehe auch
Abb. 2.13). Der Intensitatsverlauf ist in Abb. 2.12 dargestellt. Die Funktion hat ihre
ersten Nullstellen bei Argumenten kar/f von 3,832 und 7,016, die in der Bildebene
zu einer ringformigen Struktur fithren. Der GroBteil der Intensitidt (84 %) liegt im
zentralen Peak, nur etwa 7 % im ersten Ring. Die maximale Intensitidt im ersten
Ring ist entsprechend auf 1,75 % des Zentrums abgefallen. Bei linearer Skalierung
erscheint deshalb nur ein vermeintlich gauBformiger, heller Spot (siehe Dichteplot,
unten links in Abb. 2.12), nur bei Betonung der niedrigen Intensitéiten zeigt sich die
ringformige Struktur (Dichteplot rechts unten).

Der Abstand vom Maximum zur ersten Nullstelle wird zur Definition des Auflésungs-
vermogens nach Rayleigh verwendet. Danach bezeichnet man zwei inkohirente
Punktlichtquellen als gerade voneinander aufgelost, falls das Maximum der In-
tensitatsverteilung der einen Quelle im ersten Minimum der Intensitédtsverteilung
der zweiten Quelle (kar/f = 3,832) liegt. Beide Maxima trennt dann ein Mini-
mum mit 73,5 % der Maximaintensitat. Als Auflésung ergibt sich daraus Azpg,, =
3,832f/(ka). Unter Einfiihrung der numerischen Apertur NA

NA=n-sina (2.6)

ldsst sich dies in den géngigen Ausdruck umformen (n ist dabei der Brechungsindex
des Mediums, definiert iiber die Ausbreitungsgeschwindigkeit des Lichts im Medium,
N = Cpac/Cmed, Und a der maximal auftretende Winkel zur optischen Achse):

0,61\

A = N

(2.7)
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Abbildung 2.12: Das Airy-Muster nach Gl. 2.5 als Intensitétsverteilung einer Punktlicht-
quelle.

Die eigentliche Halbwertsbreite Axy;, des Peaks liegt mit

0,51

ol (2.8)

Al‘hb =

noch etwas unter dem Rayleighschen Wert. Die Gleichungen zeigen, dass das
Auflésungsvermogen rein von der Wellenlénge des verwendeten Lichts und von der
(effektiv ausgenutzten) numerischen Apertur des Objektivs abhéngen, nicht jedoch
von der VergroBerung. Das Auftreten des Brechungsindex n in der numerischen
Apertur kann man als effektive Reduktion der Wellenldnge im Medium gegeniiber
dem Vakuum verstehen (bei gleichbleibender Frequenz bzw. Energie des Lichts):

)\’U(IC

n

A= (2.9)
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Die Verwendung von Immersionsmedien wie Ol mit n = 1,52 oder Wasser mit
n = 1,33 ist deshalb von groflem Vorteil fiir das Erreichen hoherer Auflésungen, bei
Tieftemperaturexperimenten jedoch nicht moéglich.

Mit Hilfe des Airy-Musters ist nun bekannt, wie ein Objektpunkt in der Bildebene er-
scheint. Man nennt die Funktion in Gl. 2.5 deshalb auch Punktiibertragungsfunktion
fiir die Intensitédt bei Abbildung durch eine zirkularsymmetrische, aberrationsfreie
Linse. Das Konzept der Ubertragungsfunktionen lisst sich ausweiten zur Berechnung
komplexer Bilder und Intensitatsverteilungen. Darauf soll jedoch hier verzichtet wer-
den, da es zur Abbildung einzelner Molekiile nicht notig ist.

Bewegt man ein einzelnes Molekiil in der Fokusebene durch den Anregungsspot, wird
das Molekiil entsprechend der Intensitatsverteilung des Laserspots angeregt und fluo-
resziert. Man tastet mit dem Molekiil dabei die Lichtverteilung in der Probe ab und
erhélt aus der detektierten Fluoreszenz die Intensitéitsverteilung des Anregungslichts
in der Probenebene, im Idealfall also das beugungsbegrenzte Airy-Muster. Die x,y-
Koordinaten sind die des Molekiils in der Objektebene, gegeben durch die Raster-
bewegung. Verwendet man ein (geeignetes) Pinhole, lisst sich die Auflésung noch
verbessern [84]:

0,4\
NA

Axhbkonf ~ (210)

Dies ist verstéandlich, weil das Muster bei der Abbildung auf den Detektor noch
verdndert wird. Die Intensitédt aus dem Maximum der Verteilung kann zum gréfiten
Teil das Pinhole transmittieren, weil das Pinhole darauf justiert ist. Signal aus dem
Bereich von nur noch halber Intensitdt wird aber am Pinhole zu einem gréfieren
Bruchteil geblockt, weil es nicht auf das Zentrum des Pinholes abgebildet wird.
So werden die Flanken des Signals iiberproportional reduziert und die Verteilung
effektiv schmaler.

Die im konfokalen Sinne optimale Grofle des Pinholedurchmessers ist der doppelte
Wert des Rayleighschen Aufldsungsvermégens Ax,,, multipliziert mit der Vergrofle-
rung M des Mikroskops. Dann kann gerade die zentrale Airy-Scheibe das Detek-
tionspinhole transmittieren. Die Vergroflerung ist durch das Objektiv vorgegeben
und bei richtiger Wahl der Tubuslinse gegeben durch das Verhéltnis der Brennwei-
ten von Tubuslinse und Objektiv (dies gilt nur fiir Mikroskope mit oco-korrigierten
Objektiven, bei denen kein Zwischenbild bzw. nur eins im Unendlichen auftritt):

_ftub

M =
fobj

(2.11)
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Das Minus soll dabei die Bildumkehr andeuten. Typische Vergroferungen der einge-
setzten Mikroskopobjektive betragen 60 x, so dass sich optimale Detektionspinhole-
Durchmesser von 30 pum ergeben.

2.3.3 Ra&aumliche Intensititsverteilung

Im letzten Abschnitt wurde die Intensitédtsverteilung in der Bildebene eines Objek-
tivs dargelegt. Dies geschah unter vollstdndiger Vernachlissigung von Aberrationen,
unter paraxialer Ndherung und der Annahme gleichférmiger Beleuchtung. Diese Feh-
ler sind aufgrund der Qualitdt der modernen Objektive bei optimaler Justierung
nicht von Bedeutung. Sie rechtfertigen aber, das komplexe Airy-Muster ndherungs-
weise durch ein Gauf-Profil zu beschreiben:

2

I(r) = e 2 (2.12)

Dabei ist w der Strahlradius, bei dem die Intensitéat auf % des Maximalwerts abgefal-
len ist. Oft tritt im Zahler oder Nenner noch ein Faktor 2 auf, der nur die Definition
von w beeinflusst, die von Autor zu Autor unterschiedlich sein kann. In der hier
getroffenen Wahl ist die zugehorige Halbwertsbreite

Azpp =2VIn2w = 1,67 w. (2.13)

Die gute Nédherung des Airy-Musters durch ein Gauf-Profil, insbesondere im Bereich
des zentralen Peaks, ist in Abb. 2.13 veranschaulicht.

Zur Beschreibung der Intensitédtsverteilung im kompletten Volumen um den Fokus,
also nicht nur lateral, sondern auch axial (z-Richtung, entlang der optischen Achse),
eignet sich der Formalismus der Gauflschen Strahlen, der auch fiir die Beschreibung
der Intensitiatsverteilung in Resonatoren und Laserstrahlen verwendet wird. Der
Strahl wird durch sphérische Wellenfronten festgelegt, deren Strahlradius gegeben
ist durch

A
w?(2) = wi + ( © 2

(2.14)

nmTwWy

Die Fokusebene liegt bei z = 0, und dort ist der minimale Strahlradius wy. Befin-
det man sich nur geringfiigig auBerhalb der Fokusebene, so dass |z| > wq gilt, dann
erhélt man w(z) = %MOZ Dies ist der geradlinige Strahlverlauf entsprechend ein-
facher geometrischer Optik. Mafistdblich ist der gesamte axiale Strahlverlauf nicht
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Abbildung 2.13: Vergleich zwischen Gauf- und Airy-Muster.

darstellbar, da nur im Fokusbereich die wichtigen Abweichungen von geometrischer
Optik auftreten.

Aus Griinden der Energieerhaltung ist nun die dreidimensionale Intensitétsvertei-
lung gegeben durch

R A— wO

I(r,z) = Iye @ (2.15)

Mit Gl. 2.14 zeigt sich, dass die Intensitétsverteilung entlang der z-Achse ein Lorentz-
Profil besitzt.

2.3.4 Axiale Auflésung im konfokalen Mikroskop

Durch das Detektionspinhole in einem konfokalen Mikroskop unterscheidet sich in
axialer Richtung die effektiv detektierbare Intensitdtsverteilung von der Intensitéts-
verteilung durch die Beleuchtung der Probe. Die Verteilung kann &hnlich wie zur
Bestimmung der lateralen Auflésung hergeleitet werden zu [88]

nkz(1 — cos )

1(2) = Iy (Sin(nkz(l — cos O‘))>2. (2.16)
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Daraus ergibt sich als Halbwertsbreite

0,45

Azpp = —"F.
b n(l — cos )

(2.17)

Fiir kleine Winkel «v 1asst sich dies auch in der Form Az, =~ %)2‘2)‘

der numerischen Apertur schreiben. Die Abweichungen fiir Az, bei Verwendung der

unter Verwendung

paraxialen Theorie statt der exakten integralen Theorie liegen selbst bei numerischen
Aperturen von 0,85 nur bei wenigen Prozent.

In Abb. 2.14 sind abschlielend die Intensitdtsverteilungen, die in einem konfokalen
Mikroskop auftreten, anschaulich dargestellt. In A und B sind die Intensitétsver-
teilung des Beleuchtungsflecks der Anregung und das Analogon fiir die Detektion,
die Detektionswahrscheinlichkeit (hinter dem Pinhole) eines Photons aus dem ent-
sprechenden Beleuchtungsbereich, abgebildet. In C ist schliellich das definierte Ab-
bildungsvolumen eines konfokalen Mikroskops veranschaulicht, das aus der Faltung
der Verteilungen von A und B entsteht.

Objektiv 100x 1.32

Abbildung 2.14: Verteilungen im Probenbereich in einem konfokalen Mikroskop (optische
Achse in vertikaler Richtung): (A) Intensitétsverteilung des Beleuchtungsflecks. (B) Wahr-
scheinlichkeitsverteilung fiir die Detektion eines Photons hinter dem Detektionspinhole. (C)
Faltung der Verteilungen A und B, die die Anregungs- und Detektionswahrscheinlichkeit
(auch Punktiibertragungsfunktion) in einem konfokalen Mikroskop darstellt (aus [84], Be-
rechnung fiir A = 488 nm, Rasterabstand in der Abb.: 100 nm).

Die theoretischen Werte fiir die axiale und laterale Auflésung in einem konfokalen
Mikroskop bei Verwendung der Wellenldnge A = 514 nm, die unter optimalen Be-
dingungen erreicht werden konnen, sind Az, = 0,4 pm und Axp, = 0,2 pm fiir ein
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Immersionsobjektiv (n = 1,5) mit NA = 1,3 (vgl. Abb. 2.14 C) bzw. Az, = 0,6
pm und Axp, = 0,3 pm fiir ein Trockenobjektiv mit NA = 0,85.

2.4 Anforderungen an die Systeme und die Ap-
paratur zur Einzelmolekiilspektroskopie

Die Detektion einer ausreichenden Anzahl von Fluoreszenzphotonen einzelner Mo-
lekiile ist das Hauptproblem in jedem Einzelmolekiilexperiment. Es bestehen deshalb
strenge Anforderungen an die Farbstoffmolekiile und die Detektionsapparatur.

2.4.1 Fluoreszenzrate

In typischen spektroskopischen Ensembleexperimenten wird eine grofle Anzahl an
Molekiilen angeregt, jedes davon aber nur wenige Male pro Sekunde. Zur Einzel-
molekiilspektroskopie reicht diese gelegentliche Anregung bei weitem nicht aus. Die
Molekiile miissen tausend und mehr Anregungszyklen pro Sekunde durchlaufen. Die
Obergrenze an Anregungszyklen ist durch die Lebensdauer des angeregten Zustands
gegeben, der zu einer Sattigung der Fluoreszenzrate fithrt. Mit typischen Lebenszei-
ten von einigen Nanosekunden ist die maximal denkbare Fluoreszenzemissionsrate
10® Photonen pro Sekunde.

Diese Rate wird jedoch durch mehrere Prozesse stark eingeschréinkt. Es treten haufig
strahlungslose (non radiative, nr) Relaxationsprozesse auf, die die Fluoreszenzrate k,
mindern. Das Auftreten solcher Prozesse wird quantifiziert in der Fluoreszenzquan-
mfﬁ, die moglichst nahe bei 1 liegen sollte. Zu den strahlungslo-
sen Prozessen zihlen innere Konversion in den Grundzustand mit der Rate k¢, aber

tenausbeute ¢y =

auch Ubergiinge in Dunkelzusténde, insbesondere den Triplettzustand mit der Rate
krsc. Letztere fithren zu Dunkelphasen in der Fluoreszenz. Je nach dem Verhélt-
nis zwischen den Raten in und aus den Dunkelzustdnden mindern solche Prozesse
die Fluoreszenzzahlraten mehr oder weniger stark. Die zahlreichen Anregungszyklen
fithren auch zu erhohter Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Photobleichprozessen
(Rate ki), die besonders bei Raumtemperatur stark limitierend sind. Diese Prozes-
se erlauben nur in sehr kurzen Zeitbereichen die Durchfithrung der Messungen, oft
Sekunden und weniger. Danach sind die Molekiile photochemisch oder photophy-
sikalisch verdndert und nicht mehr anregbar. Die Gesamtrate der strahlungslosen
Prozesse ist die Summe dieser einzelnen Raten k,, = kic + krsc + k.
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Die zur Anregung der Molekiile notigen Laserintensitdten bzw. -leistungen lassen
sich iiber den Absorptionsquerschnitt o der Molekiile, also der Fliche, bei der ein
transmittierendes Photon zur Anregung fiihrt, abschétzen. Dieser steht in Beziehung
mit dem Extinktionskoeffizienten e (auch molarer, dekadischer Absorptionskoeffizi-
ent), der iiber das Lambert-Beersche Gesetz definiert ist.

I =1y 10" (2.18)

Es beschreibt die Abnahme der Intensitét eines Lichtstrahls, der durch eine Probe
der Dicke d mit absorbierenden Molekiilen in der Konzentration ¢ verlduft. Das Pro-
dukt im Exponenten ecd wird optische Dichte genannt. Der Extinktionskoeffizient
€ ist eine frequenzabhingige Molekiilkonstante mit der Einheit M~ cm™!, die fiir
stark absorbierende Farbstoffmolekiile wie Terrylen im Absorptionsmaximum Werte
um 100 000 M~ em™! und dariiber hinaus erreichen kann.

Der Wirkungsquerschnitt jedes einzelnen Molekiils fiir die Absorption eines Photons
ist definiert als Quotient aus natiirlichem Absorptionskoeffizienten a (= € - Inl0 =~
2,3 €) und der Avogadro-Konstante N4 [96].

(6]
o= N, M3y (2.19)

Der Wirkungsquerschnitt o liegt fiir die interessierenden Molekiile bei 4 - 10716 cm?

oder 4 A2, Fiir Tieftemperaturexperimente ist jedoch eine starke VergroSerung des
Wirkungsquerschnitts moglich: Nimmt bei tiefer Temperatur die Linienbreite eines
elektronischen Ubergangs ab, so verstirkt sich die Absorption in dem reduzierten
Frequenzbereich, was einer Vergroflerung des Wirkungsquerschnitts entspricht. Fiir
schmale Nullphononeniibergéinge bei tiefen Temperaturen kann sich der Wirkungs-
querschnitt um bis zu 5 GréBenordnungen auf 107! ¢cm? erhéhen [97]. Die zur Anre-
gung notigen Laserleistungen P betragen in diesem Fall wenige Nanowatt, fokussiert
auf eine Flache A einiger Mikrometer. Bei hoheren Temperaturen werden iiblicher-
weise Laserstrahlen mit Leistungen zwischen einem halben und einigen Mikrowatt
beugungsbegrenzt fokussiert.

Unter Einbeziehung der Detektionseffizienz 74, auf die im néchsten Abschnitt naher
eingegangen wird, kann die Anzahl detektierter Fluoreszenzphotonen N, innerhalb
der Integrationszeit At abgeschétzt werden, wobei zu beachten ist, dass in 2.20
keine Dunkelzusténde einbezogen sind und dies daher nur als obere Abschiatzung
verwendet werden kann (0 = o(v), h: Plancksche Konstante):

Po
N = ﬁd¢fﬁZAt (2.20)
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Unter typischen Bedingungen fiir Raumtemperatur-Einzelmolekiilexperimente (g =
5%, ¢p=1,P=1uW,0=4 A2 hw=4-10""J, A=0,1 ym?) erhiilt man Zéhlra-
ten N;/At von 50 000 Counts/s. Um mindestens 50 Counts pro Integrationszeit At
zu detektieren, ist eine minimale Integrationszeit von 1 ms moglich. Bei typischen
Tieftemperaturexperimenten sind einige Variablen geringfiigig anders (insbesondere
werden geringere Leistungen P wegen des hoheren Wirkungsquerschnitts o verwen-
det;ng =1%, ¢y =1, P=40nuW, 0 = 107" cm? hv =4 - 107 J, A = 20 pm?),
es werden jedoch dhnliche Zahlraten erreicht (Ns/At = 50 000 Counts/s).

Zusammenfassend sind folgende Eigenschaften von geeigneten Molekiilen zu erfiillen:
a) hoher Absorptionskoeffizient bzw. Wirkungsquerschnitt;

b) hohe Fluoreszenzquantenausbeute;

c) geringe Raten in Dunkelzusténde, hohe Raten aus ihnen;

d) geringe Photobleichrate;

bei spektraler Separation sind zusétzlich notig:

e) schmale Nullphononenlinien und eine geringe photophysikalische Lochbrennrate.

2.4.2 Detektionseffizienz

Fiir erfolgreiche Einzelmolekiildetektion muss die Apparatur einen moglichst grofien
Teil der Fluoreszenzphotonen einsammeln und mit moglichst geringen Verlusten
detektieren.

Zur Berechnung des Anteils der emittierten Photonen, die durch ein Objektiv be-
stimmter numerischer Apertur aufgesammelt werden koénnen, ist es sinnvoll, sich
zunéchst die Strahlungscharakteristik eines Molekiils anzusehen. Dieses kann als
Hertzscher Dipol mit dem Feld E [98] beschrieben werden:

., ~ etk o 1 ik, .
E:[(nx;r?)xn]k2 . +[3n(n@—pﬂ(———)e’“

(2.21)

Hier ist 7 der Richtungseinheitsvektor, p" der Dipolvektor und &k der Betrag des
Wellenvektors. Fiir das Fernfeld ist nur der erste Term in 2.21 ausschlaggebend, der
zweite dominiert dagegen im Nah- und intermediédren Feld. Da hier nur die relative
Winkelabhéngigkeit der Strahlungsintensitédt interessiert, lasst sich der Ausdruck
unter Verwendung des Dipoleinheitsvektors py stark vereinfachen:

I | E Pox [(7t % o) x fl]? =1 — (7ipy)? (2.22)
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Abbildung 2.15: Veranschaulichung der Einsammeleffizienz und Graph der berechneten Wer-
te in Abhéngigkeit der numerischen Apertur des verwendeten Objektivs bzw. des maximalen
Offnungswinkels fiir drei verschiedene Dipollagen.

cos p sin ¥

Setzt man fiir 7 den Einheitsvektor in Kugelkoordinaten | sin¢sind | und fiir py
cos v

sin A

einen Dipoleinheitsvektor im Winkel A zur optischen Achse 0 (ohne Be-

cos A
schrankung der Allgemeinheit in der x-z-Ebene; fiir A = 0 erhélt man die vertraute

sin? ¥-Abhiingigkeit der Intensitiit), so lisst sich durch Integration von 0 bis 27 iiber
v und von 0 bis zum maximalen Detektionswinkel « iiber ¥ die Einsammeleffizienz

Neon (coll fiir collection efficiency) bestimmen:

a 27
3 — =
oot = = [ [ (1= 7)) dip v (2.23)
0 0

Fiir a = 90° ergibt sich unabhéngig von A der Wert % In Abb. 2.15 ist das Ergebnis
in Abhéingigkeit des Offnungswinkels a (und damit in Abhingigkeit der numerischen
Apertur, in Abb. 2.15 jedoch nur im Fall n = 1) fiir drei verschiedene Dipolorientie-
rungen dargestellt. Es ist zu beachten, dass die Anregungswahrscheinlichkeit nicht
einbezogen ist. Dies hétte zur Folge, dass fir A = 0° alle Werte auf 0 abfallen
wiirden, weil der Dipol nicht angeregt wird. Die Kurve fiir A = 45° miisste entspre-
chend der Projektion der Anregung mit sin45° ~ 0, 71 skaliert werden. Die Grenze
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der Einsammeleffizienz von Objektiven liegt bei etwa 35 %. Bei Verwendung eines
Parabolspiegels wie in den ersten Tieftemperaturaufbauten lassen sich knapp 50 %
erreichen.

Das aufgesammelte Licht muss nun verschiedene optische Elemente transmittieren.
Bei jedem Ubergang Luft-Glas und umgekehrt, wie er bei Linsen und dem Ob-
jektiv auftritt, ergibt sich ein Reflexionsverlust von etwa 4 % (dies liegt nicht an
niederer Qualitdt der Optik, sondern in der Natur der Elektrodynamik und kann
mit den Fresnelschen Gleichungen gezeigt werden). Die Anwendung von Antireflex-
Beschichtungen kann die Verluste jedoch auf unter 1 % pro Ubergang senken. Trotz-
dem haben Mikroskopobjektive mit teilweise mehr als zehn Einzellinsen oft Trans-
missionen unter 80 %. Ahnliche Verluste treten bei der Reflexion des Lichts an
Spiegeln auf. Je nach bedampftem Material verliert man etwa 1 % (Silber) bis 8 %
(Alu). Die genauen Werte sind noch von der Polarisation, dem Einfallswinkel und
der Wellenldnge abhéngig.

Der Einsatz von Filtern zur Trennung der Fluoreszenz von Anregungs- und Streu-
licht fithrt zu einer weiteren Reduktion des Signals. Besonders bei Tieftemperatur-
experimenten, bei denen man in die langwelligste Nullphononenlinie anregt, wird
ein grofer Teil von bis zu 80 % des Signals mit dem Anregungslicht spektral abge-
schnitten, da das Emissionslicht spektral zu wenig gegeniiber dem Anregungslicht
verschoben ist. In den mikroskopischen Experimenten, bei denen im Allgemeinen
hochvibronisch angeregt wird, sind die Verluste geringer und im Wesentlichen durch
die Transmission des dichroitischen Strahlteilers und der eingesetzten Langpass-,
Bandpass- oder Notch-Filter gegeben.

Die rdumliche Filterung am Pinhole (bei konfokaler Mikroskopie) fithrt bei (im kon-
fokalen Sinn) optimaler Wahl der Grofie des Pinholes zum Blocken von 16 % des
Signals, falls sich das Molekiil im Zentrum des Anregungsspots befindet. Die Ver-
wendung groferer Pinholes ist sinnvoll zur Steigerung der Zahlrate, insbesondere da
meist auch noch Aberrationen und geringe Justierfehler auftreten. Sie ist aber mit
einer Verringerung der Auflésung verbunden.

Letztes Element im optischen Aufbau ist der Detektor. Neben Photomultipliern
mit Quantenausbeuten von selten mehr als 20 % werden Avalanche Photodioden
verwendet, die im roten Spektralbereich maximale Quantenausbeuten von 70 %
erreichen. CCD-Kameras erreichen Werte um 50 %.

In der Summe kénnen je nach speziellem Aufbau zwischen 0,1 und 10 % der emit-
tierten Fluoreszenzphotonen detektiert werden.
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2.4.3 Untergrund

Neben maximaler absoluter Detektion an Signal ist auch das relative Signal ge-
geniiber dem moglichen Untergrund von Bedeutung. Man muss bedenken, dass auf
ein Farbstoffmolekiil etwa 10! entsprechende Matrixmolekiile im Detektionsvolu-
men treffen. Um diese Zahl moglichst gering zu halten, ist das Anregungsvolumen
auf das Moglichste zu minimieren.

Zu storender Untergrundzéhlrate fiihren Rayleigh- und Ramanstreuung. Rayleigh-
streuung kann spektral geblockt werden, es ist jedoch eine hohe optische Qualitéit
der Proben notig, um ungeniigende Filterwirkung oder storende Filterfluoreszenz zu
vermeiden. Ramanstreuung tritt im spektralen Bereich der Fluoreszenz auf und kann
nur durch kleine Anregungsvolumina und Verwendung von Materialien mit geringen
Streukoeffizienten (wie einkristallinem LiF als Objekttriager) reduziert werden. Ty-
pische Ramanstreuquerschnitte sind 1072® cm?. Neben den Streueffekten kann die
Lumineszenz von Verunreinigungen zum Untergrund beitragen. Sie ist jedoch durch
die Verwendung von sauberen Objekttragern und reinsten Chemikalien groflenteils
vermeidbar. Zu den optisch verursachten Untergrundbeitragen kommen schliefSlich
noch elektronisch bedingte hinzu. Das ist im wesentlichen die Dunkelzéhlrate kg,
des Detektors mit iiblicherweise einigen zehn Counts/s.

Die Statistik in der Photonendetektion verbietet ein konstantes Signalniveau und
fithrt zu variierenden Zahlraten um eine mittlere detektierte Photonenzahl N. Die
individuellen Zéhlraten N; geniigen einer Poisson-Verteilung

eV, (2.24)

die die Eigenschaft hat, dass die Varianz (also das mittlere Abweichungsquadrat
((N; = N)2) ) gleich dem Mittelwert N ist bzw. die Standardabweichung gleich VN
ist. Setzt man die laserinduzierte Untergrundrate pro Einheit Anregungsleistung mit
Tscat a1, SO ldsst sich das Signal-zu-Rauschen Verhéltnis (signal-to-noise ratio S/N)
angeben (N ist das Signal der detektierten Fluoreszenzphotonen nach Gl. 2.20):

5 _ .
N B \/Ns + TscatPAt + kdarkAt

(2.25)

Das S/N Verhéltnis nimmt mit zunehmender Anregungsleistung P zunéchst zu, da
der Zahler N, linear mit P zunimmt und der Nenner maximal mit der Wurzel aus
P zunimmt. Aufgrund von Séttigung des Fluoreszenzsignals nimmt N, jedoch bei
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hoheren Leistungen nicht mehr wesentlich zu, wahrend der Nenner durch den laserin-
duzierten Untergrunds uneingeschriankt zunimmt. Dadurch nimmt das S/N Verhélt-
nis nach einer optimalen Leistung wieder ab (das Signal-zu-Untergrund Verhéltnis
nimmt mit zunehmender Leistung stetig ab). Um die beste Qualitéit der Messkurven
zu erhalten, muss die Leistung mit maximalem S/N Verhéltnis gefunden werden.

2.5 Nachweis einzelner Molekiile

Wie kann man sicherstellen, dass man tatséchlich ein einzelnes Molekiil detektiert?
Als Hinweise oder Beweise konnen verschiedene experimentelle Befunde dienen:

Ein wichtiger Hinweis auf Einzelmolekiildetektion ergibt sich aus dem Vergleich von
gemessener und kalkulierter Konzentration an Chromophoren in der Probe. Da-
zu ziéhlt man die Einzelmolekiilsignale, die bei rdaumlich isolierenden Techniken als
Spots im Fluoreszenzbild und bei spektraler Separation als lorentzférmige Linien-
profile (ihrerseits ein Hinweis) auftreten, bezieht sie auf das entsprechende Volumen
und schétzt parallel dazu die erwartete Konzentration durch die Verdiinnungsschrit-
te ab. Aufgrund schwer kontrollierbarer bzw. reproduzierbarer Abschnitte in man-
chen Methoden der Probenpréaparation und nicht beobachtbarer Molekiile aufgrund
der Anregungspolarisation treten dabei jedoch haufig geringe Abweichungen auf.

Ein sehr starkes Argument fiir Einzelmolekiildetektion ist ein stufenweises, soge-
nanntes digitales Abbrechen der Fluoreszenz (z.B. durch plotzliches Photobleichen
oder bei Tieftemperatur durch spektrale Spriinge; vgl. Abb. 6.25) und héufig auch
Wiederanschalten des Signals. Diese Vorgénge werden nur bei einzelnen Quantensy-
stem beobachtet, nicht aber bei der Emission mehrerer, unsynchronisierter Systeme,
bei denen eine zufillige zeitliche Ubereinstimmung von Ubergéngen wahrscheinlich-
keitstheoretisch ausgeschlossen ist.

Polarisationsabhéngige Messungen kénnen Hinweise auf die Detektion eines einzel-
nen Dipols liefern. Dreht man das linear polarisierte Anregungslicht im Verlauf des
Experiments, so treten Maxima im Fluoreszenzsignal auf, wenn die Laserpolarisati-
on parallel zur Projektion des molekularen Ubergangsdipols in die Anregungsebene
(x-y-Ebene) ist, und Minima, wenn sie senkrecht dazu ist und das Molekiil nicht an-
geregt wird. Die Anregungswahrscheinlichkeit und damit die Fluoreszenzintensitét
ist vom Winkel ¢ zwischen projeziertem Ubergangsdipolmoment Pzy und elektri-
schem Feldvektor E abhéngig:

I9) o |FnBl o« cosy (2.26)
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Als letzter Nachweis soll hier noch ein quantenoptisches Experiment genannt wer-
den, das Photon Antibunching. Mit diesem Experiment weist man nach, dass ein-
zelne Chromophore in einem kurzen Zeitintervall im Mittel nur ein Photon emit-
tieren. Die Wahrscheinlichkeit, nach einer Emission ein zweites Photon zu detektie-
ren, strebt fiir kurze Zeiten gegen Null. Im Ensemble von vielen Molekiilen ist die
Wahrscheinlichkeit grofi, dass zwei Teilchen zuféllig gleichzeitig emittieren. Einzelne
Quantensysteme miissen nach der Emission eines Photons aber erst wieder angeregt
werden und kénnen deshalb kurzzeitig nicht fluoreszieren.



Kapitel 3

Theoretische Grundlagen

3.1 Stationires Verhalten und Dynamik im Drei-
Niveau-System

Das Fluoreszenzemissionsverhalten eines organischen Farbstoffmolekiils kann néhe-
rungsweise mit dem Modell eines Drei-Niveau-Systems, bestehend aus zwei
Singulett-Zustéinden Sy und S; sowie einem Triplett-Zustand T, beschrieben wer-
den. Weitere Unterstrukturierungen in Schwingungsniveaus sind nicht notig, da diese
nur extrem kurzlebige Zwischenzustinde darstellen. Interessiert man sich zunéchst
nicht fiir kohérente Effekte, liefert die Losung der Ratengleichungen fiir das Drei-
Niveau-System die wichtigsten Beziehungen zur Beschreibung der Kinetik und des
Sattigungsverhalten der Fluoreszenz eines Farbstoffmolekiils.

3.1.1 Ratengleichungen

In Abb. 3.1 ist das Drei-Niveau-System mit Bezeichnung aller auftretenden
Ubergiinge dargestellt. Die Anregung erfolgt mit einer Pumprate p, die propor-
tional zur Intensitdt des eingestrahlten Laserlichts ist. Vom angeregten Zustand
kann das Molekiil (bei 0-0 Anregung) durch stimulierte Emission mit derselben Ra-
te p, oder durch spontane Emission unter Aussendung eines Photons mit der Rate
ko1 in den Grundzustand zuriickkehren. Strahlungslose Relaxation sei dabei ver-
nachléssigt, andernfalls wéire ky; die Summe aus Fluoreszenz- und strahlungsloser
Relaxationsrate. Um die Raten leicht verstédndlich indizieren zu konnen, wird der
Singulett-Grundzustand Sy als |1) bezeichnet, der angeregte Singulett-Zustand Sy
mit [2) und der Triplettzustand T mit |3). Vom angeregten Zustand ist ein Uber-

37
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gang in den Triplettzustand (intersystem crossing) mit der Rate kss moglich. Die
Riickkehr daraus in den Grundzustand erfolgt mit der Rate ks;.

12)

Sl A k
23
jILL'?A 3)

SO \4 A
1y

Abbildung 3.1: Das Drei-Niveau-System mit den auftretenden Ubergéingen

Bezeichnet man die zeitabhéngigen, relativen mittleren Besetzungszahlen der
Zustdnde |1), |2) und |3) mit ny(t),na(t) bzw. ns(t), so lasst sich zur mathema-
tischen Beschreibung der Molekiildynamik das Ratengleichungssystem aufstellen.
Zur Normierung wird nq(t) 4+ na(t) + ns(t) = 1 angesetzt.

ng = —pn +(p+ ka1)ne  +ksing
ne = pny —(p+ ko + kas)no (3.1)
ny = kosng  —ksins

Die zeitlichen Anderungen der Besetzungswahrscheinlichkeiten rn; = %ni sind durch
die Raten und Besetzungswahrscheinlichkeiten selbst gegeben. Die Pumprate p lasst
sich iiber den Absorptionswirkungsquerschnitt o des Molekiils und die Intensitét [

berechnen:

ol

b= hy (3.2)

Bei einer gaufiformigen Intensitéitsverteilung des Laserlichts ldasst sich die Intensitét
im Maximum [, aus der eingestrahlten Leistung P aufgrund der Beziehung P =

Ofol(r) 2 rdr und Gl. 2.12 berechnen:
0

="t (3.3)

2
Q wgauss
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Da w iiblicherweise auch fiir die Laserfrequenz (w = 27v) verwendet wird, wurde es
zur Vermeidung von Verwechslung indiziert.

Bei Tieftemperaturexperimenten spielt die Frequenzabhéngigkeit der Pumprate p ei-
ne groBe Rolle. Diese Abhéingigkeit ist zwar auch in Gl. 3.2 iiber den Wirkungsquer-
schnitt o gegeben, iiblicherweise wird sie aber unter Einbeziehung der lorentzférmi-
gen Linie explizit formuliert. Dabei soll in Anlehnung an géngige Literatur die Kreis-
frequenz des Laserlichts verwendet werden und die Abhéngigkeit der Pumprate vom
Anregungslaserfeld Fy zunéchst iiber die Rabifrequenz €2 eingefithrt werden. Die
Rabifrequenz ist definiert als Q = pi15 - Eo/h, wobei ji;5 der Betrag des Ubergangs-
dipolmoments des Molekiils in Feldrichtung ist. Die Pumprate p ist dann [99]:

0?2 7
p=—"
2 (w—wo)2+ (%2)2

(3.4)

T, ist die Relaxationszeit des optischen Ubergangs. Sie ist durch die Lebensdauer

des angeregten Zustands 7} und die reine Phasenrelaxationszeit T3 festgelegt durch
I

T, — 2T%

—1—%. Der Kehrwert von 75 ist die halbe Halbwertsbreite der Absorptionslinie
2
Awpp/2. Unter Verwendung der Beziehung zwischen Intensitit und elektrischem Feld

I = %€OCE2 lasst sich die Pumprate schreiben als

M%2 1 %
= . 2 . 3.5
hlege (w—wo)?+ (T%)2 (38:5)

3.1.2 Stationire Losung - das Sittigungsverhalten

Die mittlere Lebenszeit T7 des angeregten Zustands fithrt schon im einfachsten Fall
eines Zwei-Niveau-Systems zu einer begrenzten Anzahl an Photonen, die pro Zeit-
einheit emittiert werden konnen. Die maximale Fluoreszenzphotonenrate R2ES ist
gegeben durch das Produkt aus der Wahrscheinlichkeit, das Molekiil im angeregten
Zustand zu finden, dem Kehrwert der Lebenszeit T% = ko1 des angeregten Zustands
und der Fluoreszenzquantenausbeute ¢y:

11 1
RS = 5T O = gkn®s (3.6)

Im Drei-Niveau-System verringert sich die maximale Fluoreszenzzahlrate noch durch
die Moglichkeit des Molekiils, sich im Triplettzustand aufzuhalten. Zur Bestimmung
der Fluoreszenzzéhlrate muss das Ratengleichungssystem 3.1 fiir den stationéren
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Fall gelost werden, d.h. wenn sich die relativen mittleren Besetzungszahlen n; (fir
i = 1,2,3) nicht mehr dndern. Mit n; = 0 (fiir i = 1,2,3) vereinfacht sich das
Differentialgleichungssystem 3.1 zu einem homogenen, algebraischen Gleichungssy-
stem. Da Fluoreszenzphotonen nur vom angeregten Zustand |2) emittiert werden,
geniigt es, die mittlere Besetzungswahrscheinlichkeit ny auch nur fiir diesen Zustand
zu bestimmen:

1

ko: ko1+k
(2+k7§j>+ 21p 23

na(t = 00) =

(3.7)

Setzt man nun fiir p die Beziehung aus Gl. 3.5 ein, erhélt man den intensitéits- und
frequenzabhéngigen Ausdruck fiir ns:

1
na(t =00, l,w) = r :
BB+ 5 Cr ) T2 (w0 + (B
1 I
otk " T T2
= —a - (3.8)

(w — w0)2 + (E)Q + W

Dabei wurde zur Abkiirzung die Séttigungsintensitit Ig

(]{721 + k’gg)hQE()C

Is =
(2 4 12 ) Topt,

(3.9)

eingefiithrt. Die Bedeutung der Séttigungsintensitdat wird erst in Gl. 3.11 klar. Dort
sieht man, das bei Einstrahlung der Séattigungsintensitéit gerade die Hélfte der ma-
ximalen Zahlrate erreicht wird.

Mit Hilfe von Gl. 3.8 kann nun die maximale Fluoreszenzzihlrate in einem Drei-
Niveau-System angegeben werden, die bei resonanter Anregung und hoher Intensitét
erreicht werden kann. Sie ist wiederum gegeben aus dem Produkt der Wahrschein-
lichkeit, das Molekiil im angeregten Zustand zu finden, dem Kehrwert der Lebenszeit

i(: ko1 + ko3) dieses Zustands und der Fluoreszenzquantenausbeute ¢:

T1
1 ko1 + k
3LS - . o . o 21 23
R>7 = ma(t=o00,]=00,w=uwy) T o = o T l,zgi’ by (3.10)

Am Nenner erkennt man, dass die maximale Fluoreszenzrate wesentlich vom Verhélt-
nis der Raten in den und aus dem Triplettzustand abhéngt. Ist die Rate hinein we-
sentlich grofier als die Rate heraus, verringert sich B35S drastisch. Ist die Entvolke-
rungsrate ks; des Triplettzustands hingegen grofler als die Bevolkerungsrate kos,
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kann selbst eine grole Rate ko3 zu hohen Zahlraten fithren. Die Intensitétsabhéngig-
keit der Fluoreszenzrate bei resonanter Anregung in GIl. 3.8 kann nun kompakt
angegeben werden zu

I

T I
R3LS I _ R3L5175 _ R3L37. 3.11

Die Fluoreszenzrate nimmt fiir kleine Anregungsintensitéiten (I < Ig) linear zu und
strebt fiir hohe Intensititen gegen ihren Maximalwert B35 (Abb. 5.4 b). Dies kann
leicht verstanden werden, wenn man bedenkt, dass die spontane Emissionsrate pro-
portional zur Population des angeregten Zustands S; ist. Bei niedriger Intensitét ist
das Molekiil meistens im Grundzustand Sy. Bei einer Verdopplung der Anregungs-
intensitéit treten deshalb doppelt so viele Ubergiinge von Sy nach S; und zuriick auf.
Bei hohen Intensitéiten ist die Situation ganz anders. Das Molekiil ist in diesem Fall
schon etwa die Hélfte seiner Zeit, die es im Singulettsystem verbringt, in Sy, und die
andere Halfte in Sy. Eine Erhohung der Intensitdt kann daran nichts éndern und die
Fluoreszenzrate bleibt konstant.

Mit GIl. 3.8 lassen sich auflerdem Aussagen zur Linienform machen. Die Séattigung
fithrt zu einer Verbreiterung der lorentzférmigen Linie, wie man am Nenner von GI.
3.8 erkennen kann. Der additive Term zu (w — wp)? ist allgemein das Quadrat der

halben Linienbreite, (2422)2, hier (%2)2 + IS.ITQ. Damit ist die Intensitatsabhéngigkeit
2

der Linienbreite

2 1 1 1
Awhb = i ]_ + TS bZW. Al/hb = 7{77—'2 1 + E (312)

Die Linienbreite hat ihren Minimalwert Avy,, = %Tz fiir verschwindende Anregungs-
intensitdt und ist nach oben nicht beschrankt (Abb. 5.4 ¢). Die Leistungsverbreite-
rung lasst sich anschaulich gut verstehen. In der Ndhe der Resonanzfrequenz ist die
Fluoreszenzrate hoher und damit schon ndher an der Sattigung. Bei Erhohung der
Intensitédt nimmt damit die Fluoreszenz im Zentrum der Lorentzlinie weniger zu als
in den Fliigeln. Damit wird die Linie breiter. Eine Lorentzform bleibt nach Gl. 3.8
weiterhin erhalten.

3.1.3 Zeitabhingige Losung - die Dynamik

Um die zeitliche Dynamik in der Fluoreszenz verstehen und auswerten zu konnen,
benotigt man die allgemeine Losung des Ratengleichungssystems 3.1 fiir die Beset-
zungswahrscheinlichkeit nq(t) des Zustands |2), von dem die Fluoreszenz ausgeht.
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Dies erfordert einen erheblichen mathematischen Aufwand, soll aber hier in den
wesentlichen Schritten kurz dargelegt werden, um es spéter auf dhnliche Probleme
iibertragen zu kénnen.

Durch Laplacetransformation F(s) = [ e * f(t)dt wird das Differentialgleichungs-
0

system in ein algebraisches Gleichungssystem umgewandelt. Die Bezeichnungen der
transformierten Groflen sind N;(s) = L[n;(t)]. Als Anfangsbedingungen werden
n1(0) =1 und n2(0) =n3(0) =0 gewihlt, was bedeutet, dass das Molekiil zur Zeit t=0
im Grundzustand ist. Unter Ausnutzung der Beziehung L[n;(t)] = sN;(s) — n;(0)
lautet das Gleichungssystem in Matrixform:

—(p+s) p+ ko kst Ni(s) ~1
p —(p + ka1 + ka3 + 5) 0 No(s) | =1 0 |(3.13)
0 k’23 —(k??,l + 3) N3(8) 0

Die Losung fiir Ny(s) ist durch die Cramersche Regel gegeben als Quotient zweier
Determinanten, wobei im Nenner die Determinante der in GIl. 3.13 auftretenden
Matrix steht (— D), wahrend im Zihler die Determinante der Matrix steht, bei
der die zweite Spalte durch die Komponenten des Ergebnisvektors ersetzt wurden
(— Ds).

Ny(s) = 22 - (3.14)

D
—p(s + ks1)
—5(8% 4 s(2p + ka1 + Koz + ks1) + p(kas + 2ks1) + (ko1 + ka3 )ka1)

Das Hauptproblem fiir die Laplace-Riicktransformation, insbesondere im Falle der
analogen Losung des Ratengleichungssystems fiir ein 4-Niveau-System oder der op-
tischen Blochgleichungen, ist die Faktorisierung des Nenners. In diesem Fall ist das
kein Problem, da eine Nullstelle von D direkt s=0 ist und die restliche quadratische
Gleichung gelost werden kann. Obwohl eine exakte Losung moglich ist, lassen sich die
Ausdriicke fiir die Nullstellen stark vereinfachen, wenn man zur Ndherung ausnutzt,
dass die Raten in und aus dem Triplett deutlich kleiner sind als die Fluoreszenzrate:
ko3, k31 < kop. Dazu vernachléssigt man zunéchst alle Terme, in denen die Triplett-
raten quadratisch auftreten und verwendet die Niherung vX +z ~ vX + ix/ VX
(x <« X) fiir linear auftretende Triplettraten im Wurzelterm der Losungsformel fiir
quadratische Gleichungen. Diese Formel liefert zwei negative Losungen, eine in der
GroBenordnung der Fluoreszenzrate und eine in der Groflenordnung der Triplett-
raten. Danach sind die drei Nullstellen des Nenners in 3.14:

80:0
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ST = — <k21 + 2}9) (315)
p
= — ks +—-F
52 ( 31 kot + 2p 23)
c+1i00
Die Riicktransformation f(f) = ;- [ e *'F(s)ds (c geeignet groB) gelingt mit-

c—100

tels Residuensatz oder nach Partialbruchzerlegung unter Anwendung der Formel
L7 (G(s)/(s —a)) = G(a)e® (wobei G(s) eine beliebige Funktion ohne Polstellen
ist) auf alle drei Terme. Das Ergebnis kann auch nach folgendem Schema erreicht
werden: Man faktorisiert den Nenner in 3.14. Fiir jede (einfache) Nullstelle des Nen-
ners bildet man einen Summanden, indem der verschwindende Faktor im Nenner
weggelassen wird, im restlichen Bruch die Nullstelle eingesetzt wird und das Ergeb-
nis mit einer Exponentialfunktion multipliziert wird, deren Argument das Produkt
aus der Nullstelle und der Funktionsvariablen ist. Das Ergebnis lautet:

no(t) = £ (8( pls + k) )— (3.16)

s —s1)(s — s2)
pks1 4 p(s1+ ks1) st p(s2 + k1) oot
(=s1)(=s2)  s1(s1—s2) 289 — 1)

Die Bedeutung dieser Funktion wird erst im néchsten Abschnitt klar, wenn gezeigt
wird, dass diese Funktion in Form der Autokorrelationsfunktion der Fluoreszenzin-
tensitdat gemessen werden kann und damit unter anderem die Triplettraten bestimmt
werden konnen. Dort werden auch weitere Vereinfachungen vorgenommen und der
Funktionsverlauf diskutiert.

3.1.4 Autokorrelationsfunktion der Fluoreszenzintensitit

Die Berechnung von Korrelationsfunktionen ist eine statistische Methode zur Ana-
lyse von Fluktuationen. In diesem Fall handelt es sich um Fluktuationen in der
Fluoreszenzintensitat. Mit der Korrelationsfunktion vergleicht man die Intensitét
zu einer Zeit ¢ mit der Intensitdt um ein Zeitintervall 7 spéter. Fiir jede Verschie-
bung 7 wird der zeitliche Mittelwert iiber dem Produkt der Intensitédten zur Zeit
t und zur Zeit t 4+ 7 gebildet. Damit lassen sich Wahrscheinlichkeitsaussagen ma-
chen, nach einer um 7 vergangenen Zeit eine bestimmte Intensitéit zu messen im
Vergleich zur Intensitdt gemessen zur Zeit ¢t. Die zeitliche Verschiebung fiihrt bei
statistischen Schwankungen zu Anderungen in der Amplitude der Korrelationsfunk-
tion, die gerade bei den charakteristischen Zeiten der zugrundeliegenden Prozesse
liegt.
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Klassisch ist die normierte Korrelationsfunktion definiert als [100]

(DI + 7))

@) () =
97(7) = (3.17)
(1(t))?
mit der zeitlichen Mittelung
T
(IDIE+7) = Jim To/ I(t+7)dt (3.18)
.1
~ ]\}I—I}loo N Z ININ+At

N

In der Praxis werden die Fluoreszenzphotonen immer iiber kurze Intervalle At
gezdhlt und entsprechend dem zweiten Ausdruck in 3.18 verarbeitet. Quantenme-
chanisch muss man die Photonenzahlen n korrelieren, indem man in 3.17 I durch n
ersetzt. Obwohl das scheinbar nichts é&ndert, hat es doch die Bedeutung, dass klas-
sisch fiir die Korrelationsfunktion zur Zeit 7 = 0 immer ¢®(0) > 1 gilt, und zwar
aufgrund der Beziehung 0 < ((I(t) — (I(t)))?) = (I*(t)) — (I(t))?. Nichtklassisches
Licht wie das eines einzelnen Molekiils geniigt dieser Bedingung nicht.

Bevor auf die Korrelationsfunktion der Fluoreszenzintensitét einzelner Farbstoffmo-
lekiile eingegangen wird, sollen noch einige Beispiele genannt werden. Zeigt eine
Lichtquelle keinerlei Schwankungen, so ist die Korrelationsfunktion auch konstant
und hat fiir alle 7 den Wert 1. Gleiches gilt fiir unkorreliertes Rauschen. Zeigt eine
Lichtquelle sinusférmige Schwankungen (wie z.B. Leuchtstoffrohren, moduliert mit
der doppelten Frequenz des elektrischen Netzes), die iiber langere Zeiten periodisch
konstant sind, ist auch die Korrelationsfunktion fiir diese Zeiten eine Sinusfunkti-
on, da die Verschiebung der Intensitédten periodisch zu maximalem und minimalem
Uberlapp fithrt. Eine grobe Vorstellung kann man auch gewinnen, wenn man sich
eine Lichtquelle vorstellt, die eine gewisse Zeit leuchtet, anschliefend dunkel ist,
wieder leuchtet, usw. (siehe Abb. 3.2). Leuchtet sie zur Zeit t, so ist die Wahrschein-
lichkeit groB}, dass sie zur Zeit ¢ + 7 noch leuchtet, wenn 7 kurz im Vergleich zur
mittleren Leuchtdauer ist. Fiir groflere Zeiten sind die Leuchtperioden meist been-
det, manche haben schon wieder neu begonnen. Die Wahrscheinlichkeit nimmt ab,
bis zu einem Wert, der nur noch durch die mittlere Wahrscheinlichkeit, dass das
Molekiil leuchtet, gegeben ist. Genau diesen Verlauf zeigt die Korrelationsfunktion.

Bei der Detektion der Fluoreszenz einzelner Molekiile ist die Autokorrelationsfunk-
tion ein Maf} fir die relative Wahrscheinlichkeit zur Zeit ¢t = 7 ein Photon zu de-
tektieren, falls zur Zeit t = 0 schon eins detektiert worden ist. Dasselbe gilt aber
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Abbildung 3.2: Zeitlicher Verlauf der Intensitit einer blinkenden Lichtquelle. Nach relativer
Verschiebung um 7 veranschaulicht der Uberlapp (grau schattiert) den Wert der Korrelati-
onsfunktion.

fiir die im letzten Abschnitt berechnete mittlere Besetzungswahrscheinlichkeit des
angeregten Zustands. Dort wurden die Anfangsbedingungen so gewéhlt, dass das
Molekiil zur Zeit ¢t =0 im Grundzustand ist, also gerade ein Photon emittiert hat.
Die Korrelationsfunktion kann unter Beachtung der Normierung mit 3.16 dargestellt
werden (der Normierungsdividend ns(00) ist gerade der erste Summand aus 3.16 und
unterscheidet sich nur geringfiigig von 3.7):

59

k
@ (r) = =1+ es1t 4 Szt fis 31 poat
g ( ) n2(oo) k31 —k31

(3.19)
Fiir diesen Schritt wurden wieder Summanden in der Groflenordnung der Triplett-
raten gegeniiber jenen in der Groflenordnung der Fluoreszenzraten vernachléssigt.
Es ist nun sinnvoll, eine effektive Rate k;gf fiir Ubergénge in den Triplettzustand
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zu definieren. Sie ist das Produkt aus ks3 und der Wahrscheinlichkeit, dass das Mo-
lekiil im Singulettsystem angeregt ist. Diese Wahrscheinlichkeit ist das Verhiltnis
der Summe der Raten in den angeregten Zustand zur Summe aller Raten im Singu-
lettsystem:

e p
kst = — ks, (3.20)
p
Die Korrelationsfunktion lasst sich nun schreiben:

eff eff
g(2)(7) —1_ We(kzlwpﬁ + k;j;le(kgngrkgl)T (3.21)

Der Verlauf dieser Funktion ist in Abb. 3.3 (durchgezogenen Linie) dargestellt. Bei
kurzen Zeiten zeigt sich die Eigenschaft einer nichtklassischen Lichtquelle. Fiir 7—0
strebt die Korrelationsfunktion selbst gegen 0. Dies ist in der Literatur als Antibun-
ching bekannt und lésst sich folgendermafien verstehen: Nach der Emission eines
Photons zur Zeit t =0 befindet sich das Quantensystem im Grundzustand, da es ge-
rade ein Photon emittiert hat. Die Wahrscheinlichkeit, ein zweites Photon zur Zeit
t =0 zu emittieren, ist Null, da das Molekiil vom Grundzustand aus nicht emittie-
ren kann. Die Photonen besitzen damit die Tendenz, in einem endlichen zeitlichen
Abstand voneinander emittiert zu werden, dessen Grofenordnung der Fluoreszenz-
lebensdauer (ns-Bereich) entspricht.

Der durch GIl. 3.21 festgelegte Graph ist nur fiir den Fall inkohdrenter Anregung
korrekt, da von den einfachen Ratengleichungen ausgegangen wurde. Fiir die in der
Praxis notwendige Laseranregung treten kohérente Effekte in Form von Rabioszil-
lationen auf (Abb. 3.3, gestrichelte Linie). Zu ihrer Herleitung miissen die Raten-
gleichungen um die Wechselwirkungsterme und Kohérenzen zwischen molekularem
Ubergangsdipolmoment und Laserfeld zu den optischen Blochgleichungen [101] er-
weitert werden. Die Messung der Korrelationsfunktion fiir solche kurzen Zeiten (7 <
100 ns) gelingt mit einem Start-Stop Experiment nach Hanbury Brown und Twiss
[102, 103]. Sie wurde erstmals an einem Natriumatomstrahl [104] gemessen, spéter
an einzelnen lonen in Fallen [105], an einzelnen Farbstoffmolekiilen im Festkorper
bei tiefen Temperaturen [22, 106] und auf Oberflichen bei Raumtemperatur [107],
sowie an einzelnen Proteinen in Losung [108].

Bei groflieren Zeiten beobachtet man in der Korrelationsfunktion den Effekt des
Bunching in Form eines exponentiellen Abfalls. Die Ursache liegt darin, dass die
Photonen in Biindeln auftreten, die von Dunkelphasen unterbrochen sind, in denen
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Abbildung 3.3: Graph der Korrelationsfunktion des Fluoreszenzlichts einzelner Molekiile fiir
inkoh#renter Anregung (durchgezogene Linie, nach Gl. 3.21 mit typischen Raten in den
Exponenten von 100 MHz und 10 kHz) und fiir kohérente Anregung (gestrichelte Linie,
Rabifrequenz 2= 200 MHz). Die Zeitachse ist logarithmisch skaliert.

sich das System im Triplettzustand befindet. Aus dem Faktor vor der Exponenti-
alfunktion (Kontrast C') und der Rate im Exponenten kann auf die Raten in den
Dunkelzustand und und aus ihm heraus geschlossen werden. Dabei gilt allgemein,
dass die Rate im Exponenten die Summe K der (effektiven) Raten in und aus dem
Dunkelzustand ist und der Kontrast C' ihr Verhéltnis. Da in direkten Korrelations-
messungen die Zeitauflosung nicht fiir die Beobachtung von Antibunching ausreicht,
soll dieser Effekt in der letzten Formulierung der Korrelationsfunktion auch ver-
nachléssigt werden. Fiir Zeiten 7 > 100 ns gilt dann:

kish”

gP(r) =1+ T e~ W Hhs)T 1 4 KT (3.22)
mit
k,eff
C = ]j—?’ und K = k§! + ks (3.23)
31

Die absoluten Triplettraten ko3 und k3; konnen durch intensitdtsabhidngige Messun-
gen aus den Kontrasten C' und den Ratensummen K gewonnen werden:
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k k I
R T (3.24)
k31 ko1 +2p k31 [g+21
P I
K = it + kog—D— — kegy + hipy————
s T B+ 21

Die Sittigungsintensitiit I% ist hier definiert als I = ko h*coc/(Topu?,) (bei resonan-
ter Anregung in Tieftemperaturexperimenten) bzw. I = kojhv/o (bei Raumtempe-
ratur). Aus dem Kontrast allein ldsst sich nur das Ratenverhiltnis bestimmen. Die
intensitdtsabhingige Bestimmung der Ratensumme, also der jeweils auftretenden
Zerfallsrate der Exponentialfunktion in ¢(® (1), liefert die beiden absoluten Triplett-
raten. Fiir niedrige Intensitéiten strebt die Zerfallsrate K gegen die Triplettentvolke-
rungsrate ks;, die der Kehrwert der mittleren Triplettlebensdauer 77 ist; fiir hohe
Intensitéten strebt sie gegen ks; + %/{;23, woraus sich die Triplettbevilkerungsrate ko3
ermitteln lasst (Kapitel 5.1.4, Abb. 5.5).

In der Realitét ist die Messung der Fluoreszenzintensitidt zur Berechnung der Kor-
relationsfunktion immer von einem Untergrundbeitrag begleitet. Dies fiihrt zu einer
Anderung der Kontraste Cezp in der experimentell bestimmten Funktion géi?p(T) =
1+ Cexpe_K 7. Fiithrt man die in der Korrelationsfunktion auftretende Mittelung fiir
eine Intensitdt durch, die sich aus Untergrund U und Signal S zusammensetzt, so
erhiilt man: ([U+S]()[U+S|(t+7)) = (U(t))>+2(U(t))(S(t)) +{(S(t))*(1+Ce E7).
Dabei wurde ausgenutzt, dass der Untergrund unkorreliert ist ((U(t)U(t + 7)) =
(U)2, (U@)S(t + 7)) = (U(t))(S(t))) und die Korrelationsfunktion fiir das Si-
gnal gleich eingesetzt. Teilt man durch den Normierungsausdruck (U(t) + S(t))? =
((U(#)) + (S(t)))?, so findet man die Bezichung zur Korrektur des experimentellen
Kontrasts bei Auftreten eines mittleren Signals (S) neben dem mittleren Untergrund
(U):

C = <1 + <<g>>>2 Ceap- (3.25)

Die Werte (U) und (S) miissen zusétzlich zur Korrelationsfunktion bestimmt wer-
den. Zur Anpassung der theoretischen Korrelationsfunktion an die experimentellen
Daten fiir die verschiedenen Intensitdten kann eine der Darstellungen der Korrela-
tionsfunktion in Gl. 3.22, wahlweise mit den Parametern k3; und kggf oder mit C'
und K, verwendet werden.
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3.2 Dynamische Einfliisse auf die homogene Linie

In Tieftemperaturexperimenten hat man iiber die Linienform der einzelnen, eingela-
gerten Molekiile einen idealen Zugang zur Untersuchung von dynamischen Prozessen
in dem Festkorper. Die Farbstoffe dienen dabei als Sonden zur Charakterisierung ih-
rer individuellen Umgebung.

Die Tieftemperatureigenschaften von Kristallen, mit ihrer regelméfligen raumlichen
Anordnung, sind gut verstanden. Thre Beschreibung ist auf quantisierten Gitter-
schwingungen, Phononen, begriindet und liefert z.B. im Rahmen der Debye-Theorie
bei tiefen Temperaturen zufriedenstellende Vorhersagen fiir die spezifische Warmeka-
pazitit (C' oc T?) oder die Wirmeleitfihigkeit. Ein geeignetes Modell zur Beschrei-
bung der Tieftemperatureigenschaften von ungeordneten, amorphen Festkorpern,
bei denen der Ansatz mit Phononen versagt, gelang durch Einfithrung des Modells
des Two-Level System (TLS), das 1972 unabhéngig von P. W. Anderson et al. [109]
und W. A. Phillips [110] vorgeschlagen wurde.

3.2.1 Das TLS-Modell

Die fehlende Fernordnung in amorphen Festkorpern hat zur Folge, dass viele Atome
und Atomgruppen keine eindeutige Gleichgewichtslage einnehmen, sondern zwischen
zwei oder mehreren instabilen, lokalen Gleichgewichtspositionen wechseln kénnen.
Die Potentialhyperfliche als Funktion der 3N elementaren Freiheitsgrade ist gekenn-
zeichnet durch eine unregelméflige Struktur mit vielen lokalen Minima, die durch
Barrieren getrennt sind. Ein globales Minimum tritt nicht auf. Ein Schnitt durch
eine solche Potentialhyperfldche ist in Abb. 3.4 dargestellt.

Die dem TLS-Modell zugrundeliegende Idee besteht darin, die komplexe Potenti-
alhyperfliche in viele einzelne Doppelmuldenpotentiale zu zerschneiden. Jedes ein-
zelne TLS stellt eine Kopplung von zwei harmonischen Potentialen dar und ist ge-
kennzeichnet durch seinen Energieunterschied AFE, die Barrierenhéhe V' und die
Auslenkung in der Ortskoordinate d. Bei tiefen Temperaturen reicht die thermi-
sche Aktivierung im Allgemeinen nicht aus, um den Potentialberg zu iiberwinden.
Uberginge zwischen den beiden Zusténden treten durch Tunnelprozesse auf, die zum
Ausgleich des Energieunterschieds Phononenbeteiligung erfordern (phonon-assisted
tunneling). Die verschiedenen auftretenden Mechanismen sind in [111] behandelt.

Fiir die Eigenschaften des Festkorpers sind die Verteilungen der Energieunterschiede

AFE und der Tunnelparameter \ wesentlich. Der Tunnelparameter ist definiert durch
A\ = mV;P
2h

mit der Masse m des tunnelnden Teilchens. Die Verteilungen werden im
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Freie Energie
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Normalkoordinate q

(b) TLS

Abbildung 3.4: (a) Schnitt durch die Potentialhyperfliche der freien Energie eines amor-
phen Festkorpers. Die vielen lokalen Minima werden paarweise durch Two-Level Systems
dargestellt. (b) Bestimmungsgrofien eines TLS.

TLS-Modell als flach angenommen, d.h. TLS mit verschiedenen Energieunterschie-
den und verschiedenen Tunnelparametern treten zwischen physikalisch sinnvollen
Grenzen im Wesentlichen gleich haufig auf:

P(AE, \) = konst. (3.26)

Zur Anpassung der Theorie an Messdaten aus Lochbrennexperimenten wurde die
Verteilung zu P(AE) o< E*! mit a zwischen 1 und 2 abgewandelt [112]. Eine
weitere wichtige Grofle ist die charakteristische Relaxationsrate R der TLS-Dynamik
(R = ko1 + k10 sei die Summe der Raten von einem in das andere Minimum). Die
entsprechenden Relaxationszeiten sind iiber einen riesigen Bereich von bis zu 20
Grofenordnungen, von ps (R, = 102571 bis zu Jahren (R = 1078s7!), verteilt.
Die Verteilung ist mit geringen Einschrinkungen indirekt proportional zur Rate:

P(R) (3.27)

L
R
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(Detailliertere Informationen kénnen der Arbeit von H. W. Augustin entnommen
werden [75].) Die erfolgreiche Anwendung des TLS-Modells blieb nicht auf die Er-
klarung thermodynamischer Eigenschaften beschrinkt, sondern fithrte auch zu ei-
nem wesentlich besseren Versténdnis der Linienbreiten molekularer Ubergénge in
Tieftemperaturexperimenten.

3.2.2 Spektrale Diffusion

Der Flip eines TLS hat direkte Auswirkungen auf die Absorptionsbande eines ein-
zelnen Molekiils. Die durch den TLS-Ubergang geéinderte Umgebung fithrt zu einer
neuen, verschobenen Absorptionsfrequenz. Die Absorptionslinie des Molekiils wan-
dert im Frequenzraum. Unter dem Einfluss vieler TLS kommt eine diffusionsartige
Bewegung der Linie zustande, die zu dem Namen spektrale Diffusion gefiihrt hat.

Fiir den Effekt auf das Spektrum sind zwei Parameter wichtig: die Stérke der Ver-
schiebung und die TLS-Fliprate K. Man differenziert zwischen Raten, die im Ver-
gleich zur (inversen) Aufnahmezeit 7., eines Spektrums langsam sind, so dass der
TLS-Zustand sich wihrend der Aufnahme nicht &ndert und gleichsam eingefroren ist,
und Raten, die schnell sind, so dass bei der Spektrenaufnahme iiber beide Zustiande
gemittelt wird. Ist die spektrale Verschiebung durch die TLS-Zustandsénderung grof3
im Vergleich zur Linienbreite und die Fliprate langsam, so sieht man im Spektrum
die Linie entweder bei der einen oder der anderen Position. Ein Beispiel fiir einen
spektralen Sprung eines Perylenmolekiils in Polyethylen ist in Abb. 3.5 dargestellt.
Hiufig sind solche TLS-Zustandsénderungen induziert durch das Anregungslicht als
Folge der im System deponierten Energie.

Ist bei grofler spektraler Verschiebung die Sprungrate grof}, so sieht man zwei Linien
im Spektrum (Abb. 3.6 a). Ihr Intensitétsverhéltnis ist (fiir thermisch aktivierte
Prozesse) durch die Boltzmann-Verteilung gegeben:

— =¢ kBT (3.28)

Im Falle eines schnellen Austausches und bei einer gegeniiber der Linienbreite kleinen
Verschiebung sieht man effektiv eine Verbreiterung der Linie, weil die einzelnen Posi-
tionen nicht mehr aufgelost werden und ineinander verschwimmen (Abb. 3.6 b). Die
geringe Verschiebung kann durch eine kleine TLS-Chromophor-Kopplungskonstante
oder durch einen groflen Abstand des Molekiils vom TLS begriindet sein.

Noch komplizierter wird die Interpretation der Linienform bei der Wechselwirkung
eines Molekiils mit vielen TLS. Dabei sind beliebige Multipeak-Strukturen denkbar
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Abbildung 3.5: Spektrale Diffusion in Fluoreszenzanregungsspektren von Perylen in Poly-
ethylen (0 GHz = 443, 6nm) durch ein langsam flippendes TLS (K < 1/Tegp)-
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Abbildung 3.6: Veranschaulichung der (a) Linienaufspaltung und (b) Linienverbreiterung
durch Wechselwirkung des Molekiils mit einem schnell flippenden TLS. Die geringere Grofie
der TLS in (b) soll die geringere Wechselwirkung zwischen Molekiil und TLS veranschauli-
chen, die durch eine kleine TLS-Chromophor-Kopplungskonstante oder durch einen grofien

Abstand des Molekiils vom TLS verursacht sein kann.
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und auch schon simuliert worden [113]. Unter den experimentellen Bedingungen wur-
den jedoch meist lorentzdhnliche Linienformen gefunden und auch in der Literatur
sind nur wenige Systeme bekannt, deren Anregungsspektren eine Doppelpeakstruk-
tur zeigen [15, 111]. Diese ist dann verursacht durch ein einzelnes TLS. Am System
Tetra-tert-Butylterrylen in Polyisobutylen konnte die Wechselwirkung eines Chro-
mophors mit nur einem TLS sogar temperaturabhédngig untersucht werden und es
konnten die Flipraten und die Aufspaltungsenergie des TLS bestimmt werden [111].

Der Effekt der spektralen Diffusion wurde bereits bei den ersten Einzelmolekiilex-
perimenten beobachtet [14]. Erstaunlicherweise trat er in dem kristallinen System
Pentacen in para-Terphenyl auf. Die Erklarung konnten Reilly und Skinner [114]
mit einem mikroskopischen Bild fiir diese TLS liefern: Fiir den mittleren Phenylring
der Matrixmolekiile gibt es zwei bevorzugte Lagen, die durch ein TLS modelliert
werden konnen. An Doménengrenzen und Fehlstellen im Kristall ist die Barriere
klein genug, um selbst bei den tiefen Temperaturen durchtunnelt zu werden.

3.2.3 Linienbreitenverteilungen

Die Kopplung einzelner Chromophore an individuelle TLS-Konfigurationen fiihrt,
wie im letzten Abschnitt beschrieben, zu unterschiedlichen Linienformen. Insbe-
sondere zeigt die Linienbreite der einzelnen Molekiile eine Verteilung, so dass man
streng genommen gar nicht von homogenen Linien sprechen darf. Zur theoretischen
Beschreibung der Linienbreitenverteilung eignen sich zwei Ansétze. Der eine ist eine
numerische Simulation der spektralen Diffusion [113], der andere ist ein analytischer
Ansatz [115] basierend auf der statistischen Methode nach Stoneham [116]. Hier soll
die zweite Methode verwendet werden.

Man nimmt an, dass jedes Molekiil von einem speziellen Satz von TLS umgeben
ist. Zur Linienverbreiterung tragen nur solche TLS bei, deren Relaxationsrate K
groBer ist als die inverse Zeit zur Spektrenaufnahme 1/7.,,. Alle Ubrigen sind quasi
eingefroren und damit nicht sichtbar. Dariiber hinaus interessieren nur TLS, deren
Zustandswechsel zu einer Linienverschiebung hochstens in der Gréfenordnung der
Linienbreite liegt. Um eine Aufspaltung der Linie, deren Weite mit zunehmendem
Abstand zwischen Molekiil und TLS abnimmt, auszuschliefen, diirfen dementspre-
chend nur TLS auflerhalb einer Kugel mit Radius 7,,,;,, um den Chromophor auftreten
(sieche Abb. 3.7). Die Linienform bleibt im Fall einer Verschiebung, die so gering ist,
dass sie nur zu einer Verbreiterung fiihrt, ndherungsweise lorentzférmig. Die Kopp-
lung der TLS untereinander soll vernachléssigt werden, so dass sie als statistisch
voneinander unabhéngig betrachtet werden konnen. Die absolute Linienverschie-
bung durch ein TLS héngt nun von der Kopplung dieses TLS an den elektronischen
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Abbildung 3.7: Anschauliche Vorstellung der Verteilung von TLS um ein Molekiil. Die in-
dividuelle Konfiguration von TLS auflerhalb einer Kugel mit Radius r,;, um ein Molekiil
fiihrt zu einer von Molekiil zu Molekiil verschiedenen Verbreiterung.

Ubergang des Molekiils ab. Die Wechselwirkung sei dipolar, so dass die Verschie-
bung indirekt proportional zur dritten Potenz des Molekiil-TLS-Abstands r; ist. Die
Linienverschiebung fiir Molekiile im Abstand r,,;, sei 2A. Dieser Wert sei fiir alle
TLS identisch und eine Winkelabhéngigkeit in einem effektiv kleineren mittleren A
gendhert. Die Richtung ist unbedeutend, da verschiedene Vorzeichen zur gleichen
Verbreiterung fithren. Schliellich gilt fiir die Zentralfrequenz der molekularen Ab-
sorption in Abhéngigkeit der mittleren Absorptionsfrequenz (v(t)) und des Zustands
€; = =1 des i-ten der N TLS:

v(t) = (w(t) + 3 e,;@)Arign (3.29)

Die Linienbreite eines solchen Molekiils bei Kopplung an diese N TLS ist dann
gegeben durch:

N 6
Av = $AVQ +4A2Y Tmin (3.30)

i=1 T

Dies lasst sich verstehen, wenn man zunéchst nur die Kopplung an ein einzelnes TLS
betrachtet. Es fithrt zur Aufspaltung in zwei lorentzférmige Linien bei Positionen,
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die um viL = £ Almn relativ zum Mittel (v(t)) verschoben sind und die minimale
Linienbreite Ay haben (Jv1] < Avp). Addiert man die beiden Linien, erhdlt man
niherungsweise eine Lorentzkurve um (v(t)) mit der Breite y/Avg + (2v)2. Bezieht
man sukzessiv die weiteren TLS ein, liefert jedes einen Beitrag unter der Wurzel
entsprechend zu (2v;)? und man erhilt Formel 3.30. Die in der Verteilung minimale
auftretende Linienbreite ist Ay, das Maximum der Verteilung wird bei einer etwas
hoheren Breite sein, und nach oben ist die Verteilung prinzipiell nicht beschrénkt,
fallt aber gegen Null ab.

Die Berechnung der Wahrscheinlichkeitsverteilung der Linienbreiten P(Av) kann
man reduzieren auf die Berechnung der Wahrscheinlichkeitsverteilung P(S) fiir die
n (3.30) auftretende Summe S:

r

6 .
e (3.31)

=1

Die beiden Verteilungen konnen wegen P(Av)d(Av) = P(S) %
leicht ineinander umgerechnet werden:
Av
P(Av) = Az —P(9) (3.32)

Die Verteilung P(.S) soll nun mit der statistischen Methode berechnet werden [116].
Die N TLS (N sei abziahlbar grofi ) sind statistisch im Volumen V' verteilt. Da-
mit ist die TLS-Dichte prps = % und der mittlere TLS-Abstand rr;s gegeben
durch prrs = 1/r3;s. Die Wahrscheinlichkeit, dass das i-te TLS im Volumenele-
ment d37; um 7; liegt, sei p(rz) d®7;. Zur Normierung gilt [ p(7;)d®r; = V und wegen
der Zufallsverteilung ist p(7;) im Auflenraum der Kugel mit Radius 7, gleichver-
teilt: p(7;)d>r; = r? sind dr; di de fiir alle r; > 7,,;,, und 0 sonst. Die Erfiillung der
Wabhrscheinlichkeitsbedingung S = SV, T?T”% wird im Ansatz iiber die Diracsche
d-Funktion (bzw. §-Distribution) gewéhrleiszcet, die Null ist, falls ihr Argument von
Null verschieden ist, und an der Stelle Null so grof§ ist, dass das Integral dariiber
Eins ist. Der Ansatz lautet:

- = / & () - - / &Py p(Fn) 8 (S Z m”) (3.33)

zlr

In diesem Ausdruck wird die Wahrscheinlichkeit fiir ein beliebiges S berechnet,
indem {tber alle moglichen TLS-Verteilungen, die zu diesem S fiihren, integriert
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wird (die Integrale verstehen sich als Volumenintegrale {iber den ganzen Raum).
Im Weiteren werden einige mathematische Umformungen durchgefiihrt, die zur
leichteren Nachvollziehbarkeit in den wichtigsten Schritten hier dargestellt wer-
den sollen. Zunéchst wird die d-Funktion in ihrer Fourier-Darstellung verwendet,
0(2) = 5= [T e7™*dx, anschliefend die Integrationsreihenfolge vertauscht und die
Summe im Exponenten in ein Produkt von Exponentialfunktionen {iberfiihrt.

1 oo N (1 ;3 "omin
= 27r/ dx (e_””s : _Hl (V/d‘gﬁ-p(ﬁ)e 7 )) (3.34)

Da fiir alle TLS die Verhéltnisse identisch sind, sind auch alle Faktoren des Pro-
dukts gleich. Es geniigt daher, einen Faktor (ohne weitere Verwendung des Index i)

in der N-ten Potenz zu schreiben. Unter Ausnutzung der Normierungsbedingung,
Verwendung der TLS-Dichte und Definition von

6 3 S
- /dSFp(F) (1 L Té”) — 4r / dr 72 (1 s ) (3.35)

Tmin

erhalt man:

P(S) = 217T +/Ood;c (e”S : (1 - 'W) N) (3.36)

J(x) ist dabei eine komplexwertige Funktion, auf die spiter noch genauer eingegan-
gen werden muss. Der Ausdruck fiir P(S) lasst sich fiir groe N (und entsprechend
groffem Volumen V| so dass prps konstant ist ) unter Ausnutzung der Beziehung
e = limy_.o(1 4+ %)V schlieBlich umformen in:

+oo
_ 1 —izxS _—p J(z)
P(S) = 5 / da (7405 - ¢mpris T (3.37)
Die Wahrscheinlichkeitsverteilung lésst sich damit numerisch berechnen. Das Auf-
treten des uneigentlichen Integrals J(x) innerhalb eines weiteren uneigentlichen In-
tegrals fithrt dabei jedoch zu Problemen. Deshalb wird J(x) noch verdndert. Durch

6
Variablensubstitution u := T’:% erhalt man

() = 2y /dul_e 3 (). (3.38)

3 mm mm
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Das darin auftretende Integral (inklusive des konstanten Vorfaktors) J(z) =
2{ fol duu=? (1 — e'*“) wird weiter in den beziiglich x symmetrischen Realteil

Re(J(z)) = e 3 du us (I — coszu) und in den beziiglich z antisymmetrischen
Imaginéirteil Im(J(z)) = & f) du u™% (—sinazu) zerlegt (mit der Eulerschen For-

mel e = cosz + isinz), einzeln berechnet (siche Abb. 3.8) und stiickweise durch
Polynome maximal dritten Grades angepasst:

+0, 5922 fiir 0<z< 2,5
—6,3+5,31 — 0,6622 + 0,031z fir 25<z< 10
Re (j(m)) _ +4,9+ 0,83z — 59 - 1042 fir 10<z< 40
+12 40,492 — 12 - 10~ %22 fir 40<az< 10?
+27 40,250 —19-107%22 + 73 - 10792 fir 102 <z < 10°
111 40,0612 — 2,1- 107522 fir 103 <z < 10
—4,22 40,1123 fir 0<z< 2,5
—5—1,92 +0,152% — 84 - 10~ %2 fir 2,5<xz< 10
I (j(x)) _ —9,1— 0,83z + 59 - 10~ 422 fir 10<x< 40
16— 0,487 + 12 - 1022 fir 40 <z < 102
—31—-0,252+19-10°22 = 72-107%2% fir 10°<z< 103
—111 — 0,061z + 21 - 10~ 22 fir 103 <2< 10

J(x)

20F — Realteil
........ Imaginérteil

.
ey
o
.
~.
~.,
.~

Abbildung 3.8: Graphen von Real- und Imaginérteil der Funktion J (z) aus numerischer
Berechnung.

Aus den Symmetrieeigenschaften ergeben sich die Werte fiir negative x. Da die
Funktion Re(J(x)) negativ im reellen Exponenten vorkommt, tragen besonders die
kleinen Funktionswerte zum Ergebnis bei. Deshalb wurde die Approximation fiir

kleine x besonders sorgfiltig gewéhlt und fiir |z| > 10000 véllig vernachléssigt. Die
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Wahrscheinlichkeitsverteilung P(.S) kann nun unter Ausnutzung von Symmetrieei-
genschaften zu

400 3 =

1 3. ~ —min Re(Jj(z

P(S) =— / dx | cos <x5+ rg“‘ilm (J(:z:))) e "TLs (@) (3.39)
[ T'rLs

angegeben werden. In dieser Form konnte P(S) mit Mathematica (Wolfram Re-
search, Inc.) berechnet werden. Die Konvergenz des uneigentlichen Integrals ist meist
schon fiir x < 1000 gegeben. Trotzdem treten fiir einzelne Punkte gelegentlich Feh-
lerwerte auf, die jedoch innerhalb der Verteilung erkannt und ausgeschlossen werden
konnen. Eine sinnvolle Verteilung mit Flache ~ 1 wird als Entscheidungskriterium
zur Kontrolle der numerischen Berechnungen verwendet.

Mit (3.32) und (3.30) ldsst sich nun fir P(Av) zusammenfassen:

Av
Plav) =533P (3.40)
Av=+Avy+4A2S
mit{ P(S) = %fooo dx (COS(:L‘ S+ 3 Irnj) e ReJ)

und v, = :;?—22

In Abb. 3.9 sind mehrere dieser Verteilungen dargestellt. Zu ihrer Berechnung wur-
de als minimale Linienbreite Avg = 40 MHz, der Kopplungsparameter A= 100 MHz,
der minimal erlaubte TLS-Molekiil-Abstand 7,,;,= 5 nm gewéhlt und der mittlere
TLS-Abstand r7ps zwischen 5 nm (hohe TLS-Dichte, weite Verteilung) und 15 nm
(geringe TLS-Dichte, schmale Verteilung) variiert. Fiir geringe TLS-Dichten ergibt
sich eine stark asymmetrische Kurve, die ihr Maximum nur knapp iiber der un-
gestorten natiirlichen Linienbreite Avg hat. Fiir héhere TLS-Dichten erstreckt sich
die Verteilung immer mehr in den Bereich hoherer Linienbreiten und geht in eine
gauflahnliche Verteilung iiber.

Die Verteilung P(Av) héngt effektiv nur von zwei Parametern ab: vom Kopplungs-
parameter A, der typischerweise in der Gréflenordnung der minimalen Linienbreite
Avyg liegen sollte, und vom Verhéltnis v, = :’T"—LTSL Fiir sinnvolle Verteilungen sollte
dieses Verhiltnis kleiner als 1 sein, damit die Wahrscheinlichkeit gering ist, dass ein
TLS in der Niahe des Molekiils bzw. innerhalb der Kugel vom Radius r,,;, liegt.
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Abbildung 3.9: Linienbreitenverteilungen fiir verschiedene TLS-Dichten Tgl
genannten Parameter. e

Die absolute TLS-Dichte kann aus angepassten Verteilungen nur angegeben werden,
wenn r,,;, bekannt ist. Dies kann nur abgeschéitzt werden. Als sinnvolle Gréflen-
ordnung ist der Bereich um 5 nm anzugeben, weil hier die TLS Wirkungen klein
genug sind, um Linienaufspaltung zu vermeiden, die dipolare Kopplung aber noch
fiir eine messbare Wechselwirkung ausreicht. In der gewonnenen TLS-Dichte zédhlen
nur TLS, die auf der experimentellen Zeitskala aktiv sind.

3.2.4 Temperaturabhingigkeit von Linienbreite und Linien-
position

Das Auftreten von niederfrequenten Anregungszustinden in der Matrix fiithrt schon
bei sehr tiefen Temperaturen von etwa 2 K zu Verdnderungen von Linienbreite
und Frequenz des molekularen Ubergangs. Im unteren Temperaturbereich liefern
die schon in den letzten Abschnitten behandelten TLS den dominanten Beitrag,
da durch die breite Verteilung an Energieunterschieden AE und Kopplungsstérken
auch in diesem Bereich viele TLS aktiv sind. Bei hoheren Temperaturen nimmt
der Beitrag durch Phononen an Bedeutung zu. Man unterscheidet zwischen akus-
tischen, optischen und pseudolokalen Phononen. Die ersten beiden Arten spielen
besonders bei substitutioneller Ersetzung eines Wirtsmolekiils durch ein Farbstoff-
molekiil in einkristallinen Systemen eine Rolle. Im vorliegenden Fall stellt die Dotie-
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rung mit dem Chromophor eine betrachtliche Stérung des Wirtsgitters dar, so dass
es durch Wechselwirkung der Schwingungsmode des Dotierungsmolekiils mit der
Gitterschwingung zu einer pseudolokalen Mode kommt. Da die Phononenbesetzung
der Bose-FEinstein-Verteilung

1

hw

eksT — 1]

n(T) = (3.41)

mit der Energie hw des Phonons geniigt, nimmt die Besetzungszahl und damit der
Beitrag zur Linienform mit der Temperatur rasch zu. In der Einzelmolekiilspektro-
skopie hat man neben der Linienbreite auch direkten Zugang zur Linienposition. In
den folgenden beiden Abschnitten soll nun der Effekt von TLS und pseudolokalen
Phononen auf diese beiden Parameter bei Temperaturerhéhung beschrieben werden.
Im theoretischen Ansatz zur Linienverschiebung muss neben den erwiahnten dyna-
mischen Beitrdgen auch noch der statische Beitrag infolge von Volumenexpansion
betrachtet werden.

Kopplung an TLS

Die Kopplung von TLS an einen molekularen Ubergang von Farbstoffen in Glidsern
wurde in vielen Lochbrennexperimenten untersucht. Die Temperaturabhiangigkeit
der Linienbreite geniigte allgemein der Gleichung

Ayhb(T) = Al/hbo + Ay T (342)

mit der minimalen Linienbreite Avy,, (vgl. Kapitel 2.1), einem Faktor a, (w fur
width) und dem Exponenten «, der in Experimenten fiir verschiedene Gléser und
auch fiir verschiedene Gastmolekiile zwischen 1 und 2 streute. Allein aus dem TLS-
Modell unter Annahme konstanter Energiebarrieren(AFE)- und Tunnelparameter(\)-
Verteilungen sowie dipolarer Kopplung erwartet man o = 1 [117]. Durch Abwand-
lung der Annahmen fiir die Verteilungsfunktionen konnten auch die anderen Koef-
fizienten « (insbesondere o = 1,3) in der Formel fiir die Temperaturabhingigkeit
erklart werden.

Durch die Kopplung an einen bestimmten Satz an TLS kann es bei Einzelmolekiilex-
perimenten jedoch zu unstetigen Abweichungen bei der gemessenen Linienbreite
kommen. Diese sind verursacht durch die plotzliche Aktivierung eines TLS und die
damit verbundene sprunghafte Verbreiterung. Diese Effekte konnten in numerischen
Simulationen gezeigt werden [118], sind aber analytisch nicht zu erfassen.
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Fiir die Linienverschiebung gibt es keine analytische Theorie. In erster Naherung
erwartet man, dass sich die Beitrédge zu hoherer und niederer Frequenz ausgleichen
und im Mittel keine Verschiebung auftritt. Um der unzureichenden Statistik bei der
Mittelung innerhalb nur einer TLS-Konfiguration und Inhomogenitédten durch die
mogliche Lage des Molekiils an Extrempositionen der inhomogenen Verbreiterung
Rechnung zu tragen, soll die Temperaturabhéngigkeit der Frequenzverschiebung d;
(s fiir shift) durch TLS analog zur Formel fiir die Linienbreite angesetzt werden:

5,(T) = a, T° (3.43)

Der Faktor ay sei ein Maf3 fiir die Verschiebungsstéirke und soll nahe bei 0 liegen, und
« sei der Exponent nahe bei 1. Auch hier treten, wie aus dem Abschnitt {iber spektra-
le Diffusion schon bekannt, hdufig Frequenzspriinge auf, die mit einer exakten ana-
lytischen Beschreibung nicht wiedergegeben werden konnen. Einzelne grofie Spriinge
wihrend der temperaturabhédngigen Messung der Linie konnen haufig identifiziert
und korrigiert werden und kleine Beitrdge werden durch die angesetzte Tempera-
turabhéngigkeit einbezogen. Manchmal erlauben aber auch mehrere Spriinge keine
sinnvolle Auswertung der Frequenztrajektorie.

Kopplung an pseudolokale Phononen

Die Wechselwirkung mit Phononen moduliert die Frequenz des elektronischen Uber-
gangs und fiihrt zu einer Verschiebung und Verbreiterung der Absorptionslinie, die
sich durch Anwendung der Stérungstheorie beschreiben lassen. In einer im Rahmen
der harmonischen Néherung, also in der Entwicklung bis zum quadratischen Glied
in den Schwingungskoordinaten exakten Theorie, haben Hsu und Skinner analyti-
sche Ausdriicke fiir Verschiebung und Verbreiterung herleiten kénnen [76, 119, 120].
Die Verschiebung beruht auf der quadratischen Elektron-Phonon-Kopplung, die zu
einem verdnderten Schwingungspotential fiir das angeregte Molekiil und damit fiir
den Fall, dass das Molekiil angeregt ist, zu einer anderen Phononenfrequenz w; fiithrt
(im Vergleich zu wg, der Phononenfrequenz fiir das Molekiil im Grundzustand) .
Das System Chromophor + Phonon hat damit eine um (w; — wp) verénderte Uber-
gangsfrequenz. Die Wechselwirkung eines Zwei-Niveau-Systems mit einem Phonon
ist schematisch in Abb. 3.10 dargestellt.

Die in der Theorie erhaltenen Ausdriicke sind komplexe, uneigentliche Integrale,
die von der Besetzungszahl (Gl. 3.41) und der Zustandsdichte der pseudolokalen



62 3. Theoretische Grundlagen

A
g 1/7,
El

E +ho,

E thom,

él/t0

E,

Abbildung 3.10: Schematische Darstellung der Kopplung eines Phonons an einen elektro-
nischen Ubergang. Durch die unterschiedlichen Energien hwy bzw. fiw; und Lebenszeiten
7o bzw. 71 des Phonons fiir das Molekiil im Grund- bzw. angeregten Zustand ergibt sich
fiir das System Molekiil + Phonon eine geénderte Absorptionsfrequenz und Linienbreite.
Die Phononenenergie ist im Vergleich zur molekularen Ubergangsenergie stark vergroBert
dargestellt.

Phononen abhingen. Im Grenzfall tiefer Temperaturen (kT < hwy) lasst sich das
Ergebnis fiir die Linienbreite durch eine biexponentielle Abhéngigkeit ndhern:

B 1 (bwT*)?
Aual) = By + 7

e kBT_i_ie_kBT

1 hwo 1 fiw
e Tt i ) (3.44)
2’7’0 27'1

mit dw = (w; —wp) und T% = 710 + ?11 Betrachtet man weiter den Grenzfall schwacher

Kopplung, der fiir die in der Tieftemperatur-Einzelmolekiilspektroskopie verwende-
ten Systeme angenommen werden kann, so gilt w; ~ wy und 7 = 79 und damit

1 (dw?rg)  _en
= - BT, 4
Ayhb(T) AVth + . (5&) 7_0)2 e (3 5)
—_—
1=by

Die Verbreiterung geniigt damit fiir tiefe Temperaturen und schwache Kopplung
einem Arrhenius-Gesetz, das schon in der Austauschtheorie von Harris [121, 122],
im storungstheoretischen Ansatz von Small [123] und Jones und Zewail [124], sowie
in der Redfield-Relaxationstheorie von de Bree und Wiersma [125] gefunden wurde.
Der priexponentielle Faktor kann im Limit schnellen Austausches (Jow|ry < 1) zu
dw? 79/7 und im Falle des langsamen Austausches (|dw|7 > 1) zu 1/(7 79) genihert
werden.
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Fiir die Verschiebung dg lédsst sich nur bei gleichzeitiger Ndherung fiir kleine Tem-
peraturen (kT < hwy) und schwache Kopplung ein einfacher Ausdruck angeben:

dw _heg

0s(T) = — e *sT. 4
(T) = 2 et (3.46)
=~
:=bg
Das Vorzeichen der Verschiebung, + hin zu gréfieren Frequenzen (blau) oder - zu
kleineren Frequenzen (rot), hdangt davon ab, ob das Phonon im angeregten Zustand
eine hohere oder niedrigere Energie hat als im Grundzustand.

Signifikante Abweichungen durch die Tieftemperaturniherungen treten erst bei
Temperaturen 7" > 0, 3 (hwo/kp) auf. Durch Anpassung der theoretischen Graphen
an die Messpunkte kann die Energie des pseudolokalen Phonons hwy angegeben
werden, die im Exponenten in den Gleichungen fiir die Linienverbreiterung Auvy,(T)
und die -verschiebung ds(7T) gleichermaflen auftritt. Durch genauere Auswertung der
Vorfaktoren b,, und b, kénnen weiter der Energieunterschied dw des Phonons bei An-
kopplung an den Grund- bzw. angeregten Zustand und die mittlere Lebenszeit 7
des Phonons bestimmt werden.

Beitridge durch Matrixexpansion

Bei der Beschreibung der Linienverschiebung muss auch der statische Effekt der
Volumenexpansion einbezogen werden. Denkt man sich die Volumenausdehnung bis
ins Unendliche fortgesetzt, entspricht dieser Effekt gerade dem Solvent Shift, der
die Verschiebung der Absorptionsfrequenz eines Farbstoffmolekiils im Festkorper
relativ zu der im Vakuum angibt. Setzt man die Ubergangsfrequenz v als Funktion
der Temperatur 7" und des Volumens V' an, so gilt fiir ihre Temperaturabhéngigkeit
[126]:

i = () (@), (), o
- ar), 1) @), (),

Der erste Summand beinhaltet die dynamischen Beitrige durch die Wechselwirkung
mit TLS und Phononen. Der zweite Summand kann durch Einfithrung der isother-

men Kompressibilitidt £ = —i(%—‘;)T und des isobaren thermischen Langenausdeh-
av.

v
L)y = 3(9%), vereinfacht werden zu —3alm//<(g—;);p.

nungskoeffizienten oy, = %(
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Ist K, ayin, sowie die isotherme Druckabhéngigkeit in diesem Temperaturbereich be-
kannt, so kann der Beitrag der Matrixexpansion zur Linienverschiebung relativ zur
Ubergangsfrequenz v (fiir 7 — 0) mit

T
5= — / 3Uin <ay> dT’ (3.48)
;K dp )

angegeben werden. Die isotherme Druckabhéngigkeit (g—;)T, die fiir zwei Farbstoff-

Matrix-Systeme bereits auf Einzelmolekiilbasis gemessen worden ist [21, 127], und
die isotherme Kompressibilitéit x, sind ndherungsweise unabhéngig von der Tempe-
ratur und konnen vor das Integral gezogen werden.

Linienbreite und Linienposition als Funktion der Temperatur

Setzt man nun alle Beitrédge zusammen, ergeben sich folgende Gleichungen fiir die
Temperaturabhéngigkeit von Linienbreite Avy,(7) und Linienverschiebung ds(7):

Avp(T) = Avppy + @ T + by e_% (3.49)
T 3 (ov ’
0s(T) = 0o+ asT + by e T — 2 () /ozlm dT’
k \0p) /

Die Einfithrung der Offset-Verschiebung ¢y ist notig, da die Experimente nicht bei T
= 0 beginnen. Die Energie der pseudolokalen Mode wurde in Form der zugehorigen
Temperatur Ty = hwy/kp eingesetzt. Sie kann iiber die Beziehung v/[cm™!] = 0,7
T'/[K] leicht in den entsprechenden Wert in Wellenzahlen (= w/(2m¢) ) umgerechnet
werden.



Kapitel 4
Experimenteller Aufbau

Die spektral hochauflésenden Tieftemperaturmessungen wurden an der von J. Tittel
[128] und S. Kummer [129] aufgebauten Apparatur durchgefiihrt, die zu Beginn
dieser Arbeit zur Verfiigung stand.

In diesem Kapitel wird zunéchst ein kurzer Uberblick iiber das Lasersystem gege-
ben. Die Frequenzstabilitit des Lasersystems ist Voraussetzung fiir eine fehlerfreie
Durchfiithrung vieler Experimente, wie beispielsweise der Untersuchung der tempe-
raturabhéngigen Verschiebung der Absorptionslinie oder Messungen mit resonanter
Anregung der Molekiile {iber einen lingeren Zeitbereich. Der verwendete Farbstoff-
laser zeigte eine inakzeptable Drift und wurde deshalb um eine externe Frequenzsta-
bilisierung erweitert, deren Aufbau und Funktionsweise innerhalb des ersten Teils
dieses Kapitels behandelt wird. Im Weiteren werden wichtige optische Elemente im
Aufbau beschrieben und anschlieffend die gesamte, vorhandene Apparatur zur spek-
tral selektierenden Einzelmolekiilspektroskopie (,,Faser- und Linsenaufbau®) vorge-
stellt.

Viele Chromophore zeigen selbst bei Temperaturen von 1,4 K noch deutlich verbrei-
terte Linien und konnten deshalb mit der vorhandenen Apparatur nicht isoliert wer-
den. Die Aufhebung dieser Beschrankungen der frequenzselektiven Isolationstechnik
auf eine sehr kleine Klasse an Farbstoff-Matrix-Systemen forderte deshalb die Pla-
nung und Durchfithrung wesentlicher Verdnderungen am experimentellen Aufbau.
Um die Vorteile der tiefen Temperaturen weiter nutzen zu kénnen und gleichzeitig
die spektroskopierbaren Systeme und experimentellen Moglichkeiten deutlich zu er-
weitern, musste die Technik rdumlicher Isolation einzelner Molekiile fiir Proben im
Kryostaten verwirklicht werden. Dieses Ziel rdaumlicher Auflésung konnte durch den
Eigenbau eines konfokalen Laserscanning-Mikroskops um den vorhandenen Kryo-
staten erfolgreich realisiert werden und stellt einen wesentlichen Teil dieser Disser-
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66 4. Experimenteller Aufbau

tation dar. Im vierten Teil dieses Kapitels wird deshalb besonders ausfiihrlich auf
die gewéhlten Komponenten und die Funktionsweise eingegangen.

4.1 Das Lasersystem

4.1.1 Argon- und Farbstofflaser

Als Anregungslichtquellen stehen ein Argonionenlaser (Coherent Sabre 15/3 R) und
ein Farbstofflaser (Coherent 699-21) zur Verfiigung. Beide sind Dauerstrichlaser (cw-
Laser, continuous wave). Der Ar-Laser wurde meist als Pumplaser fiir den Farb-
stofflaser verwendet. Dazu wurde er fiir die gelb/roten Farbstoffe Rhodamin 6G
(Emission: 560-620 nm) und DCM* (Emission: 615-680 nm) single line mit 514 nm
(Pumpleistung 6 W), und fiir den blauen Farbstoff Stilben 3 (Emission: 420-465 nm)
multiline im UV (Pumpleistung 3 W) betrieben. Fiir einige Anwendungen wurden
direkte Linien des Ar™-Laser mit den Wellenldngen 488 bzw. 476 nm verwendet.

Zur spektralen Selektion einzelner Molekiile ben6tigt man eine schmalbandige Laser-
lichtquelle, die in der Frequenz verstimmt werden kann. Diese Anforderungen erfiillt
der Farbstofflaser, dessen Aufbau in Abb. 4.1 dargestellt ist. Er besteht aus einem
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Abbildung 4.1: Der Ringresonator des Farbstofflasers 699-21 mit allen zugehérigen optischen
Elementen (Zeichnung von H.-W. Augustin).

Ringresonator, durch dessen Strahlengang eine Farbstoffiosung gespritzt wird. Die
Farbstoffmolekiile werden durch den Pumplaser angeregt und konnen in die Reso-
natormoden emittieren. Durch ein doppelbrechendes Filter (3-Platten-Lyot Filter
oder Birefringent), ein diinnes Etalon und ein dickes Etalon im Strahlengang wird
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Tabelle 4.1: Umrechnung des Frequenzbereichs Av von 30 GHz in Wellenléngendifferenzen A und
Wellenzahldifferenzen Av

Av AN Av
bei A = 440 nm (blau) 30 GHz = nm 1 cm™!
bei A = 580 nm (rot) 30 GHz 3 nm 1 cem™!

aus der Vielzahl der Resonatormoden eine Einzige selektiert, die die Laserschwelle
iiberwindet und verstidrkt wird. Die Ausbreitung des Laserlichts im Ringresonator
wird durch eine optische Diode auf eine Richtung beschrankt. Die optische Diode
besteht aus zwei Elementen: einer optisch aktiven Platte, die die Polarisationsebene
des Lichts immer in dieselbe Richtung relativ zur Ausbreitungsrichtung dreht, und
einem Faraday Rotator, dessen Rotationsrichtung von der relativen Orientierung des
Magnetfelds abhéngt. In der einen Richtung heben sich die beiden Effekte gegensei-
tig auf (Durchlassrichtung), in der anderen fithren sie zu einer effektiven Drehung
der Polarisation um 90°. Fiir diese Polarisationsrichtung treten nun trotz des Licht-
durchgangs unter dem Brewsterwinkel Reflexionsverluste auf, die das Anschwingen
dieser Moden verhindern.

Zur Vermeidung einer Frequenzdrift infolge von thermischer Ausdehnung des Re-
sonators oder Dichteschwankungen im Lasermedium und zur Vermeidung von Fre-
quenzspriingen, die innerhalb der Transmissionskurve des dicken Etalons auftreten
konnen, wird die Resonatorlange aktiv stabilisiert. Die Informationen zur Regelung
werden durch das Transmissionssignal eines geheizten Referenzresonators (Reference
Cavity), in dem sich eine drehbar gelagerte, planparallele Platte (Brewster Plate)
befindet, geliefert. Auf das Prinzip, das analog zur externen Stabilisierung funktio-
niert, wird im iiberndchsten Abschnitt eingegangen. Die ausgleichenden Elemente
im Ringresonator sind ein piezogelagerter Resonatorspiegel (Tweeter, Regelung von
100 Hz bis 10 kHz) und eine weitere drehbar gelagerte, planparallele Platte (Scan-
ning Brewster Plate, Regelung bis 10Hz) . Die Linienbreite im aktiv stabilisierten
Modus ist < 1 MHz.

Zur kontrollierten Verstimmung des Lasers in der Frequenz wird die Brewster Platte
im Referenzresonator gleichméflig um einen geringen Winkel verkippt, wodurch sich
die optische Weglinge im Resonator dndert. Durch einen elektronischen Regelkreis
wird auch die Scanning Brewster Plate im Ringresonator verkippt und damit die
Frequenz des Lasers durchgestimmt. Dies ist iiber einen Bereich von maximal 30
GHz moglich. Damit keine Modenspriinge auftreten, miissen diinnes und vor allem
dickes Etalon durch die Elektronik geeignet mitgefithrt werden. Zum einwandfrei-
en Betrieb ist es notwendig, dass sowohl die Optik, als auch die Elektronik des
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Regelkreises, optimal justiert sind. Trotz optimaler Justierung treten beim Scan In-
tensitidtsschwankungen auf, die durch den gedinderten Lichtweg in Resonator und die
Verkippung der Brewster-Platte aus der reflexionsfreien Stellung (Brewster-Winkel)
entstehen. Eine nachtriigliche Intensitétsstabilisierung ist deshalb nétig. Uber den
BNC-Eingang Ext. Scan an der Control Box kann der Laser auch extern gesteuert
verstimmt werden. Mit einer Spannung zwischen -5 und +5 V kann jede Frequenz
des gewihlten Scanbereichs angefahren werden.

Bevor auf die externe Stabilisierung eingegangen wird, sollen die zu deren Verstand-
nis wichtigen Grundlagen von optischen Resonatoren dargestellt werden.

4.1.2 Optische Resonatoren

Resonatoren sind wichtige Elemente in der Optik und Grundlage jedes Lasers. Sie
sind in der Literatur viel beschrieben, besonders ihre Stabilitédtseigenschaften und die
Feldverteilungen [130, 131, 132]. Hier soll nur auf das Transmissionsverhalten eines
Resonators eingegangen werden, weil es von grofler Bedeutung fiir die Kontrolle und
Stabilisierung des Lasersystems ist.

Die neben dem Ringresonator des Lasers verwendeten Resonatoren sind konfo-
kale Fabry-Perot-Resonatoren. Sie bestehen aus zwei sphérischen Spiegeln, die
im Abstand ihrer Brennweiten angeordnet sind (Brennweite f = Rj;/2 bei ei-
nem Kriimmungsradius Ry). Die Reflexionskoeffizienten beziiglich der Intensitéit R
(beziiglich der elektrischen Feldamplitude wird r verwendet mit R = r?) liegen bei
99 %. Koppelt man nun Licht in den Resonator ein, kommt es zur Mehrstrahlinter-
ferenz zwischen dem im Resonator reflektierten Licht verschieden hiufiger Umléufe.
Die Interferenz ist konstruktiv, wenn die Weglidnge eines Umlaufzyklus ein Vielfa-
ches der Wellenlidnge des Lichts ist (bei Resonatoren mit planparallelen Spiegeln
ist diese Weglénge der doppelte, bei konfokalen der vierfache Spiegelabstand; bei
Ringresonatoren ist es die einfache Ringstrecke). Aus dieser Bedingung lassen sich
alle Frequenzen v,, berechnen, die bei gegebener, effektiver Resonatorliange [ zu
konstruktiver Interferenz fiihren ( fiir [ ist bei konfokalen Resonatoren der doppelte
Spiegelabstand zu wiéhlen; bei um einen Winkel 6; zwischen Normalenvektor und
optischer Achse schrig stehenden Etalons mit Brechungsindex n und Dicke d ist
die effektive optische Weglinge nd/ cosf; zu wéhlen). Diese Resonanzfrequenzen
Vm treten in gleichméBigem Abstand auf. Thr Abstand (v, 11 — vp,) wird freier Spek-
tralbereich (F'SR) genannt und ist

C

FSR:QZ

(4.1)
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mit der Vakuumlichtgeschwindigkeit c. Die Erfiilllung der Interferenzbedingung
fithrt auch zu maximalem Transmissionssignal. Passen Lichtfrequenz v und Reso-
natorldnge [ nicht, kommt es zu destruktiver Interferenz. Das Mafl der Ausloschung
héngt nun einerseits davon ab, wie weit die tatsdchliche Frequenz v gegeniiber einer
Resonanzfrequenz v, verstimmt ist, und andererseits davon, wie oft die Strahlen
durchschnittlich reflektiert werden. Dies wiederum héngt ausschliellich von den Re-
flexionskoeffizienten R der Spiegel ab. Ist R grof (nahe bei 1), so fithrt schon eine
geringe Abweichung von einer der Resonanzfrequenzen v, zu einer fast vollstandi-
gen Ausloschung im Resonator, womit auch keine Transmission auftritt. Ist R klein
(R < 0,2), so kommt es nur zu einer geringen Abschwichung der Intensitit fiir
diesen Fall. Die quantitative Behandlung der Mehrstrahlinterferenz [95] fithrt zur
Airy-Funktion, die das Transmissionssignal I; relativ zur eingekoppelten Intensitét
Iy angibt (die Airy-Funktion steht in keinem Zusammenhang mit dem Airy-Muster):

I 1

= 4.2
Iy 1+Fsin2(2fyl) (4.2)
Dabei wurde der Finessefaktor F' eingefiihrt entsprechend
4R
F=—s. (4.3)
(1-R)

In Abb. 4.2 sind die Graphen der Airy-Funktion fiir zwei verschiedene Reflexionsko-
effizienten R bzw. Finessefaktoren F' dargestellt. Der gestrichelte Graph entspricht
in etwa dem Transmissionsverhalten eines der Etalons im Laser, der durchgezogene

dem eines hochreflektierenden Fabry-Perot-Resonators. Die Intensitdt im Resona-

tor verhilt sich entsprechend und ist nur um den Faktor U = 7 iiberhoht (U:

Uberhéhung). Fiir hochreflektierende Resonatoren ist es iiblich, die Finesse F an-

zugeben. Sie ist definiert als Verhéltnis zwischen freiem Spektralbereich F'SR und
Halbwertsbreite Ay, der Transmissionspeaks. Mit Avy, = ¢/ (7 lVF) (fir F > 1
aus Gl. 4.2) erhélt man

_FSR_?T\/F_W\/E

:,r_AVhb 2 _1—R

(4.4)

Zur Kontrolle des stabilen Farbstofflaserbetriebs und zur Eichung der Anregungs-
spektren wird ein hochreflektierender Resonator verwendet. Es ist ein konfokaler
Fabry-Perot-Resonator (Coherent Spectrum Analyser, FSR 1,5 GHz bzw. 7,5 GHz;
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Abbildung 4.2: Airy-Funktionen, die das Transmissionsverhalten eines Etalons (gestrichelte
Linie; R= 0,10 bzw. F= 0,5) bzw. das eines hochreflektierenden Resonators (durchgezogene
Linie; R= 0,94 bzw. F= 1000) darstellt.

F = 200), in den ein Teil des Laserlichts eingekoppelt wird. Wihrend des gesam-
ten Laserbetriebs wird der Resonator mittels eines piezogehalterten Spiegels in der
Lange durchgestimmt. Das Transmissionssignal wird mit einer Photodiode detek-
tiert und auf einem Oszilloskop in Abhéngigkeit der Resonatorlénge dargestellt. Es
zeigt die Airy-Funktion (&hnlich Abb 4.2, durchgezogene Linie), die im Falle eines
Frequenzscans kontinuierlich wandert. Treten Modenspriinge auf, kénnen sie durch
Spriinge der Intensitdtsmaxima erkannt werden. Zur Eichung des Laserscans wird
die Lange des Resonators konstant gehalten und der Laser verstimmt. Zwischen je-
dem auftretendem Maximum hat sich die Laserfrequenz genau um den Wert des
F'SR veréndert.

Zum Ende dieses Abschnitts soll noch einmal kurz auf die Modenselektion im Farb-
stofflaser zuriickgekommen werden. Im Ringresonator ohne weitere frequenzselektive
Elemente treten Moden im Abstand (F'SR) von 0,18 GHz auf. Zur Grobselekti-
on dient das doppelbrechende Filter (Birefringent, freier Spektralbereich (FSR): 83
THz, Bandpass (BP; Frequenzbreite, bei der das Signal bis zur Mitte zwischen Ma-
ximum und Minimum abfallt): 1,7 THz). Es selektiert genau einen Bereich innerhalb
der Verstarkungskurve des Farbstoffs und funktioniert anders als die Modenselektion
von Etalons. Hier fithrt Doppelbrechung zu einer wellenldngenabhéngigen Polarisa-
tionsénderung, so dass viele Wellenlédngen durch Verluste an den Brewster-Flachen
unterdriickt werden. Die weitere Modenselektion erfolgt mit dem diinnen Etalon
(FSR: 225 GHz, BP: 130 GHz) und dem dicken Etalon (FSR: 10 GHz, BP: 5 GHz).
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Insgesamt wird nur eine Resonatormode verstiarkt, deren Frequenz von allen drei
optischen Elementen effizient transmittiert wird. In Abb. 4.3 ist dies schematisch

dargestellt.
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Abbildung 4.3: Veranschaulichung der Selektion der Resonatormoden durch das doppelbre-
chende Filter und das diinne und dicke Etalon [133].

Fiir Farbstoffe bei Raumtemperatur, die breitbandig absorbieren, ist die erreichte
Linienbreite von < 1 MHz unnétig schmal. In diesem Fall ist auch eine Verstim-
mung des Lasers um 30 GHz uninteressant und ohne Effekt, da typische Absorpti-
onsbanden 30 nm breit sind, was etwa dem 1000 fachen entspricht. Fiir derartige
Experimente wurden die beiden Etalons, die gemeinsam in einer Intracavity As-
sembly (ICA) eingebaut sind, aus dem Ringresonator entnommen. Auflerdem wurde
die Scanning Brewster Plate ausgebaut, die auch zur Linienverschmélerung bei-
tragt. Unter diesen Bedingungen schwingen mehrere Resonatormoden iiber einen
Bereich von ca. 2 GHz an, die sich am 7,5 GHz Spectrum Analyser beobachten
lassen konnen. Zum Scannen des Lasers wird das Birefringent an der Mikrometer-
schraube motorgetrieben verdreht und damit die Frequenz durchgestimmt. Wéhrend
des Durchstimmens kann keine Mode stark anschwingen, weil sich die Resonanzbe-
dingungen stindig d&ndern. Im Transmissionssignal des 7,5 GHz Spectrum Analyser
sieht man iiber den gesamten Bereich kleine Peaks. Da aber das im Experiment
zur Wellenldngenbestimmung verwendete Wavemeter (Burleigh WA 10) im Grob-
modus (0,03 nm Genauigkeit) noch anzeigt, muss die Frequenzbreite wihrend des
Durchstimmens unter 50 GHz liegen. Wiirde man die ICA nicht entfernen und das
Birefringent genauso verdrehen, wiirden Frequenzspriinge um den freien Spektralbe-
reich des néchstselektierenden Elements, also des diinnen Etalons mit FSR = 225
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GHz, auftreten.

4.1.3 Externe Stabilisierung

Die Lage der Frequenz des FarbstofHlasers relativ zur molekularen Ubergangsfrequenz
hat fiir einen Grofiteil der Experimente einen entscheidenden Einfluss auf die Genau-
igkeit der Messergebnisse und ihren Fehlerbereich. Zu diesen Experimenten zéhlen
sowohl frequenzselektive Anregungen einzelner Molekiile bei tiefen Temperaturen,
als auch solche, bei denen der Laser wiederholt iiber einen definierten Frequenzbe-
reich durchgestimmt werden muss. Eine Drift in der GréBenordnung weniger MHz/h
kann als akzeptabler Richtwert angegeben werden, verglichen mit den Halbwertsbrei-
ten der Absorptionslinien von ca. 40 MHz und Messzeiten an einem Molekiil von oft
mehren Stunden. Die relative Frequenzdnderung Av /v muss damit fiir die optischen
Frequenzen von ca. 5-10'* Hz kleiner als 1078 sein. Die Resonatorlinge [ muss wegen
Av/v = —Al/l (giltig, falls keine Modenspriinge auftreten: Am = 0) fiir typische
Liangen [ = 0,5 m auf 5 nm konstant bleiben. Selbst fiir Invar mit einem L&ngen-
ausdehnungskoeffizienten o (a = (Al/l)/AT) von nur 1,5 - 107%/K erfordert dies
eine Temperaturkonstanz von 0,01 K [134]. Gemé&$ Herstellerangaben kann die
Drift des Farbstofflasers bis zu 100 MHz/h betragen. Zur Verringerung dieser Drift
wurde der Farbstofflaser auf einen frequenzstabilisierten HeNe-Laser (Melles Griot
05STP901, Drift < 3 MHz/8h) stabilisiert und die Scan-Funktion durch einen aku-
stooptischen Modulator (AOM, A.A. Opto-Elektronique AA.MP10/350) erreicht.
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Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der externen Stabilisierung (Abkiirzungen: OD
Optische Diode, PD Photodiode, ® | Polarisationsrichtungen, RF Radiofrequenzgenerator).

Der Aufbau ist in Abb. 4.4 dargestellt. Kernstiick der Stabilisierung ist ein konfo-
kaler Fabry-Perot-Resonator (Coherent Spectrum Analyzer Modell 216, FSR: 300
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MHz, F: 218). Uber das Transmissionssignal wird zunzichst dieser Resonator auf die
Ubergangslinie des kommerziellen, frequenzstabilisierten HeNe-Lasers stabilisiert,
d.h. auf konstanter Lénge gehalten. Im zweiten Schritt wird der Farbstofflaserstrahl
mit anderer Polarisationsrichtung ebenfalls in den Resonator eingekoppelt und auf
den Resonator stabilisiert.

Dabei beniitzt die Regelelektronik [135] das Transmissionssignal des Resonators (ge-
messen mit Photodiode PD2), das in Abhéngigkeit von seiner Lénge periodische
Maxima besitzt, sowie ein Referenzsignal (gemessen mit Photodiode PD1), mit dem
der Lock-Punkt unabhéngig von der Laserintensitdt wird. Das Blockschaltbild der
Elektronik ist in Abb. 4.5 dargestellt. Der Regelnullpunkt ist auf halber Hohe des
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Abbildung 4.5: Blockschaltbild des elektronischen Regelkreises fiir Elektronik I (die Angaben
in Klammern sind fiir Elektronik IT).

Transmissionspeaks (vgl. Abb. 4.2) und wird durch Differenz von Transmissions- und
Referenzsignal (nach geeigneter Vorverstirkung) erreicht. Verdndert sich die Lénge
des Resonators, so ergibt das Differenzsignal einen von Null verschiedenen Wert,
der fiir unterschiedliche Driftrichtungen auch andere Vorzeichen hat. Nach geeigne-
ter Verstdarkung, Integration und Summation erhélt man eine Korrekturspannung,
die zur Langenregelung an einen Piezo angelegt wird. Einer der Resonatorspiegel ist
auf diesen Piezo aufgeklebt, so dass die Lénge des Resonators in die Ausgangsstel-
lung nachgeregelt werden kann. Eine zusétzlich einstellbare Offset-Spannung dient
zur anfianglichen Einstellung der Resonatorlange.

Mit diesem ersten Teil des Aufbaus ldsst sich die Frequenzdrift des Farbstoffla-
sers kontrollieren. Dazu wird dessen Strahl mit senkrechter Polarisationsrichtung
beziiglich der des HeNe-Lasers durch den Resonator gekoppelt, die beiden Strahlen
auBerhalb des Resonators mit Polarisationsstrahlteilerwiirfeln getrennt und bei je-
dem Scan das Transmissionssignal des Farbstofflasers aufgezeichnet. Eine Drift der
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Maxima entspricht gerade der Drift des Farbstofflasers. Diese Methode wurde zur
Driftkorrektur bei den temperaturabhéngigen Messungen der Linienpositionen ein-
zelner Molekiile verwendet. Die Messungen ergaben eine durchschnittliche Drift des
Farbstofflasers von 20 MHz/h.

Die aktive Stabilisierung des Farbstofflasers auf den Resonator wird nun in einem
zweiten Schritt realisiert. Um den Laser weiterhin scannen zu konnen, passiert der
Strahl einen akustooptischen Modulator (AOM), der einen Teil des Lichts um die
angelegte Radiofrequenz (erzeugt mit einem Frequenzgenerator, Rhode&Schwarz
SMTO02, und einem Verstéarker A.A. Opto-Electronique RF Amplifier 10 - 500 MHz)
verstimmt und réaumlich ablenkt (siche Abb. 4.4). Der AOM besteht aus einem
PbMo04-Kristall, in dem mit der Hochfrequenz eine akustische Welle erzeugt wird.
Quantenmechanisch lasst sich der auftretende Effekt als Absorption eines Phonons
durch ein Photon verstehen. Dabei gelten Energie und Impulserhaltung [136]:

V=v+u, und K =k+k, (4.5)

Die Verschiebung der Lichtfrequenz v ergibt sich (fiir die erste Beugungsordnung)
also direkt aus der angelegten Radiofrequenz v,. Da die Ausbreitungsrichtung der
akustische Welle ndherungsweise senkrecht zu der des Lichts liegt, lasst sich der
Ablenkwinkel o direkt aus dem Impulsverhéltnis bestimmen:
k v,
~sina xR — = \—. 4.6
amsina s — o (4.6)
Die Schallgeschwindigkeit v, der akustischen Welle ist im vorhandenen Kristall 3636
m/s, so dass typische Beugungswinkel bei 3° liegen. Der AOM ist auf Wellenldngen
um 560 nm und Frequenzshifts von v, = 300 + 100 MHz optimiert. Fiir die Zentral-
frequenz hat er eine Beugungseffizienz von 50 %.

Nach Durchlaufen eines A/4 Plattchens wird das Licht mit einem sphérischen Spie-
gel zu einer zweiten Frequenzverschiebung in den AOM fokussiert (zur Herstellung
eines sphéarischen Spiegels wurde eine Plankonkav-Linse bedampft; die Brennweite
des Spiegels f; = Rs/2 ergibt sich aus dem Kriimmungsradius der Oberfliche R
und dieser aus der Brennweite f; der Linse mit Hilfe der Linsenschleifergleichung:
Rs; = (n—1)f;). Das zweimalige Durchlaufen der A\/4 Platte hat den Effekt einer A\/2
Platte und dreht die lineare Polarisation um 90° (bei richtigem Einbau des Plétt-
chens mit der Hauptachse im 45°-Winkel zur urspriinglichen Polarisation). Mit der
gedrehten Polarisationsrichtung kann der Farbstoffaserstrahl vom HeNe-Strahl un-
terschieden werden, passiert einen Polarisationsstrahlteiler und wird durch den Reso-
nator gekoppelt. Mit entsprechender Detektion eines Referenz- (PD3) und Transmis-
sionsstrahls (PD4) wie im ersten Teil, und einer Elektronik (II), die analog zu dem
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eben beschriebenen Prinzip funktioniert, wird der Farbstofflaser auf eine gewiinsch-
te Frequenz stabilisiert. Zur Nachregelung wird hier jedoch keine Hochspannung an
einen Piezo angelegt, sondern das Korrektursignal an den Ext. Scan-Fingang (+
5 V) des gelockten Farbstofflasers angelegt. Die Lichtfrequenz im Resonator bleibt
damit immer konstant. Wird durch den AOM die Lichtfrequenz verstimmt, wird
der Farbstofflaser durch die Elektronik entsprechend gegenverstimmt. Lineare Fre-
quenzscans, die sich am Frequenzgenerator mit hoher Prézision erzeugen lassen,
fithren damit zum reproduzierbaren und driftfreien Scannen des Lasers.

4.2 Optische Elemente im Anregungsstrahlen-
gang

Vom Farbstofflaserstrahl werden nach Verlassen des Ringresonators 30 % an einem
Strahlteiler (vgl. Abb. 4.9 bzw. 4.10) zur Kontrolle der Wellenldnge und des stabi-
len Laserbetriebs reflektiert. Dieses Licht wird, wie schon erwéhnt, in ein Waveme-
ter und einen Spektrumanalysator eingekoppelt. Das Wavemeter (Burleigh WA 10)
bestimmt die Wellenldnge durch einen internen Vergleich mit einem He-Ne-Laser
(Genauigkeit: im roten Spektralbereich +0,003 nm, im blauen Spektralbereich trotz
besserer Spezifikation nur +0,05 nm).

Der transmittierte Strahl (70 %) wird in eine polarisationserhaltende Einmoden-
Glasfaser eingekoppelt. Mit einem Kerndurchmesser von nur ~5 pm stellt sie einen
Tiefpassfilter dar und entspricht dem Anregungspinhole im konfokalen Aufbau. Sie
liefert eine ortlich fixierte, gauBiformige TEMy, Mode. Auf ihre Funktionsweise wird
im folgenden Unterabschnitt 4.2.1 eingegangen. Nach der rdumlichen folgt die Am-
plitudenstabilisierung (Cambridge Research Instrumentation: Laser Intensity Stabi-
lizer LS100). Intensitétsschwankungen bis zu 300 kHz kénnen durch die Kombination
eines elektrooptischen Modulators, der beim Anliegen eines elektrischen Feldes den
Polarisationszustand des Lichts &ndert und einen anschliefenden Polarisator auf 0,1
% der Intensitdt minimiert werden [133]. Dies ist notwendig, da beim Durchstim-
men des Lasers dessen Intensitét variiert und der Strahl riumlich wandert und damit
nicht immer optimal in die Faser gekoppelt wird. Mit einem Keilabschwécher (New-
port, max. OD3) lasst sich die gewiinschte Leistung bis in den nW-Bereich stufenlos
und ohne Strahlversatz einstellen.

Neben der Leistung ist die Polarisation ein wichtiger Parameter des Anregungslichts.
Mit einem A/2-Plattchen kann das linear polarisierte Laserlicht um einen beliebigen
Winkel gedreht werden, wobei die Polarisationsdrehung immer um den doppelten
mechanischen Winkel auftritt. Statt eines A/2-Pldttchen wird im Experiment ein
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vorhandener, doppelter Fresnel Rhombus verwendet, bei dem die Phasenverschie-
bung fiir die zwei Polarisationskomponenten durch innere Totalreflexion unter einem
bestimmten Winkel entsteht [95]. Um zirkular polarisiertes Licht zu erzeugen, das
keines der Dipolmomente in der Anregungsebene bevorzugt, kann ein A/4-Plattchen
eingebaut werden. Zur kontinuierlichen Drehung der Polarisationsrichtung von line-
ar polarisiertem Licht ohne mechanische Bewegung und damit ohne Strahlversatz
wurden ein elektrooptischer Modulator und ein A /4-Pléttchen kombiniert. Diese Ein-
heit wurde mit G. Jung entwickelt und getestet und soll im Abschnitt 4.2.2 erldutert
werden.

Bei den mikroskopischen Anwendungen spielt der Strahldurchmesser, also die Aus-
leuchtung der Objektivoffinung, eine Rolle fiir die effektive numerische Apertur.
Durch Teleskope, in unserem Fall zwei, moglichst korrigierte Linsen (z.B. Doubletts),
die im Abstand der Summe ihrer Brennweiten aufgebaut sind (Vorzeichen bei kon-
kaven Linsen beachten), ldsst sich (nahezu) jede Strahlaufweitung erreichen. Am
platzsparendsten ist die Verwendung einer konkaven und einer konvexen Linse. Der
Faktor der Vergroflerung des Durchmessers entspricht genau dem Verhaltnis der
Brennweiten.

4.2.1 Glasfaser

Glasfasern haben nicht nur im Labor, sondern auch in der Industrie im Bereich
der Dateniibertragung und Telekommunikation eine grofie Bedeutung. Die Wellen-
leitung funktioniert nach dem Prinzip der inneren Totalreflexion. Das Licht wird in
einem Kern mit héherem Brechungsindex n; gegeniiber dem des Mantels n,,, geleitet
(Abb. 4.6). Dieser Brechungsindexunterschied wird erreicht, indem SiOs mit GeO,
dotiert wird. Die Faser ist von einer Schutzhiille umgeben, die mechanisch oder durch
Anlésen in einer Methylenchlorid-Aceton(1:1)-Mischung entfernt werden kann, um
eine saubere Eintritts- oder Austrittsfliche schneiden bzw. brechen zu kénnen. Im
Fall der verwendeten Glasfasern (Atos York HB450 (blau) bzw. HB650 (rot), single
mode, polarisationserhaltend) ist der Brechungsindex des Kerns nicht konstant, son-
dern hat ein Gradientenprofil (Abb. 4.6 b). Der Brechungsindexunterschied betrégt
nur ca. 0,01 bei einem mittleren Brechungsindex von 1,45. Die Polarisationserhal-
tung wird erreicht, indem der Kern mechanisch verspannt wird (graue Sektionen
in Abb. 4.6 a), dadurch doppelbrechend wird, und sich durch die unterschiedlichen
Ausbreitungsgeschwindigkeiten die zwei senkrecht zueinander stehenden Polarisa-
tionsrichtungen unverédndert fortpflanzen. Der Kern ist nicht exakt rund, sondern
leicht elliptisch, ebenso wie der ausgekoppelte Lichtspot. Um die Polarisationserhal-
tung nutzen zu kénnen, muss das Laserlicht in der richtigen Polarisationsrichtung
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eingekoppelt werden (entweder parallel oder senkrecht zur Verspannungsrichtung,
die natiirlich mit dem Auge nicht sichtbar ist). Dies ist auf ca. 1-2° genau nétig,
um einen Kontrast von {iber 100:1 zu erreichen, und gelingt mit einer rotierbaren
(neben x-, y- und z-verschiebbaren) Faserhalterung.

(a) (b) Ax [um]
Mantel

I n ng

Abbildung 4.6: (a) Schnitt durch eine Glasfaser mit Kern (core), Mantel (cladding) und
Hiille (coating). Die grauen Bereiche erzeugen die mechanische Verspannung, die zur Polari-
sationserhaltung fithrt (nicht mafistéblich). (b) Lichtausbreitung bei einem Gradientenprofil.
(c) Lichtreflexion bei einem Stufenprofil.

Um die Unterscheidung zwischen multimode und single mode Fasern zu verste-
hen, soll die Ausbreitung des Lichts in einer Faser mit Stufenprofil betrachtet wer-
den [137]. Anhand von Abb. 4.6 ¢ sieht man, dass es fiir unterschiedliche Winkel
a zwischen der Lichtausbreitungsrichtung (die Wellenfronten sind als kurze Stri-
che eingezeichnet) und der Faserrichtung zu Interferenzerscheinungen innerhalb des
Kerns kommt. Die Interferenz ist konstruktiv, wenn der Wegunterschied zwischen
einem direkten und einem zweifach reflektierten, parallelen Teilstrahl ein vielfa-
ches der Wellenldnge ist. Mit den Bezeichnungen der Abbildung ldsst sich das als
s—t=m\ (m =1,2,...) formulieren. Unter Verwendung der geometrischen Bezie-
hungen s = d/sin o und ¢t = s cos(2«) sind die Winkel «,,, konstruktiver Interferenz
festgelegt durch:

(4.7)

Eine Faser leitet nun alle Moden m, deren «,, kleiner als der Totalreflexionswinkel
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aj ist (sin(90° — o) = n,,/ng; die Definition der Winkel « ist hier als Winkel zur

brechenden Fliache und nicht zum Lot gewé&hlt):

: . n An
sina,, <sina, = /1 — - &~/ — (4.8)
N n

Erfiillen mehrere Moden diese Bedingung, so handelt es sich um eine multimode Fa-
ser, gilt sie nur fiir ein m, so spricht man von einer single mode Faser. Zur Erreichung
der single mode Eigenschaft fiir eine bestimmte Wellenléinge A\ kann neben den Bre-
chungsindizes vor allem der Kerndurchmesser d variiert werden. Ist er klein genug,
so ist fiir m = 1 die Bedingung noch erfiillt, fiir m = 2 aber schon nicht mehr. Ty-
pische Kerndurchmesser von single mode Fasern sind 5 pum. Die Grenzwellenlénge
einer Faser wird als cut-off Wellenldnge bezeichnet. Verwendet man Licht kiirze-
rer Wellenldngen, treten mehrere Moden auf, verwendet man langere Wellenléngen,
lasst sich weniger Licht durch die Faser leiten. Die optimale Wellenldnge ist knapp
iiber der cut-off Wellenlinge \.,. Zur Ubertragung des Laserlichts zum eigentlichen
Experiment wird eine Faser mit \., ~ 430 nm verwendet, da sie im ganzen sichtba-
ren Spektralbereich nur eine Mode transmittiert und auch im roten Spektralbereich
nach der Transmission noch geniigend Leistung fiir das Experiment zur Verfiigung
steht. Die Verluste treten bei den im Labor auftretenden Léngen von nur wenigen
Metern im Wesentlichen bei der Ein- und Auskopplung auf. Man erreicht Transmis-
sionen von 2 % (rotes Licht durch blaue Faser) bis 30 % (bei sauberem Strahlprofil
und geeigneter Faser).

Durch den Grenzwinkel der Totalreflexion ist auch die numerische Apertur N A der
Faser gegeben, die zur Einkopplung beachtet werden muss. Es reicht nicht, den La-
serstrahl irgendwie auf den Kerndurchmesser zu fokussieren, es diirfen vielmehr keine
Winkel grofer als der Totalreflexionswinkel auftreten. Solche Strahlen wiirden zwar
im Mantel noch etwas geleitet, wiirden aber nicht an der gewiinschten Stelle aus
der Faser austreten. Die NA der verwendeten Fasern sind 0,13 (HB450) bzw. 0,16
(HB650). Eine Spotgrofie kleiner als 5 pm ist mit diesen N A immer noch moglich.
Zur Einkopplung wurde im Labor ein Mikroskopobjektiv mit VergroBerung 10x und
N A=0,25 verwendet, das jedoch nicht vollstindig ausgeleuchtet wurde, um die rich-
tige NA zu erreichen. Zum Auskoppeln wurde ein Objektiv mit VergroBerung 40 x
und N A=0,65 verwendet, um einen diinnen Strahl zu erzeugen, der an der Apertur
des Intensitétsstabilisators (2 mm) nicht abgeschnitten wird. Stoérende Effekte der
Glasfaser wie Ramanstreuung oder Anregung von Farbzentren konnten nicht nach-
gewiesen werden. Bei Laserbetrieb im blauen Spektralbereich trat allerdings starkes
Untergrundsignal um 530 (+ 20) nm bei den Energietransferuntersuchungen unter
Verwendung des Faseraufbaus (und nur in diesem Fall) auf.
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4.2.2 Polarisationsdrehung

Die Polarisation des Anregungslichts ist wegen der Dipoleigenschaften einzelner Mo-
lekiile eine geeignete Quelle, um deren Orientierung zu bestimmen und gegebenen-
falls auch Orientierungswechsel nachzuweisen. Ist die Polarisationsrichtung parallel
zum Ubergangsdipolmoment, so wird das Molekiil maximal angeregt, ist sie senk-
recht dazu, so wird das Molekiil nicht angeregt.

Die Technik zur Drehung der Polarisationsrichtung des Lichts mit einem \/2-Plétt-
chen oder einem doppelten Fresnel-Rhombus wurde zu Beginn des Abschnitts 4.2
schon kurz erwéhnt und wird hier zur Erklarung der Vorrichtung zur kontinuierli-
chen Drehung von linear polarisiertem Licht noch detaillierter erlautert. Die Drehung
kommt dadurch zustande, dass zwei, zueinander senkrechte Polarisationskomponen-
ten des Strahls durch Doppelbrechung oder Totalreflexion unter geeignetem Winkel
eine Phasenverschiebung von A/2 bzw. 7 erfahren. Die Komponenten liegen parallel
bzw. senkrecht zur Vorzugsrichtung des optischen Elements. Die neue Polarisations-
richtung liegt spiegelbildlich zu einer dieser Richtungen. Bei Drehung des optischen
Elements dreht sich die Polarisation um den doppelten Winkel.

Das mechanische Drehen kann jedoch zu einem Strahlversatz fithren und ist nur
mit einer begrenzten Geschwindigkeit moglich. Aus diesem Grund wurde eine An-
ordnung entwickelt, die die Polarisationsrichtung durch eine rampenférmige Span-
nung kontinuierlich dreht. Sie besteht aus einem elektrooptischen Modulator (EOM,
Gsénger LM 0202) und einem \/4-Pléttchen (oder Fresnel-Rhombus) und ist in
Abb. 4.7 dargestellt. Der EOM funktioniert nach dem transversalen elektroopti-
schen Effekt. Ein senkrecht zur Lichtausbreitungsrichtung angelegtes elektrisches
Feld fithrt zur Anderung der Doppelbrechung in einem Ammonium-Dihydrogen-
Phosphat (ADP) Kristall. Der EOM wird mit einer Feldrichtung im 45° Winkel
zur Lichtpolarisation eingebaut und kann beliebige Phasenverschiebungen zwischen
den Komponenten parallel und senkrecht zum elektrischen Feld erzeugen, indem die
angelegte Spannung verdndert wird. Fiir eine gewisse Offset-Spannung Uy, die die
natiirliche Doppelbrechung ausgleicht, tritt linear polarisiertes Licht unverdndert
aus dem EOM aus. Erhéht man die Spannung, so tritt Phasenverschiebung auf
und das austretende Licht ist elliptisch polarisiert (sieche Abb. 4.7). Erhoht man die
Spannung weiter bis zur \/4-Spannung, so erhdlt man zirkular polarisiertes Licht.
Bei weiterer Zunahme der Spannung ist das den EOM verlassende Licht elliptisch
polarisiert, bis es bei der \/2-Spannung (zuziiglich Uy) wieder linear polarisiert ist,

jedoch um den Winkel von 90° verdreht. Fiir die Phasenverschiebung des EOM Ay,
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U?»/Z

Abbildung 4.7: Anordnung des elektrooptischen Modulators und des A/4-Plittchens zur
Drehung von linear polarisiertem Licht. Naheres siehe Text.

gilt folgende Proportionalitétsbeziehung [136]:

Ap, (){ (4.9)

Eine lineare Verdnderung der Spannung fithrt damit zu einer linearen Phasenver-
schiebung. Bei 488 nm und U =160 V (\/2-Spannung) ist die Phasenverschiebung
genau 7.

Baut man hinter den EOM ein \/4-Plédttchen ein, dessen Achse parallel zur ur-
spriinglichen Polarisationsrichtung des Lichts ist, so erhélt man bei jeder angelegten
Spannung wieder linear polarisiertes Licht. In jenen Féllen, in denen das Licht nach
dem EOM linear polarisiert ist, ist das trivial, weil die Polarisationsebenen mit
einer der beiden Vorzugsachsen des \/4-Plidttchen zusammenfallen und damit un-
verdndert bleiben. Im Fall der A/4-Spannung ist dies auch einfach nachzuvollziehen,
da das zirkular polarisierte Licht um A/4 phasenverschoben wird und damit zu li-
near polarisiertem Licht wird, dessen Polarisationsrichtung im 45 © Winkel zu den
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Vorzugsachsen \/4-Plittchen liegt. Fiir Spannungen zwischen diesen kann man es
sich analog iiberlegen oder mit dem Vektor- und Matrizenformalismus nach Jones
berechnen [95]. Danach geht man (analog zu Abb. 4.7) von in y-Richtung polarisier-

tem Licht aus. Auf den Vektor ( 2 ), der diesen Polarisationszustand beschreibt,

sin45° — cos45°
cos45°  sin45°

dinatensystems um 45 ° angewendet werden (sin 45° = cos45° = /2/2), bevor die
Wirkung der Phasenverschiebung des EOM um Ay, (Ap, : 0 — 27 fiir U : 0 — U))

‘ ‘ ei Ay /2 0
in Form der Matrix 0 =i Apu/2

muss zundchst die Matrix ( ) zur effektiven Drehung des Koor-

) in die Rechnung eingeht. Anschlieend

sin45°  cos45° im
—cos45°  sin45°
mathematischen Sinne zuriickgedreht und der Effekt des A\/4-Pléttchens durch die

wird das Koordinatensystem durch Multiplikation mit <

im/2(__ ;
Matrix ( ¢ O( ) ] ) einbezogen. Als Ergebnis erhélt man den gewiinschten
Vektor sin(Apo/2) , der um den Winkel Ay, /2 gedrehtes, linear polarisiertes
cos(Ap,/2)

Licht darstellt. Einzelne Polarisationszustédnde sind in Abb. 4.7 dargestellt und ver-
anschaulichen, dass die Anordnung tatséchlich das Geforderte leistet.

T T L) T

400 li 'a

z
% 300 1 ;
= 200
&
g
= 100
N
0 1 1 1 J.
0 25 50 40 45 50 55
Zeit [s]

Abbildung 4.8: Zeitspur eines Terrylendiimid-Molekiils in Polyvinylbutyral unter Drehung
der Anregungspolarisation mit 1 Hz (Drehung um 180 °/s, Aeze = 633nm, Uy =180 V,
Uy/2 =210 V). Die Fitfunktion lautet y = yo + A cos?(frt — ¢g) (freundlicherweise von G.
Jung zur Verfiigung gestellt).

Der Effekt der kontinuierlichen Polarisationsdrehung des Anregungslichts wurde an
einzelnen Molekiilen zusammen mit G. Jung getestet. Am EOM wurde eine ram-
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penformige Spannung zwischen Uj und Uj + U, (<500V) der Frequenz f = 1 Hz
mit Hilfe eines Frequenzgenerators (Wavetek, Mod. 22, 11 MHz, Stab. Sweep Ge-
nerator) und eines Verstarkers (Piezomechanik Pickelmann, SQV1/500, x 100, 0 -
500 V, fiir kapazitive Lasten) angelegt. Das Signal des rdaumlich starren Molekiils
zeigt das erwartete cos® ¢ Verhalten, bis der Farbstoff ausbleicht (Abb. 4.8). Durch
die Kenntnis des Polarisationszustandes des Lichts kann auf die Orientierung des
Molekiils in der Probe geschlossen werden.

4.3 Der Linsen- und Faseraufbau

Die Experimente der ersten Phase dieser Doktorarbeit wurden an spektral isolier-
ten Einzelmolekiilen bei tiefen Temperaturen durchgefiihrt. Um die benétigten tiefen
Temperaturen zu erreichen, wurden die Proben in einem Bad-Durchfluss-Kryostaten
(Janis Research Cryostat SVT-200-4) mit fliissigem Helium gekiihlt. Im Badbetrieb
ist die Probe in direktem Kontakt mit fliissigem Helium. Dazu werden 13 % des He-
liumtankinhalts iiber ein Nadelventil in den Probenraum gelassen, nachdem fliissiges
He in der Mitte der Fenster sichtbar war. Durch Abpumpen des He-Gases iiber der
Fliissigkeit (Druck < 1 mbar) lassen sich Temperaturen zwischen 4,2 und 1,4 K
erreichen. Im Durchflussbetrieb bleibt das Nadelventil standig leicht geoffnet. Mit
einer Heizung und einem Temperaturregelkreis (Lake Shore DRC 91 CA) lassen
sich beliebige Temperaturen zwischen 2 und 300 K einstellen. Ein Temperatursen-
sor (Silizium Diode, Lake Shore DT-470-CU-13) ist in Probennéhe angebracht, da
bei Temperaturverdnderungen sich erst nach mehreren Minuten ein Gleichgewichts-
zustand einstellt und starke Temperaturgradienten auftreten konnen. Zum Einfiillen
des fliissigen Heliums aus der Kanne in den Tank des Kryostaten ist ein Uberdruck
von ca. 50 mbar in der Kanne zu erzeugen, damit das fliissige Helium (Dichte 0,13
kg /1 bei 4 K) im Heber steigen kann.

Zur Probenhalterung stehen zwei Aufbauten [128, 129] zur Verfiigung: der Linsen-
[17] und der Faseraufbau [13]. Beide sind in Abb. 4.9 mit Anregungs- und Detektions-
elementen dargestellt. Es wird jeweils ein Probenvolumen von (5 pum)?x Probendicke
beleuchtet.

Beim Faseraufbau wird der Laserstrahl auflerhalb des Kryostaten in eine polarisa-
tionserhaltende single mode Glasfaser eingekoppelt, die ins Innere des Kryostaten
fithrt. Am Ende der Faser befindet sich die Probe, die in Form eines diinnen Poly-
merfilmes mit einem nicht-fluoreszierenden Klebstoff (Uhu Sekundenkleber Gel) ans
Ende der Faser geklebt wird oder nach Eintauchen in eine Losung in Form einer
diinnen Schicht am Faserende haftet. Der Aufbau ist technisch einfach und bedie-
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Abbildung 4.9: Faser- und Linsenaufbau zur Einzelmolekiildetektion bei tiefen Temperatu-
ren (Abkiirzungen: WM Wavemeter, SA Spektrenanalysator, Stab Leistungsstabilisator, A
Abschwiécher, PM Photomultiplier).

nungsfreundlich, aber sowohl die beleuchtete Probenstelle als auch die Anregungs-
polarisation sind durch den Faserkern festgelegt und kénnen nicht variiert werden.
Er eignet sich fiir amorphe und polykristalline Proben, in denen Farbstoffmolekiile
verschiedenster raumlicher Orientierungen auftreten, auch solche, deren Ubergangs-
dipolmomente giinstig zur festen Polarisationsrichtung des Laserfeldes liegen. Eine
Verschiebeeinheit erlaubt die Positionierung der Probe im Brennpunkt eines Para-
bolspiegels (siehe Abb. 4.9), der das Fluoreszenzlicht iiber fast den halben Raumwin-
kelbereich von 2 7 aufsammelt. Der Parabolspiegel besitzt eine zentrale Bohrung, um
das Anregungslicht rdumlich zu trennen. Der parallele Strahl des Fluoreszenzlichts
wird um 90° abgelenkt und durch ein Kryostatenfenster nach auflen geleitet.

Der Linsenaufbau ist flexibler beziiglich Variation der untersuchten Probenstelle
und Verénderung der Polarisationsrichtung, dafiir aber auch schwerer zu justieren.
Hierbei wird das Anregungslicht direkt durch ein Kryostatenfenster auf die Probe
gestrahlt. Die Probe ist auf einem oder zwischen zwei LiF-Plattchen bzw. Objekt-
triagern befestigt. Die Fokussierung gelingt mit einer Linse (f=10 mm), deren Ob-
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jektweite mechanisch (grob) und elektromagnetisch (fein) eingestellt werden kann.
Die beleuchtete Probestelle kann auf zwei Arten verdndert werden: durch einen
pm-Tisch mechanisch in der Héhe und seitlich, indem der Laserstrahl durch ei-
ne Translationseinheit ([128], nicht in Abb. 4.9 eingezeichnet) verfahren wird. Das
Anregungslicht wird geblockt, und das Fluoreszenzlicht mit einem Parabolspiegel
aufgesammelt.

Zur Aufnahme eines Fluoreszenzanregungsspektrums wird der Laser in der Frequenz
verstimmt, das Anregungsstreulicht mit einem Langpassfilter geringer Eigenfluores-
zenz spektral abgetrennt und das Fluoreszenzlicht auf die Kathode eines Peltier-
gekiihlten Photomultipliers (PM, Burle C31034-02A, Dunkelzéhlrate < 20 C/s, max.
Zahlrate 100.000 C/s, Kathodenspannung ~ —1700 V) abgebildet. Wegen der ein-
geschrinkten optischen Qualitidt des Parabolspiegels ist ein derartiger Detektor mit
grofler empfindlicher Flache notwendig. Die Ausgangspulse des Multipliers werden
vorverstirkt (Stanford Research, SRS 412) und an ein Photonenzihlsystem (Coun-
ter, Stanford Research, SR400, Diskriminator Level -70 mV fiir PM) gegeben. Dieses
gibt ein Analogsignal an den Transientenrekorder (Analogic DT 6100) weiter, der die
Werte der einzelnen Messintervalle speichert, sobald er als Startsignal bei Beginn des
Laserscans einen Triggerpuls direkt von der Kontrollelektronik des Farbstoffasers
erhalten hat.

Nachdem in Fluoreszenzanregungsspektren einzelne Molekiile isoliert wurden, kann
das Fluoreszenzsignal auch korreliert werden oder dessen spektrale Verteilung de-
tektiert werden. Zur Aufnahme von Korrelationsfunktionen wird das Signal des PM
iiber einen Verstirker (Eigenbau der Elektronikwerkstatt) direkt an eine digitale
Korrelatorkarte gegeben (ALV 5000, Kathodenspannung am PM von -1400 V nétig).
Zur Aufnahme von Fluoreszenzspektren wird ein Teil des Fluoreszenzlichts an einem
Strahlteiler reflektiert und auf den Eintrittsspalt eines Spektrographen (Jobin Yvon
HR460) abgebildet. Das Fluoreszenzlicht wird am Gitter (Zwei Typen: 1800 Stri-
che/mm, simultan detektierbarer Spektralbereich ca. 12 nm, typ. Auflésung 4 cm™!;
150 Striche/mm, simultan detektierbarer Spektralbereich ca. 150 nm, typ. Auflésung
30 ecm™!) dispergiert und mit einer CCD (charge-coupled device) Kamera detektiert
(Princeton Instruments, Chip: Tektronix, fliissig Stickstoff gekiihlt, 512x512 Pixel,
back illuminated, 16 bit, PixelgroBe 24 pym, Quantenausbeute > 60 % zwischen 400
und 800 nm).
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4.4 Das konfokale Laserscanning-Mikroskop

4.4.1 TUberblick iiber die Apparatur

Die Ausdehnung der spektral hochauflésenden Einzelmolekiilexperimente auf neue
Farbstoff-Matrix-Systeme scheitert meist an zu breiten Absorptionslinien der Chro-
mophore. Es muss deshalb mit mikroskopischen Techniken rdumliche Auflésung in-
nerhalb des Kryostaten erreicht werden. Zum Erreichen einer hohen Einsammeleffizi-
enz muss das Objektiv bzw. eine geeignete Linse zudem sehr nahe an der Probe und
damit im Inneren des Kryostaten sitzen. Zur besseren Unterdriickung von Streu-
untergrund und zum Erreichen hoher rdumlicher Auflésung wurde das konfokale
Prinzip gewéhlt, das um einen Imaging-Modus erweitert werden kann [138]. Der
im konfokalen Betrieb notwendige Rasterscan kann durch Verfahren der Probe oder
des Laserstrahls erreicht werden. Das beschrinkte Platzangebot im Probenrohr mit
einem Durchmesser von 2” (&~ 5 cm) lisst jedoch kaum Spielraum fiir einen Scan-
tisch, zudem reduziert sich der zur Verschiebung genutzte piezoelektrische Effekt
bei den tiefen Temperaturen auf etwa 20 %, so dass Scanbereiche kaum iiber 10 pm
erreicht werden konnen. Deshalb wurde das Scannen des Laserstrahls realisiert, das
zwar hohere Anspriiche an die Optik stellt, wobei aber alle zugehorigen Kompo-
nenten auflerhalb des Kryostaten aufgebaut und jederzeit verandert werden kénnen.
Scanbereiche bis zu 100 pm stellen kein Problem dar.

In Abb. 4.10 wird ein Uberblick iiber die gesamte Apparatur des konfokalen
Laserscanning-Mikroskops gegeben. Ein Laserstrahl geeigneter Frequenz, Polarisa-
tion und Intensitdt wird an einem dichroitischen Strahlteiler reflektiert. Mit Hilfe
zweier beweglicher Spiegel kann der Laserstrahl verkippt werden. Die Spiegel lie-
gen sehr nahe zusammen, so dass man naherungsweise einen Drehpunkt fiir beide
Ablenkrichtungen annehmen kann. Mit einem telezentrischen System wird der Dreh-
punkt in das Objektiv abgebildet. Die Probe befindet sich in der Fokusebene des
Objektivs. Das Fluoreszenzlicht wird mit demselben Objektiv aufgesammelt und
passiert bis zum dichroitischen Strahlteiler denselben Weg wie das Anregungslicht.
Nachdem es ebenfalls durch die Scanspiegel reflektiert wurde, ist es wieder ortlich
fixiert und unabhéngig von der vorhandenen Spiegelstellung. Wegen der lingeren
Wellenléinge des Fluoreszenzlichts transmittiert es den dichroitischen Strahlteiler
und wird danach mit Langpass-, Bandpass- oder Notchfiltern spektral gefiltert. An-
schliefend wird es auf das Detektionspinhole fokussiert, damit rdumlich gefiltert,
und mit einer Avalanche Photodiode (APD) detektiert.
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Abbildung 4.10: Schematische Darstellung des konfokalen Laserscanning-Mikroskops

(Abkiirzungen: WM Wavemeter, SA Spektrenanalysator, Stab Leistungsstabilisator, A Ab-

schwicher, APD Avalanche Photodiode).
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4.4.2 Laserscanning und telezentrisches System

Zum Erreichen raumlicher Auflésung wird der Laserstrahl durch zwei Galvanome-
terspiegel hochprazise verkippt. Alternativ werden in der Literatur akustooptische
Deflektoren verwendet oder ein einzelner Spiegel, der mit Hilfe zweier Schrittmo-
toren und kardanischer Halterung direkt in zwei orthogonale Raumrichtungen ver-
kippt werden kann. Mit der letzten Methode hat man nur einen Drehpunkt fiir
beide Achsen, man ist jedoch in der Scangeschwindigkeit beschrinkt. Zudem sind
die Schrittmotoren, im Gegensatz zu Galvanometerscannern, die auch in kommer-
ziellen Geriten verwendet werden (z.B. von Zeiss oder im Coherent Farbstofflaser),
nicht auf kontinuierlichen Scanbetrieb optimiert.

Die verwendeten Galvanometerspiegel (General Scanning M2, bezogen mit Regel-
elektronik iiber Fa. Arges) haben bei maximalen Auslenkwinkeln von £ 15° (£ 30°
optisch) eine Wiederholgenauigkeit von 12 purad, eine Nicht-Linearitét von unter 0,05
% und eine Einstellwartezeit von ca. 1 ms bei kleinen Winkeldnderungen. Silberbe-
schichtete Spiegel der Apertur 20 mm sind dazu jeweils auf einer Achse befestigt,
die in einer steifen Lagerung mit hochwertigen Kugellagern lduft und durch die elek-
tromagnetischen Krifte einer Spule bewegt wird. Kapazitive Sensoren kontrollieren
die aktuelle Position und regeln sie in einem geschlossenen Regelkreis nach. Die
gewiinschte Position kann durch Anlegen einer Analogspannung gesteuert werden.

Das Problem der zwei getrennten Drehpunkte wurde verringert, indem die beiden
Spiegel so nah wie moglich aneinander positioniert wurden. Exakte Losungen hatten
zusitzliche optische Elemente erfordert, die unerwiinscht sind. Der gewiinschte Dreh-
punkt zum Abrastern des Probenbereichs muss aber im Objektiv liegen. Dazu muss
der gedachte mittlere Drehpunkt des Scanners in das Objektiv abgebildet werden.
Gleichzeitig soll aber auch der parallele Strahlengang erhalten bleiben. Um diese
beiden Anforderungen zu erfiillen, benttigt man zwei abbildende Elemente, die ein
telezentrisches System bilden.

beweglicher L, L, o
Spiegel o Objektiv

?%xﬂ‘_‘_‘_‘:_-;;_ _________________________________________ ﬁ """"""" i 2. Probe

A" T [| T ﬂ]ﬂ> I

f) f) f, f, fObj

Abbildung 4.11: Aufbau und Absténde im telezentrischen System.
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Wie der Name schon sagt, besteht es aus einem Teleskop, also zwei Linsen im Ab-
stand ihrer Brennweiten. Damit ist die Forderung nach der Erhaltung des parallelen
Strahls erfiillt. Das Teleskop ist dariiber hinaus so angeordnet, dass die gewiinsch-
te Abbildung des Drehpunkts in das Objektiv realisiert ist. In paraxialer Naherung
(sina = a) kann die Abbildung mit dem GauBschen Matrizenformalismus berechnet
werden. Der Winkel o und der Abstand x eines Teilstrahls bilden dabei einen Vektor.
Die Komponenten a und x des Vektors am Ausgangspunkt werden mit 1 indiziert,
die am Endpunkt mit 2. Die Verdnderung der beiden Parameter bei Translation und

Brechung an einer Linse wird durch Matrizenmultiplikation ( a2 ) =M ( “ )
To T

1
die entsprechende fiir die Brechung an einer (diinnen) Linse mit Brennweite f ist

10
berechnet. Die Matrix fiir eine Translation um die Strecke s ist My = ( ),
s

1 1
Mp = ( 0 1f ) Zur Berechnung der gesamten Abbildung miissen die Matrizen

in der richtigen Reihenfolge von links multipliziert werden. Damit der resultierende
Winkel ap, unabhéngig von x; ist, also der Winkel fiir Randstrahlen nicht anders ist
als fiir zentrale Strahlen, muss der Abstand der Linsen zwingend die Summe ihrer
Brennweiten sein. Damit x5 unabhéngig von a4 ist, also der Spot im Objektiv fiir
verschiedene Winkel seine Grofie nicht dndert, ist die Anordnung des Teleskops rela-
tiv zu Scanner und Objektiv festgelegt. Mit den Scanspiegeln bzw. dem Objektiv im
Abstand der Brennweite der nachststehenden Linse des Teleskops (wie in Abb. 4.11)
ist diese zweite Bedingung hinreichend und sinnvoll erfiillt, diese Anordnung ist aber
nicht zwingend notwendig. Mit dem Matrizenformalismus erhélt man schliellich bei
Einbeziehung der richtigen Absténde:

oy = —20(1 (4.10)
To = —él'l
fi

Die Brennweiten der telezentrischen Linsen wurden zu f;= 120 mm und fo= 200
mm gewdhlt. Dies hat im Wesentlichen geometrische Griinde, die u. a. durch den
langen Weg von der zweiten Linse in den Kryostaten bis zum Objektiv verursacht
sind. Wegen Gln. 4.10 wird dadurch der effektive optische Winkel der Scanspiegel a;

um den Faktor % verkleinert, womit sich die effektive Spiegelpositioniergenauigkeit
erhoht. Gleichzeitig wird der Strahl um den reziproken Faktor % aufgeweitet. Als

Linsentypen wurden achromatische Doubletts verwendet, die durch die Kombinati-
on zweier Linsen aus hoch- und niederbrechendem (Flint- und Kron-) Glas sowohl
chromatisch als auch sphérisch korrigiert sind. Die versetzten Drehpunkte der beiden
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Scanspiegel konnen damit jedoch nicht ausgeglichen werden. Die Bildpunkte liegen
um den Faktor (%)2 verstiarkt sogar noch weiter auseinander. Fiir die Position des
Objektivs wird die Mitte der fiir x- bzw. y-Ablenkung optimalen Orte gewéhlt. Beim
Scannen des Strahls fithrt das jedoch zu einer seitlichen Bewegung des Strahls im
Objektiv. Das Ausmafl dieser Bewegung ist beim gréffitmoglichen Scanbereich ca. 1
mm. Aufgrund des Stahldurchmessers von ca. 6 mm ist das nur eine geringfiigige

Storung, die nur im Randbereich des Scans bemerkbar ist.

Der effektive Scanbereich Az héngt vom maximalen Winkel o, und der Brennweite
des Objektivs fop; ab

Az = Aa foy (4.11)

(Ac = 2 a9 na) und sollte in der GréBe von 100 pm oder dariiber liegen. Mit fo,;
= 2,9 mm lésst sich der fiir Ax = 100pum nétige maximale optische Winkelbereich
2 1 mag, der durch Verkippung der Spiegel iiberstrichen wird, berechnen zu 3,3° (57
mrad). Daraus lassen sich der notige Linsendurchmesser sowie alle fiir den restlichen
Strahlengang nétigen Aperturen bestimmen.

Die kleinste Schrittweite im Rasterscan sollte deutlich kleiner sein als die Auflésung
des Objektivs. Fordert man konkret 20 Schritte fiir die zu erwartende Auflésung von
ca. 0,5 pm (also Schrittweiten von 25 nm auf der Probe), so muss «; fiir jeden Schritt
um 8:10~* Grad (14 prad) verdndert werden. Dies liegt in der Gréflenordnung der
Wiederholgenauigkeit der Galvanometerspiegel.

4.4.3 Objektiv und Probenhalterung

Das fiir die optische Qualitédt wichtigste Element ist das Objektiv, dessen richtige
Wahl eines der Hauptprobleme beim Aufbau eines Tieftemperaturmikroskops dar-
stellt. Da Immersionsfliissigkeiten bei den tiefen Temperaturen einfrieren, kommt nur
ein Trockenobjektiv in Frage. Es sollte eine moglichst hohe VA haben, achromatisch
auf unendliche Tubuslénge korrigiert sein und keine geklebten oder verkitteten Lin-
sen beinhalten. Ein derartiges Objektiv (60 x, NA 0,85, f=2,9 mm, Arbeitsabstand
0,45 mm) wurde von Melles Griot angeboten und bezogen, wobei sich herausstellte,
dass auch bei diesem Objektiv Linsenpaare verklebt waren und die Klebstoffschich-
ten nach dem Abkiihlen Risse zeigen. Als Kompromisslosungen miissen asphérische
Linsen, Solid Immersion Lenses und Reflexionsobjektive in Betracht gezogen werden.

Zur Halterung des Objektivs und der Probe wurde ein Stab zum Einbau in den Kryo-
staten entworfen, der die Positionsénderung der Probe in z-Richtung im sub-pm Be-
reich erlaubt. Dazu wurde die Probenhalterung auf einem Edelstahl-Verschiebetisch
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Abbildung 4.12: Schematischer und tatséchlicher Aufbau des Probenstabs.

(Newport) befestigt, der mit einer Differentialmikrometerschraube verstellt wer-
den kann. Die Grobverstellung (500 pm/Umdr.) kann tiber eine Stange von auflen
verdndert werden, ebenso wie die Feinverstellung, die durch eine Zahnradkombinati-
on (25 zu 85 Zahne) noch untersetzt und in der Drehrichtung umgekehrt ist (effektiv
14,7 pm/Umdr.). Die Verstellung wird vorerst von Hand durchgefiihrt, kann aber
bei Bedarf durch einen Schrittmotor ersetzt werden. Der Verschiebetisch und die
Mikrometerschraube wurden vor dem Einbau vollstdndig zerlegt, mit Aceton ent-
fettet und mit Tieftemperaturschmiermittel (Molybdéandisulfid) gleitfahig gemacht.
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Tabelle 4.2: Tabelle wirmespezifischer Parameter fiir verschiedene Materialien [139].

Langenausdehnungs- | Warmeleit- Spez. Warme-
koeffizient (0-100°C) | fahigkeit (20°C) | kapazitat (20°C)
[107°/K ] [W/(mK) | [ kJ/(kg-K) ]

Aluminium 24 220 0,90

Messing 18 111 0,39

Stahl (V2A) | 16 15 0,50

Glas (Flint) | 7,9 0,78 0.48

Glas (Kron) | 9,5 1,07 0,67

Glas (Quarz) | 0,45 1,36 0,73

Beim Zusammenbau ist besonders darauf zu achten, dass die seitliche Beweglichkeit
des Schlittens minimal ist. Es ldsst sich jedoch nicht ausschliefen, dass die Probe
bei Verstellung der z-Position auch in x/y-Richtung versetzt wird. Obwohl die la-
terale Verschiebung bei einer schrittweisen Verdnderung der z-Position um 5 pm
kleiner als 0,2 pum ist, ist es kaum moglich, einen z-Scan eines einzelnen Molekiils
durch Drehen an der Feinverstellung aufzunehmen. Die laterale Drift des Scanners
ist in dhnlicher Gréflenordnung beobachtet worden. Innerhalb der Aufnahme von 5
Bildern oder einer Zeit von ca. 1 h ist die Drift des Laserspots in der Probenebene
kleiner als 0,2 pym. Stérungen durch Verkippung des gesamten Probenstabes treten
nicht auf, weil er durch einen Federring iiber der Probe festgeklemmt ist. In Abb.
4.12 ist der Aufbau zur Probenhalterung dargestellt.

Die Materialien wurden aufgrund ihrer Wéarmeeigenschaften und Bearbeitbarkeit
ausgewahlt. Fiir alle Stdbe, die vom Inneren des Kryostaten nach auflen fiihren,
wurde V2A-Stahl wegen der geringen Warmeleitfahigkeit verwendet. Alle massiven
Teile zur Objektiv- und Probenbefestigung wurden in Messing mit geringer spezifi-
scher Warmekapazitit angefertigt. In temperaturabhédngigen Experimenten fiihrt die
Langenausdehnung der Stoffe zur Dejustierung. Die Gesamtausdehnung des Stabs
ist dabei ohne groie Bedeutung. Entscheidend ist aber der relative Abstand von der
Probe zum Objektiv. Durch eine Kombination von Aluminium und Messing wurde
versucht, diesen Effekt aufzuheben. In der Praxis ist dies nicht ganz gelungen, unter
Umsténden deshalb, weil die angenommenen Werte (sieche Tabelle 4.2) nicht fiir tiefe
Temperaturen gelten.

Das Auflosungsvermégen, das mit dem verwendeten Mikroskopobjektiv theoretisch
erreicht werden soll, ist Axp, = 0,4 ym und Azy, = 0,7 um (im roten Spektralbe-
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reich). Die praktisch erreichten Werte von ~ 0, 7um fiir Azp, und ~ 3pm fiir Az,
liegen klar {iber den theoretischen Grenzen. Sie kénnen mit zu geringer Ausleuchtung
des Objektivs, der Verwendung zu grofler Pinholes und vor allem Abbildungsfehlern
wie sphérischer Aberration und Astigmatismus erklart werden. Im Strahlengang
von Objektiv zur Probe spielen die verschiedenen auftretenden Brechungsindizes
eine Rolle, weil sie zur Defokussierung fithren. Die Probe befindet sich meist zwi-
schen zwei Objekttrigern, so dass beim Eintritt in den ersten Objekttriger eine
erste Brechung und beim Ubertritt in die Probe eine weitere Brechung auftritt.

| P
Y _ —]

(b)

Riickreflex-Zahlrate

0 5 10 15 20 25 5 10 15 20 25

Z [um] z [pm]

Abbildung 4.13: Abhéngigkeit der Riickreflex-Zahlrate bei Verschiebung der Probe in z-
Richtung. (a) Fokus im Bereich der ersten Grenzfliche des Objekttrigers. (b) Fokus im
Bereich der Probe, die eine Glyzerin-Wasser-Losung ist.

Daneben miissen aber noch weitere Abbildungsfehler durch das Objektiv auftre-
ten, denn das Riickreflex-Signal vom ersten Ubergang in den Objekttriger hat bei
koaxialem Strahlengang beziiglich z-Verdnderung eine asymmetrische Gestalt (siehe
Abb. 4.13 a). Auch die direkte Beobachtung der Riickreflexe nach dem dichroitischen
Strahlteiler ist abhéngig von der genauen Lage des Fokussierungspunkts: Liegt der
Fokus noch auflerhalb des Objekttrigers, so sieht man einen unscharfen Spot; ist
der Fokus schon im Glas, so zeigt sich ein Ringmuster mit hellem Mittelpunkt und
intensiven Ringen (im Gegensatz zum Airy-Muster). Der Grund liegt moglicherweise
darin, dass das Objektiv entgegen der Aussagen des Herstellers deckglaskorrigiert
ist. Die in Abb. 4.13 auftretenden Zacken entstehen beim ruckartigen Verdrehen der
z-Feinverstellung in winzigen Schritten.

Detektiert man die Zéhlrate des Riickreflexes, wihrend der Fokus vom einem Deck-
glas durch die Probe ins zweite Deckglas verfahren wird, so erhélt man einen sym-
metrischen Graphen mit zwei lorentzdhnlichen Peaks der Halbwertsbreite ~ 3 ym
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Tabelle 4.3: Tabelle der Brechungsindizes n fiir verschiedene Materialien [139].

Brechzahl n Brechzahl n
Flintglas F3 1,61 Glyzerin 1,46
Kronglas BK7 / Immersionsol 1,52 Polyethylen 1,51
Quarzglas 1,46 Wasser 1,33

(siche Abb. 4.13 b). Die Probe ist eine Glyzerin-Wasser-Mischung (60:40), so dass fiir
beide Uberginge eine Brechungsindexénderung auftritt. Aus dem Peakabstand kann
die Dicke der Probe zu 5 pum bestimmt werden (dabei wurde das Auftreten eines
kleinen Zwischenmaxima beobachtet, das aber bisher nicht erklért werden konnte).
Bei wiederholten Messungen, auch in die entgegengesetzte Richtung, konnten die

Strukturen reproduziert werden. Die Hysterese der Schraube zur z-Feinverstellung
betrug dabei 14+0,5 pm.

Das Ziel weiterer Experimente zur Charakterisierung und Optimierung der Appa-
ratur war nicht die Verbesserung der Auflésung, sondern das Erreichen maximaler
Detektionseffizienz. Mit besserer Auflosung stof3t man ohnehin bald an die Grenzen
der Genauigkeit von Scanner und z-Verstellung. Ist die Probe nicht auf der dem
Objektiv zugewandten Seite, so fiihrt die Brechung am Deckglas zwischen Probe
und Objektiv zu einem effektiv kleineren Einsammelwinkel. Der Strahlengang ist
in Abb. 4.14 qualitativ dargestellt. Fiir den Anregungsstrahlengang ist die Bre-

Objektiv [1 Probe zwischen
zwei Deckgldsern

optische

Abbildung 4.14: Strahlengang fiir Anregungs- und Fluoreszenzlicht bei Transmission durch
ein Deckglas.
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chung beim Eintritt in das Deckglas ohne groflere Bedeutung, wenn man von den
notwendigen Objektivkorrekturen absieht. Die numerische Apertur bleibt nach dem
Brechungsgesetz erhalten, so dass kein Einfluss auf die Auflésung zu erwarten ist.
Ist das Deckglas allerdings bei der Objektivkorrektur nicht beriicksichtigt, fithrt die
unterschiedliche Fokusverschiebung der Brechung fiir unterschiedliche Winkel zu Ab-
bildungsfehlern (sphérische Aberration), die die optische Qualitét des Mikroskops
stark beeintriachtigen konnen. Eine grofiere Bedeutung hat diese Brechung aber fiir
die Einsammeleffizienz. Auf dem Riickweg wird das Fluoreszenzlicht beim Ubergang
vom Glas in das optische diinnere Medium Luft noch weiter von der optischen Achse
weggebrochen. Damit wird nur noch Licht bis zu einem Maximalwinkel von ars =
34° eingesammelt, statt Licht bis zu einem Winkel von ooy = 58°, was einer VA
von 0,85 entsprechen wiirde. Ab einem Winkel von a; = 41° wiirde ohnehin Total-
reflexion des Fluoreszenzlichts auftreten. Der effektive Aufsammelanteil sinkt damit
von 28 % (mar = 58°) auf 12 % (nar = 34°) des gesamten Fluoreszenzlichts.

4.4.4 Detektion

Der Detektionsstrahlengang ist im Bereich des Objektivs, des telezentrischen Sy-
stems und bis zum dichroitischen Spiegel identisch mit dem Anregungsstrahlengang.
Die ortliche Verdnderung des Strahlengangs durch die Scannerspiegel wird auf dem
Riickweg kompensiert, so dass das Fluoreszenzlicht nach Reflexion an den Scan-
nerspiegeln ortlich stabil ist. Die Trennung vom Anregungslicht gelingt mit dem
dichroitischen Strahlteiler (Omega, XF41 mit Kante bei 595 nm, XF78 mit Kante
bei 475 nm). Dieser wird so ausgewéhlt, dass die Wellenldnge des Anregungslichts
kurzwelliger ist als die charakteristische Wellenldnge des Strahlteilers, ab der das
Licht verstarkt transmittiert wird. Die Reflexion von kurzwelligem Licht ist stark
polarisationsabhéingig und schwankt zwischen 85 und 99 %. Die Transmission von
langwelligem Licht liegt zwischen 90 und 97 %. Das Anregungslicht wird jedoch
am dichroitischen Strahlteiler nur unzureichend abgeschwécht und muss mit einem
Langpass- (Schott), Bandpass- (AHF Analysentechnik) oder Notchfilter (Kaiser)
starker unterdriickt werden. Notchfilter sperren nur eine diskrete Laserlinie und sind
deshalb beim Verstimmen des Farbstofflasers ungeeignet. Die Bandpassfilter haben
sich besonders im blauen Spektralbereich bewéhrt, weil sie auch lingerwelligen Un-
tergrund filtern. Sie haben auflerhalb ihres Transmissionsbereichs, der bis zu 60 nm
breit sein kann, optische Dichten von iiber 6.

Interessiert man sich zunéchst fiir die gesamte Signalintensitét, so wird das Fluores-
zenzlicht mit einer plankonvexen Tubuslinse auf das konfokale Detektionspinhole fo-
kussiert. Die Brennweite der Linse wurde aus Platzgriinden (abweichend von der sich
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aus den Objektivdaten ergebenden Brennweite von 175 mm) zu 120 mm gewihlt.
Um moglichst wenig Signal am Pinhole zu verlieren, wurde der Durchmesser mit 200
pm sehr grofl gewihlt, und nur im Fall von dicken oder stark streuenden Proben auf
100 pm reduziert. Das am Pinhole transmittierte Licht wurde mit einer bikonvexen
Linse (f= 75 mm) auf die aktive Flidche einer Avalanche Photodiode (APD, EG&G
SPCM-AQ 141) abgebildet. Einzelne Photonen reichen dabei aus, um an einem
Halbleiteriibergang eine Ladungslawine auszulosen, die von einer externen Elektro-
nik detektiert werden kann. Die Pulse haben eine Spannung von 2 V (50 §2) und eine
Léange von 9 ns. Die Totzeit zwischen den Pulsen ist 30 ns. Die Detektionseffizienz
ist zwischen 460 und 940 nm iiber 30 % und hat ihr Maximum von 70 % bei 700
nm. Die APD hat eine Dunkelzihlrate unter 100 Counts/s und eine Zerstorschwelle
tiber eine Million Counts/s. Durch ihre aktive Fldche mit einem Durchmesser von
180 pum kann sie direkt in der Pinholeebene eingesetzt werden, wobei die Justie-
rung dann schwerer durchzufiihren ist. Pinhole und Linse sind lateral und axial fein
verstellbar (300 gm/Umdrehung). Die Pulse werden mit einem Counter (Stanford
Research, SR400, Diskriminator Level 4300 mV fiir APD) gezahlt und die Zéhlrate
iiber den Analogausgang an den Analogeingang einer Multifunktionskarte (National
Instruments AT MIO 16 XE-10) im Rechner weitergegeben. Zur Messung der Auto-
korrelationsfunktion kénnen die Pulse der APD direkt in die Korrelatorkarte (ALV
5000) eingespeist werden.

Zur Aufnahme von Fluoreszenzspektren wird ein Teil des Fluoreszenzlichts nach den
Filtern mit einem Strahlteiler umgelenkt und, wie schon in Abschnitt 4.3 beschrie-
ben, in einem Spektrographen dispergiert und mit einer CCD Kamera detektiert.
Durch die rdumliche Filterung am Eintrittsspalt des Spektrographen in der einen Di-
mension und das Auswéhlen nur bestimmter Zeilen der CCD Kamera in der anderen
Dimension ist auch diese Abbildung konfokal.

Zur Abschitzung der Detektionseffizienz der gesamten Apparatur wurden die Trans-
missionskoeffizienten und Reflexionskoeffizienten sémtlicher Elemente des Strahlen-
gangs gemessen. Diese sind stark abhéngig von den jeweiligen experimentellen Bedin-
gungen. Es zédhlen dazu vor allem die Wellenldngen- und Polarisationsabhéngigkeit
vieler optischer Elemente, insbesondere der dichroitischen Strahlteiler und Filter.
Bei der Auswahl der optischen Elemente wurde auf Antireflex-Beschichtungen fiir
Linsen und Spiegelbeschichtungen mit hohen Reflexionskoeffizienten geachtet und
beim Einsatz von Filtern wurde die Wirkung auf das Fluoreszenzlicht einbezogen.
In Tabelle 4.4 ist der typische Anteil an transmittiertem oder reflektiertem Licht
fiir alle Elemente im Detektionsstrahlengang angegeben. Die sich daraus ergebende
Detektionseffizienz liegt bei 1 %.

Analog zu den Verlusten im Detektionsstrahlengang muss die Anregungsleistung,
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Tabelle 4.4: Tabelle des transmittierten oder reflektierten Anteils des Fluoreszenzlichts fiir alle
optischen Elemente im Detektionsstrahlengang.

Anteil
Einsammelraumwinkel 0,12
Objektiv 0,7
Spiegel 0,92
Kryostatenfenster 0,7
Telezentrisches System 0,94
Scannerspiegel 0,96
Dichroitischer Strahlteiler | ~ 0,7
Filter ~ 0,8
Tubuslinse 0,97
Pinhole 0,7
Linse 0,97
Avalanche Photodiode 0,6
Detektionseffizienz ‘ 0,01 ‘

die immer vor dem dichroitischen Strahlteiler gemessen wurde, mit allen Ab-
schwichungskoeffizienten verrechnet werden, um die tatsdchliche Leistung auf der
Probe zu erhalten. Unter Einbeziehung der Spotgréfie kann damit auch die tatséchli-
che Intensitdt auf der Probe bestimmt werden. Zur Kontrolle der Rechnungen und
auch der Justierung wurde jeweils die Zéhlrate des Riickreflexes von der ersten
Grenzflache der Objekttriger detektiert. Zur Abschwéichung wurde ein Graufilter
mit OD3 nach dem dichroitischen Strahlteiler eingesetzt. Am Beispiel von 10 W
Anregungslicht der Wellenlénge 585 nm vor dem dichroitischen Strahlteiler DC595
kann man die effektive Leistung auf der Probe zu 3 W abschétzen, was einer Pho-
tonenzahl von 10' pro Sekunde entspricht. Nimmt man an, dass 4 % der Photonen
reflektiert werden und beachtet man die Transmission des dichroitischen Strahlteilers
(bei der gewidhlten Polarisation und Wellenlédnge nur 0,3 %, bei gedrehter Polarisa-
tion 6,6 %) und des Graufilters (0,1 %), so ldsst sich eine Zahlrate von 200 000 C/s
erwarten. Die experimentelle Zahlrate lag mit 135 000 C/s etwas darunter, in einer
fiir die Abschétzung akzeptablen Groflenordnung.
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4.4.5 Steuerung und Datenverarbeitung

Die Steuerung der Scannerspiegel und Erfassung der Messdaten wird mit einem
Programm durchgefiihrt, das in der graphischen Programmiersprache G unter
LabVIEW™ (National Instruments) geschrieben wurde [140]. Die Schnittstelle zur
Kommunikation mit anderen Geréiten ist eine Multifunktions-Computersteckkarte
(National Instruments AT MIO 16 XE-10), von der im Wesentlichen die Analogein-
und -ausgéinge genutzt werden.

Zur Positionierung der Galvanometerspiegel kann an zwei Analogausgingen eine
Spannung zwischen - 10 V und +10 V angelegt werden. Da nur sehr kleine Spiegel-
auslenkungen notig sind, werden die effektiv am Scanner anliegenden Spannungen
mit einem Spannungsteiler (100 €2 : 2,49 k) auf etwa % reduziert. Bei einem Span-
nungsunterschied von AU = 20 V wurde dann ein optischer Winkel von 75,5 mrad
beobachtet, woraus sich unter Beachtung der Winkelénderung durch das telezentri-
sche System und mit der Objektivbrennweite eine Ortsédnderung von 130 pm in der
Probenebene berechnen lésst.

Der Programmablauf zur Aufnahme von Fluoreszenzbilder beginnt mit der Einga-
be der Start- und Endspannung (-10 V < U <+10 V) fiir die x- und y-Richtung,
womit der Bildausschnitt gewihlt wird (durch die Wahl quadratischer Bilder ist
die Endspannung fiir y durch die anderen Parameter bereits festgelegt). AuBlerdem
kann die Auflésung in Form der Pixelanzahl und die Integrationszeit pro Pixel (> 1
ms) gewihlt werden. Nach der Betétigung des Startbutton beginnt die Scannerpo-
sitionierung und Datenaufnahme. Startspannungen und Spannungsschritte ergeben
sich aus den eingegebenen Daten. Zunéchst wird die Spannung zur Steuerung der
y-Ablenkung unverédndert gelassen und die der x-Ablenkung stufenweise verédndert.
Bei jedem Schritt wird die Zahlrate des Counters, dessen Integrationszeit gerade
die eines Scanschrittes ist, iiber einen Analogeingang eingelesen und dem aktuel-
len (x,y) Paar zugeordnet. Nach dem Scan der ersten Zeile und auch nach jeder
weiteren Zeile wird der Bildausschnitt des detektierten Bereichs am Monitor darge-
stellt, die x-Spannung auf den Startwert zuriickgesetzt und die y-Spannung um einen
Spannungsschritt erhoht. Nach einer kurzen Wartezeit (50 ms) beginnt der Scan
der néchsten Zeile. Durch den geschlossenen Regelkreis des Scanners sind nicht-
lineare Bewegungen vernachléssigbar. Fiir schnellere Scans besteht prinzipiell die
Moglichkeit, die Spannung nicht stufenférmig zu verédndern, sondern die Spiegel mit
einer Rampenspannung kontinuierlich zu drehen. Diese Technik erfordert aufwen-
dige Hard- und Software zur kontrollierten Beschleunigung und Abbremsung der
Spiegel und wird in kommerziellen Gerédten eingesetzt. Fiir die hier durchgefiihrten
Experimente waren Integrationszeiten von 10 ms und lénger notig und damit die
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erste Methode die geeignetere. Am Ende werden die Daten im ASCII (American
Standard Code for Information Interchange) Format abgespeichert, wobei die Da-
teinamen fiir die einzelnen Bilder durchnummeriert werden. Zum Vergleich wird das
vorherige Bild immer in einer zweiten Graphik dargestellt.

Nach der Aufnahme eines Fluoreszenzbildes kann jeder beliebige Ort mit Hilfe seiner
Koordinaten (x,y) angesteuert werden. Danach kann die Ziahlrate an diesem Ort als
Funktion der Zeit detektiert werden. Neben der Aufnahme von Zeitspuren eignet
sich diese Funktion zur Aufnahme von Fluoreszenzanregungsspektren. Die automa-
tische Steuerung des Shutters ist vorgesehen, um die Probe nur bei der Datenauf-
nahme zu beleuchten und unnotiges Ausbleichen zu vermeiden. Das Zuriicksetzen
der Spiegelposition auf die Nullpunkt-Stellung (U, = U, = 0), in der die Justierung
durchgefiithrt wird, ist mit einem eigenen Button moglich.

Die Bildanalyse wird mit WinView™ (Princeton Instruments) durchgefithrt. Zur
Konvertierung der ASCII Daten in das Dateiformat *.spe wurde von P. Zehetmayer
ein Programm geschrieben [140]. Zur Datenanalyse und Darstellung wird Origin ™

5.0 (Microcal) verwendet.

4.5 Probensysteme und ihre Praparation

Die Strukturformeln der in den Experimenten verwendeten Farbstoffe und Matrizen
sind in Abb. 4.15 dargestellt. In diesem Abschnitt soll nur auf die Probenpraparati-
on eingegangen werden. Fluoreszenzeigenschaften und Spektren werden erst in den
folgenden Kapiteln diskutiert.

In den spektral hochauflésenden Experimenten zu Beginn dieser Doktorarbeit wurde
das aromatische Farbstoffmolekiil Terrylendiimid (TDI) in den Matrizen Hexadecan
(HD) und Polyethylen (PE, Kristallinitdt < 25 %) untersucht. TDI ist ein Derivat
des in der Einzelmolekiilspektroskopie vielfach verwendeten Terrylens und wurde
im Arbeitskreis von Prof. K. Miillen (Max-Planck-Institut fiir Polymerforschung,
Mainz) synthetisiert [141]. In diesem Arbeitskreis wurden auch das gekoppelte Sy-
stem Perylen-Terrylendiimid [142] und andere Derivate von Perylen und Terrylen
hergestellt. Zur Herstellung der Hexadecan-Probe wird eine geringe Menge des Farb-
stoffs in Methylenchlorid CH5Cly gelost, eine entsprechende Menge Hexadecan zu-
gegeben, so dass nach Abzug des Methylenchlorids eine 107° molare Losung zur
Verfiigung steht. Es stellte sich jedoch heraus, dass sich das Methylenchlorid nicht
ganz entfernen ldsst, und deshalb TDI auch direkt in Hexadecan gelost wurde, was im
Ultraschallbad in sehr geringen, aber ausreichenden Mengen méglich ist. Die Mes-
sungen wurden mit dem Faseraufbau durchgefiihrt. Das Faserende wurde einfach
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durch Eintauchen der Faserspitze in die Losung benetzt und im Kryostaten schnell
abgekiihlt. Versuche, eine dhnliche Probenpréaparation mit Nonan durchzufiihren,
scheiterten, weil es zu schnell verdampfte.

Zur Herstellung von PE-Proben wird zunéchst ebenfalls eine Losung des Farbstoffes
in Methylenchlorid CH5Cl, oder Cyclohexan CgHis hergestellt, die Konzentration
iiber ein Absorptionsspektrum ermittelt und pro 10~ mol Farbstoff in Losung ein
Gramm Polyethylen-Pulver zugegeben und suspendiert. Das Losungsmittel wird an
einer Hochvakuumapparatur abgezogen oder mit einem Fon verdampft. Man erhélt
ein Polymerpulver, auf dem der Farbstoff in geringer Menge adsorbiert ist. Der
Film wird hergestellt, indem ein kleines Pulverkérnchen auf einem Glaspldttchen
(Objekttrager) auf 170°C erhitzt wird. Ist die Probe vollig geschmolzen, wird sie mit
einer zweiten Glasplatte bedeckt, gepresst (d &~ 10 gum) und in fliissigem Stickstoff
abgeschreckt. Dadurch wird das PE weitgehend im amorphen Zustand eingefroren
und 16st sich zudem besser vom Glas. Aus dem Film ldsst sich ein winziges Stiickchen
guter optischer Qualitidt herausschneiden und an die Faser kleben oder auf einem
Deckglédschen fiir den Linsenaufbau oder das Mikroskop préparieren.

Die Herstellung sehr diinner Filme fiir die Mikroskopie gelingt durch Spin Coating
mit der Matrix Polymethylmethacrylat (PMMA). Dazu wird der Farbstoff zunéchst
in Chloroform CHCl3 geldst und eine etwa 107 molare Losung mit einer 5 %igen
PMMA-Chloroform-Losung zu gleichen Teilen vermischt. Die entstandene Losung
wird weiter mit Chloroform verdiinnt (1:20), gefiltert und durch Spin Coating (mit
3000 U/min) ein diinner Film (d ~ 20 nm) des Farbstoffs in PMMA auf einem
Objekttrager aufgebracht.

Bei der Untersuchung von Farbstoffen, die in Kéafigstrukturen eingebettet sind, tritt
das Problem auf, dass die optische Qualitdt der Proben meist sehr schlecht ist. Zur
Herstellung der Proben von Pentacen in Perhydrotriphenylen (PHTP, siehe Kapi-
tel 6.4.2) wurden die Kristalle von P. Rechtsteiner (Arbeitskreis Prof. J. Hulliger,
Departement fiir Chemie und Biochemie, Universitdt Bern) gleich zwischen zwei
Objekttriagern geziichtet, die dann direkt im Experiment eingebaut werden konn-
ten. Die Proben von Terrylen in den nanoporésen Strukturen der Klasse M41S aus
dem Arbeitskreis von Prof. P. Behrens (Anorganische Chemie, Universitit Hanno-
ver) waren weifle Pulver. Einzelne Kérnchen davon wurden trocken zwischen zwei
Objekttréagern verteilt und festgeklemmt, da alle Versuche der Einbettung der Struk-
turen (z.B. in Dimethylsulfoxid DMSO) zur Brechungsindexanpassung keine deut-
liche Reduzierung des Untergrundsignals ergaben.

Fiir die biologischen Proben wurden Glyzerin-Wasser (bzw. Puffer) Losungen als
Matrix verwendet, die auch in Lochbrennexperimenten standardméflig eingesetzt
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werden. Fiir die Experimente am Griin Fluoreszierenden Protein (GFP) wurde Gly-
zerin und Wasser im Verhiltnis 3:1 gemischt und eine etwa 10~° molare Losung
verwendet. Der Wild-Typ wurde von J. Wiehler (Arbeitskreis Dr. B. Steipe, Gen-
zentrum Miinchen) zur Verfiigung gestellt, EGFP (F64L/S65T) wurde von Clontech
(Palo Alto, CA) bezogen. Phycoerythrocyanin (PEC, als Trimer mit 9 Chromopho-
ren), sowie einzelne a-Untereinheiten (mit einem Chromophor, dem Phycoviolobilin)
davon standen in einer 60 %igen Glyzerin-Losung von Dr. A. Parbel (Arbeitsgruppe
Prof. H. Scheer, Biologisches Institut, Universitit Miinchen) zur Verfiigung. Etwa
1 pl der Losungen wurde jeweils auf einen Objekttrager getropft. Durch Aufsetzen
eines zweiten Objekttriagers wurde der Tropfen zu einer ca. 5 pm diinnen Schicht
verteilt.



Kapitel 5

Spektral hochauflésende
Untersuchungen

In diesem Kapitel werden die spektral hochauflésenden Untersuchungen dargestellt,
die nur bei tiefen Temperaturen moglich sind und die die scharfen, gegeniiber &ufleren
Einfliissen sehr empfindlichen Absorptionslinien nutzen. Die Experimente wurden zu
Beginn dieser Dissertation an der vorhandenen Apparatur durchgefiihrt.

Der erste Teil handelt von den Experimenten an einem neuen Farbstoff, dem
Terrylendiimid (TDI). Neben der Charakterisierung des Chromophors in Bulk-
Experimenten gelang die Isolierung einzelner Molekiile in verschiedenen Matrizen.
Durch die Aufnahme von Fluoreszenzanregungsspektren ist die Beobachtung von
Wechselwirkungen des Chromophors mit der umgebenden Matrix moglich. Einzel-
ne TDI-Molekiile konnten dabei als hochempfindliche Sonden zur Charakterisierung
der gewihlten Wirtsmaterialien verwendet werden. Durch Messungen mit resonanter
Anregung konnten aulerdem die Populations- und Depopulationsraten des Triplett-
zustands elegant bestimmt werden.

Der zweite Teil dieses Kapitels handelt von Experimenten am kovalent verkniipften
Farbstoffmolekiil Perylen-TDI, dass zur Untersuchung von strahlungslosem Energie-
transfer gezielt synthetisiert wurde. Die Untersuchung dieses in der Natur duflerst
wichtigen Prozesses auf der Basis einzelner Molekiile im Festkorper hat den we-
sentlichen Vorteil, dass jegliche Mittelungen iiber Abstinde und Konformationen
vermieden werden und damit der Mechanismus bestmoglich charakterisiert werden
kann. In diesem Teil wird auch ein kurzer Uberblick iiber die Theorie des elektroni-
schen Energietransfers nach dem Forster-Mechanismus gegeben.

102
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5.1 Terrylendiimid - ein idealer Fluorophor bei
1,4 K und héheren Temperaturen

Terrylendiimid (TDI, siehe Abb. 4.15) ist ein Derivat des Terrylen, welches seit
der ersten Verwendung innerhalb dieser Arbeit [72] in vielen Tieftemperatur-
Einzelmolekiilexperimenten verwendet wurde [143, 144]. Es wurde wie in der Litera-
tur beschrieben synthetisiert [141]. Mit TDI wurde die Gruppe der fiir die spektral
hochauflésende Einzelmolekiilspektroskopie geeigneten Molekiile um einen wichti-
gen Farbstoff erweitert. Trotz der zur Synthese notwendigen Seitengruppen zeigt es
bei tiefen Temperaturen in geeigneten Matrizen scharfe Nullphononenlinien und ist
darum, sowie wegen seiner starken Absorption, hohen Fluoreszenzquantenausbeute
und vernachlédssighbaren Bevolkerung von Dunkelzustdnden, ein hervorragend geeig-
neter Farbstoff fiir Tieftemperatur-Einzelmolekiilexperimente. TDI zeigt aber neben
den eben erwidhnten Eigenschaften auch eine geringe Photobleichrate bei Raumtem-
peratur, was es zum idealen Fluorophor fiir Einzelmolekiilexperimente im gesamten
Temperaturbereich macht. Es eignet sich auch als Bezugssystem beim Vergleich der
Eigenschaften verschiedener Farbstoffe.

In diesem Kapitel werden die Tieftemperaturexperimente behandelt, fiir die TDI in
die Matrizen Polyethylen (PE) und Hexadecan (HD) eingelagert wurde. Die ersten
mikroskopischen Untersuchungen von TDI wurden in der Matrix Polyvinylbutyral
(PVB) in Zusammenarbeit mit Wolfgang Gohde (Arbeitskreis Prof. H. Fuchs, Phy-
sikalisches Institut der Universitdt Miinster) zwischen 96 K und Raumtemperatur
durchgefiihrt. In dieser Arbeit wird aber nur auf eigene Untersuchungen an TDI
eingegangen. Die Experimente bei hoheren Temperaturen, bei denen die Matrix Po-
lymethylmethacrylat (PMMA) verwendet wurde, werden in Kap. 6.3 behandelt.

5.1.1 Spektrale Eigenschaften

TDI absorbiert im roten Spektralbereich und kann mit gdngigen Laserquellen wie
einem HeNe-Laser, einem Krt Laser, einem DCM-Farbstofflaser oder auch einem
billigen Diodenlaser angeregt werden. Am Absorptionsmaximum, das in Abhéngig-
keit vom Losungsmittel um 650 nm variiert, hat es einen Extinktionskoeffizienten e
von etwa 90 000 1/(mol cm). Das Absorptionsspektrum von TDI in einer Hexadecan-
Losung bei Raumtemperatur ist bereits in Abb. 2.8 dargestellt.

Das Fluoreszenzanregungsspektrum von TDI in PE bei 1,4 K unterscheidet sich vom
Absorptionsspektrum in Losung bei Raumtemperatur nicht, wenn man von einem
leichten Solvent Shift absieht. Die polymere Matrix ist zwar nicht v6llig amorph, son-
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Abbildung 5.1: Fluoreszenzanregungsspektren einer hoher konzentrierten Probe von TDI in
(a) Polyethylen und (b) Hexadecan bei 1,4 K. Das Spektrum (b) zeigt eine breite inhomogene
Verteilung dhnlich wie TDI / PE oder TDI in Losung bei Raumtemperatur und nur schwache
Shpolskii-Sites um 661 nm. Die inhomogene Breite des 0-0 Ubergangs ist in HD nur etwa
10 % schmaler als in PE. Zusiitzlich ist die Strukturformel von TDI abgebildet.

dern semikristallin (Kristallinitatsgrad < 50 %), die damit verbundene Unordnung
und Variation der Molekiilumgebungen ist jedoch ausreichend fiir eine inhomogene
Verbreiterung iiber fast 20 nm. Als weitere Matrix bietet sich Hexadecan an, dessen
chemischer Aufbau mit PE identisch ist, wenn man von der Kettenléinge absieht. Au-
Berdem sind derartige Alkane fiir den Shpolskii-Effekt [145] bekannt. Verwendet man
sie als Matrix fiir geeignete Molekiile, zeigen sich im Fluoreszenzanregungsspektrum
bei fliissig-Helium-Temperaturen nach raschem Abkiihlen wenige scharfe Peaks, die
als Shpolskii-Sites bezeichnet werden. Diese gehoren zu bevorzugten substitutionel-
len Einbaulagen der Farbstoffmolekiile in die schichtartig eingefrorene, polykristal-
line Wirtsmatrix. Auf diese Weise sollte versucht werden, auch fiir TDI eine stabile
Umgebung zu finden. Im Spektrum (Abb. 5.1 b) deutet sich der Shpolskii-Effekt
jedoch nur schwach durch einige kleine Peaks an und auch die gesamte inhomogene
Breite ist gegeniiber der PE-Matrix nur um etwa 10 % reduziert, was aufgrund der
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sperrigen Seitengruppen auch zu erwarten ist. In den Einzelmolekiilexperimenten
zeigt sich aber, dass im Gegensatz zur Matrix PE in HD einige Molekiile in eine
kristalline Umgebung eingebaut sind, die so starr und unbeweglich ist, dass trotz
hoher Anregungsleistungen keine (lichtinduzierten) spektralen Spriinge auftreten.
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Abbildung 5.2: Fluoreszenzspektrum mit Linienverschmélerung (FLN) einer hoch konzen-
trierten Probe von TDI in PE bei 1,4 K, angeregt bei 633 nm. Vom eingerahmten Bereich
existieren Einzelmolekiilspektren in Abb. 5.11.

Bevor die Einzelmolekiilexperimente behandelt werden, soll noch auf die Fluores-
zenzeigenschaften von TDI eingegangen werden. Die Fluoreszenzquantenausbeute
liegt nach [141] bei 90 (£10) %. Das linienverschmilerte Fluoreszenzspektrum von
TDI in PE bei 1,4 K ist in Abb. 5.2 dargestellt. Ein grofler Teil der Fluoreszenz ist
um den 0-0 Ubergang konzentriert und nur ein geringer Anteil geht in vibronische
Niveaus iiber. Die auftretenden Schwingungsfrequenzen sind in Tabelle 5.1 aufgelis-
tet. Vergleicht man die Emissionsspektren von TDI und unsubstituiertem Terrylen
[146, 147], so zeigt sich eine ziemlich gute Ubereinstimmung fiir die starken vibro-
nischen Banden im Fingerprint-Bereich (TDI: 1267 cm™!, 1284 cm™!, 1562 cm™!;
Terrylen: 1272 ecm™!, 1283 cm™!, 1562 cm™!). Mit quantenchemischen Rechnungen
fiir Terrylen konnten diese Normalschwingungen den C-C Streckschwingungen zuge-
ordnet werden, die offensichtlich kaum von den Substituenten von TDI beeinflusst
werden. Auch die schwiicheren Banden bei 547, 1360 und 1378 cm™! erscheinen im
Spektrum von Terrylen bei dhnlichen Frequenzen. Die Mode mit 179 cm ™! entspricht
der intensiven Bande von Terrylen bei 243 cm™!. Diese ist einer Streckung des ge-
samten Molekiils in Richtung der langen Achse zugeordnet, was im Fall des TDI zu
einer geringeren Schwingungsfrequenz durch der groflere schwingende Masse fiihrt.
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Tabelle 5.1: Schwingungsfrequenzen in cm™! von TDI in PE bei 1,4 K (Auflésung ca. 5 cm™1,
starke Banden sind mit (s) gekennzeichnet).

Frequenz Frequenz Frequenz

19 547 (s) 1378

59 1082 1405
114 (s) 1104 1454
179 (s) 1267 (s) 1523
257 1283 (s) 1562 (s)
297 1360

Die Abschitzung des Effektes tiber die Formel w = /k/m, (Schwingungsfrequenz
w, Kraftkonstante k, reduzierte Masse m,.) und die unterschiedlichen Massen von Te
und TDI zeigt eine gute Ubereinstimmung mit den beobachteten Frequenzen.

5.1.2 Fluoreszenzanregungsspektren einzelner TDI-
Molekiile

Die Einzelmolekiilexperimente hatten zunéchst das Ziel, molekiilinterne Effekte und
Parameter wie das Sattigungsverhalten und die Triplettraten zu untersuchen. Dazu
musste lediglich eine geeignete Matrix gefunden werden, die zu ausreichend fre-
quenzstabilen Absorptionslinien fiihrt. In weiteren Untersuchungen sollte TDI als
Sondenmolekiil zur Charakterisierung verschiedener Wirtsmatrizen eingesetzt wer-
den, um deren Unterschiede néher zu charakterisieren. In Linienbreitenverteilungen
und temperaturabhéngigen Linienverbreiterungen und -verschiebungen spiegelt sich
der Grad der Unordnung in den gewahlten Matrizen wider und lasst sich quantitativ
angeben.

Fluoreszenzanregungsspektren einzelner TDI-Molekiile konnten ohne grofie Proble-
me sowohl in PE als auch in HD im Wellenlédngenbereich von 651 bis 668 nm beobach-
tet werden. Sie wurden mit dem Faseraufbau unter Verwendung eines Langpassfilters
RGT715 detektiert. In Abb. 5.3 sind Anregungsspektren einzelner TDI-Molekiile in
(a) PE und (b) HD dargestellt. In der Polymermatrix zeigten die meisten Anre-
gungslinien spontane bzw. lichtinduzierte Frequenzspriinge, auch dann, wenn der
Laser mit geringer Leistung verstimmt wurde. In der polykristallinen HD Matrix
war die spektrale Stabilitdt deutlich hoher. Die Molekiile scheinen insgesamt sta-
bilere Umgebungen zu haben, obwohl im Fluoreszenzanregungsspektrum die inho-
mogene Verbreiterung fast genauso grofl erscheint wie in PE. Messungen mit hohen



5.1 Terrylendiimid 107

[ (2
7 900
E TDI/ PE
= B
S
= 600
Q
=] R
-~
=
S 300
L | L | L | L | L |
5 0 5 10 15
o
Z 8000
[e)
S
4000
s
=
Hao
N
0 1 1 1

-10 -5 0
Relative Laserfrequenz [GHz]

Abbildung 5.3: Fluoreszenzanregungsspektren einzelner TDI-Molekiile in (a) PE und (b) HD
bei 1,4 K. Eines der Molekiile ist jeweils in einer Unterabbildung mit grofierer Auflosung
dargestellt, zusammen mit einem Lorentzfit und der daraus resultierenden Linienbreite Avpy.
Die Linien von TDI in HD sind im Mittel deutlich schmaler und intensiver. Parameter: (a)
I =25 mW/cm?, 0 GHz = 653,06 nm; (b) I = 80 mW/cm?, 0 GHz = 659,02 nm

Anregungsintensititen konnten deshalb nur in der HD-Matrix durchgefiihrt wer-
den. Dazu zdhlen Sattigungsuntersuchungen, die intensitdtsabhingige Messung der
Autokorrelationsfunktion der Fluoreszenzintensitdt zur Bestimmung der Triplett-
raten und auch die Detektion von Fluoreszenzspektren einzelner Molekiile.

Alle Linienformen konnten durch eine Lorentzform angepasst werden (siehe Un-
terabbildungen in Abb. 5.3). Ausnahmen waren nur Linien, bei denen das Signal
plotzlich abbrach und in einigen Féllen spontan wieder zuriickkehrte oder an einer
anderen Frequenzposition im folgenden Spektrum auftauchte. Die Ursachen dieser
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Storungen sind spektrale Spriinge, die in vielen Féllen das Experiment an dem in-
dividuellen Molekiil beenden. Die Halbwertsbreiten der schmalsten Molekiile lagen
um 45 MHz fiir niedrige Anregungsintensititen (25 mW /cm?). Wenn dies dem le-
bensdauerlimitierten Wert entspricht, hat der angeregte Zustand eine Lebensdauer
von 3,5 ns, dhnlich dem in Chloroform-Losung gemessenen Wert von 3.3 ns [149].

5.1.3 Sattigungsuntersuchungen an  einzelnen TDI-
Molekiilen

Die Linienverbreiterung und die Séttigung des Signals bei einer Erhohung der Anre-
gungsintensitét verhélt sich fiir die individuellen Molekiile entsprechend der Theorie.
In Abb. 5.4 (a) sind zwei Anregungslinien fiir verschiedene Intensitdten abgebildet.
Die untere Linie hat eine Halbwertsbreite von 46 MHz. Das obere Spektrum ist mit
10facher Intensitét aufgenommen und zeigt eine Verbreiterung auf 69 MHz, weil der
Sattigungsprozess im Zentrum der Linie schon dominiert und in den Fliigeln noch
unbedeutend ist. Die Sattigung ist auch an der maximalen Z#hlrate klar erkennbar.
Wiéhrend der Untergrund im oberen Spektrum auf den zehnfachen Wert ansteigt,
nimmt das Signal nur auf den sechsfachen Wert des unteren Spektrums zu. Die
Zunahme der relativen Aufenthaltswahrscheinlichkeit im angeregten Zustand und
in Dunkelzustéinden ist bei stirkerer Anregung nicht mehr vernachldssigbar und
blockiert den linearen Zuwachs an Fluoreszenzintensitét.

Die Auswertung der Messdaten und der Vergleich mit der Theorie (Gln. 3.11 und
3.12) zeigen gute Ubereinstimmung, wie in Abb. 5.4 (b,c) dargestellt ist. Die expe-
rimentellen Werte zeigen innerhalb der Fehlergrenzen keine Abweichungen von dem
erwarteten Verhalten. Bei Extrapolation auf unendlich hohe Intensitédt erhélt man
eine Zahlrate von iiber 450 000 Counts pro Sekunde von diesem einzelnen Quanten-
system. Die totale Fluoreszenzrate kann mit Gl. 3.10, der Lebenszeit von 3,5 ns und
einer Fluoreszenzquantenausbeute nahe 1 (zunéchst unter Vernachldssigung des Tri-
plettzustands) zu 10® s™' abgeschiitzt werden. Nimmt man eine Detektionseffizienz
Naer von 0,5 % an, ist die detektierte Emissionsrate in guter Ubereinstimmung mit
der gemessenen Zahlrate. Die Linienbreite nimmt von 46 MHz ausgehend zu und
hat keine obere Grenze. Der Minimalwert iibersteigt moglicherweise durch Phasenre-
laxationen oder Kopplung des Ubergangs an TLS schon den lebensdauerlimitierten
Wert oder entspricht diesem bei Streuung der individuellen Lebenszeiten.

Im oberen Spektrum von Abb. 5.4 (a) mit hoher Intensitdt zeigen sich Unter-
brechungen der Fluoreszenz wéhrend des Frequenzscans. Da diese mit ca. 100
ms (die Integrationszeit pro Punkt ist 90 ms) zu lange fiir Triplettlebenszeiten
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Abbildung 5.4: (a) Fluoreszenzanregungsspektren eines einzelnen TDI-Molekiils bei zwei
verschiedenen Anregungsintensititen (7' = 1,4 K, 0 GHz = 659,01 nm). Die Anpassung von
Lorentzkurven an die Messdaten liefert die Daten zur Analyse des Sattigungsverhaltens (un-
ten: Signal = 41 Counts/ms, Untergrund = 6 Counts/ms, Avp, = 46 MHz; oben: Signal =
235 Counts/ms, Untergrund = 61 Counts/ms, Avp, = 69 MHz). (b,c) Intensitétsabhéngig-
keit der Fluoreszenzzihlrate (Signal) und der Linienbreite Avyy, in halblogarithmischer Dar-
stellung, zusammen mit den theoretischen Kurven nach Gln. 3.11 und 3.12 (R‘;’OLS “Ndet =
455 C/ms, Is = 340 mW /cm?). Die Fehler wurden aus wiederholten Messungen zu 5 bzw.
8 % abgeschitzt.

sind, miissen sie mit lichtinduzierten Spriingen der molekularen Absorptionslinie
im Frequenzraum interpretiert werden. Bei dieser hohen Intensitéit sind die zahlrei-
chen Absorption/Emission-Zyklen des Molekiils von einer nicht vernachldssigharen
Energie- und Wirmezufithrung in die Matrix begleitet. Dies kann zu einer Anderung
der molekularen Umgebung und damit zu einer anderen Absorptionsfrequenz fiihren.
Ein typischer lichtinduzierter Frequenzsprung ist moglicherweise 100 MHz zu kleine-
ren Energien und wird durch die kurzzeitige Fluoreszenzerscheinung am linken Rand
des oberen Spektrums angedeutet. Haufig, wie im Fall dieses Molekiils, sind diese
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Frequenzspriinge reversibel und die Absorptionslinie kehrt an ihre vorherige Positi-
on zuriick. Im Spektrum bleiben dann nur einige Dunkelperioden. In einigen Fillen
ist dieser Lochbrennprozess auf der Basis einzelner Molekiile irreversibel und die
Molekiile bleiben auf den neuen Frequenzpositionen. Dann ist das Wiederfinden der
Absorptionslinie eines individuellen Molekiils im Frequenzraum meist unmoglich.

5.1.4 Triplettraten einzelner TDI-Molekiile

Zur Bestimmung der Populations- und Depopulationsraten des Tripletts wurde die
Autokorrelationsfunktion der Fluoreszenzintensitit einzelner TDI-Molekiile in HD
aufgenommen. Die Dunkelzeiten, wéhrend derer das Molekiil strahlungslos im Tri-
plettzustand verweilt, fithren zu einem exponentiellen Abfall der Korrelationsfunk-
tion mit einer Zeitkonstante, die durch die Summe der effektiven Rate in den Tri-
plettzustand und der Rate aus dem Triplettzustand gegeben ist. Von mehr als hun-
dert detektierten Molekiilen iiberstanden den intensitéitsabhéingigen Messzyklus nur
Zwei. Die Korrelationsfunktionen dieser beiden Molekiile zeigen bei Darstellung mit
logarithmischer Zeitachse (Abb. 5.5 a) drei Stufen in den Zeitbereichen um 0,1 ms,
1 ms und 100 ms. Durch das Auftreten dreier Dunkelzustéinde reicht die einfache
Beschreibung, wie im theoretischen Teil in Kapitel 3 durchgefiihrt, nicht aus. Ent-
sprechend wurde die Korrelationsfunktion auf drei Exponentialterme erweitert:

g =1+ Cre B 4 Che o 4 Cye Ko (5.1)

Wie spéter erkléart wird, kann der exponentielle Zerfall um 100 ms nicht mit einer Tri-
plettdynamik in Verbindung gebracht werden, sondern scheint infolge spektraler Dif-
fusion aufzutreten. Nur die ersten beiden exponentiellen Zerfille werden Singulett-
Triplett Interkombinationen zugeordnet. Da der Hauptanteil des TDI-Molekiils, der
das konjugierte m System bildet, als planar angesehen werden kann, ist in Analogie
zu Terrylen [148] der schnelle Zerfall (indiziert mit ¢ = 1) den beiden Triplett-
Subniveaus T, und 7,, (x,y-Achsen in der Molekiilebene) zuzuordnen, und der lang-
same Zerfall (i = 2) dem Subniveau T, (z-Achse senkrecht zur Molekiilebene). Die
beiden Subniveaus 7T, und T} kénnen wegen ihrer ndherungsweise identischen Raten
nicht unterschieden werden.

Zur Bestimmung der ISC Raten wurden durch den vereinfachten Ansatz als Sum-
me dreier Exponentialterme die Besetzungen der Subniveaus in erster Ndherung als
unabhéngig betrachtet, da bei tiefen Temperaturen die Mischung zwischen den Sub-
niveaus durch Spin-Gitter-Relaxationen noch nicht effektiv ist. Es wurde deshalb der
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Abbildung 5.5: (a) Normierte Intensititsautokorrelationsfunktion ¢(®)(7) der Fluoreszenz-
emission eines einzelnen TDI-Molekiils bei einer Anregungsintensitit von 0,8 W/cm? (Auf-
nahmedauer ca. 100 s). Die durchgezogene Linie ist eine Anpassung von Gl. 5.1 an die
Daten, die K;' = 66us, K, ' = 1,7 ms und K;' = 101 ms liefert. Die zweite Stufe ist
kaum sichtbar, jedoch notwendig um eine zufriedenstellende Anpassung zu erreichen. (b,c)
untergrundkorrigierte Kontraste C; und Raten K; fiir den ersten exponentiellen Zerfall in
g(2)(7') in Abhéngigkeit der Anregungsintensitéit (logarithmisch skaliert). Der Verlauf kann
mit der Theorie (Gln. 3.24) gut reproduziert werden. Die Kontrastfehler werden als kleiner
10 % angenommen. Die Anpassung ergibt ké? = 6,1 ms™! und kéll) = 14,6 ms~! fiir die
Subniveaus T, Ty.

Formalismus wie fiir ein einfaches 3-Niveau System fiir jeden der drei unterscheid-
baren Dunkelzusténde angewendet. Um die Kopplung der Niveaus untereinander
einzubeziehen, miisste das Ratengleichungssystem fiir ein 4 (bzw. 5)-Niveau System
gelost werden [150]. Der nachtrégliche Vergleich zeigt jedoch, dass im vorliegenden
Fall die daraus resultierenden Abweichungen fiir die Raten innerhalb ihrer Fehler-
grenzen liegen.

Fiir die Auswertung wurden zunéchst alle Korrelationskurven durch Gl. 5.1 an-
gepasst und die Kontraste C; und Raten K; bestimmt. Um systematische Fehler
auszuschlieffen, miissen geniigend viele Messpunkte einbezogen werden, so dass in
logarithmischer Darstellung die Plateaus fiir extrem kurze und lange Zeiten ein-
deutig erkannt weden konnen. Fiir jede Intensitdt wurden mehrere Korrelations-
datensitze aufgenommen und ausgewertet und daraus der Fehlerbereich und die
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Tabelle 5.2: Mittlere ISC Raten kg?)) und k:ézl) von zwei TDI-Molekiilen in HD, bestimmt iiber die
Intensitdtsabhéngigkeit der Raten und Kontraste der Korrelationsfunktion.

Subniveaus T}, T, (i=1) Subniveau T, (i=2)
Mol. A ko3 [ms™!] 6,1 + 2 <1
ks [ms™] 14,6 + 1 1405
Mol. B ko3 [ms™!] 3,2+ 2 <2
ks [ms!] 15,5 + 1 2405

Reproduzierbarkeit abgeleitet. Die Kontraste C; wurden nach Gl. 3.25 korrigiert.
Die dazu notwendigen Informationen wurden aus Anregungsspektren entnommen,
die zusétzlich zu ¢® (1) bei jeder Intensitit aufgenommen wurden. Die Raten in
den Triplettzustand k:;? sowie aus ihm heraus k::(,fl) kénnen im Prinzip aus der In-
tensitdtsabhéngigkeit des Ratenparameters K; alleine nach 3.24 bestimmt werden.
Zur Minimierung des Fehlers wurden auch die Kontraste C; einbezogen, in deren
Intensitdatsabhéngigkeit das Verhéltnis der Triplettraten ké? / kéll) steckt. Die Werte
von C und K sind in Abb. 5.5 (b,c) zusammen mit den theoretischen Kurven dar-
gestellt. Aus der Anpassung erhélt man k’é? = 6,1 ms~! und k‘éi) = 14,6 ms~! fiir die
Subniveaus T, T;,. Die Analyse des zweiten exponentiellen Zerfalls zur Bestimmung
der Raten von T, war in derselben Weise nicht moglich, weil der zugehorige Kontrast
Cs extrem klein war. Es gelang nur ki()i) zu bestimmen, das als Grenzwert von K fiir
kleine Intensitdten auftritt. Fiir die Rate ké? kann nur eine obere Grenze angege-
ben werden. In Tabelle 5.2 sind die mittleren Populations- und Depopulationsraten
der beiden unterscheidbaren Triplett-Subniveaus zusammengefasst. Ahnlich wie bei
Terrylen sind die Populationsraten k;gg) kleiner als die Depopulationsraten kéil), die
ihrerseits noch deutlich kleiner als die Fluoreszenzrate sind. Dies verursacht die ge-
ringe Triplettbesetzung und die starke Fluoreszenzemission von TDI.

Die Intensitdatsabhéangigkeit des wahren Kontrastes C3 des dritten Exponenten zeigt
ein anderes Verhalten, als fiir Singulett-Triplett Ubergéinge vorhergesagt wird. Cs
verschwindet bei hohen Intensitéiten wieder (siche Abb. 5.6 b). Es ist deshalb anzu-
nehmen, dass dieser Zerfall von spektraler Diffusion stammt. Ein einzelnes TLS in
der Nachbarschaft des Molekiils fiihrt zu einer zweiten Absorptionsfrequenz, die je
nach aktuellem TLS Zustand auftritt. Bei der anderen Absorptionsfrequenz wird das
Molekiil nicht mehr oder zumindest nicht mehr so stark angeregt. Es treten plotz-
liche Fluoreszenzénderungen auf und damit ein Zerfall in der Korrelationsfunktion.
Ein Hinweis auf eine derartige zweite Absorptionsfrequenz ist (wie schon bei der
Séttigung erwéhnt) in den Fluoreszenzanregungsspektren sichtbar.
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Abbildung 5.6: (a) Fluoreszenzanregungsspektrum von TDI in HD bei 1,4 K (0 GHz =
659,01 nm, I= 6 W/cm?). Die durchgezogene Linie ist eine (optisch) angepasste Lorentz-
kurve. Die gestrichelte Linie ist der identische Graph um 100 MHz verschoben. Er trifft
viele der Messpunkte, die vom ersten Graph abweichen. Diese Linie wird als zweites Ab-
sorptionsspektrum interpretiert, das nach dem Flip eines dominanten TLS auftritt. (b,c)
Untergrund-korrigierte Kontraste C'5 und Raten K3 fiir den dritten exponentiellen Zerfall
in g (1) in Abhéngigkeit der Anregungsintensitit (logarithmisch skaliert; durchgezogene
Linie fiir K5: Anpassung analog wie fiir Triplett; nidheres siehe Text).

In Abb. 5.6 (a) ist ein derartiges Spektrum dargestellt. Es wurde bei sehr hohen
Intensitidten von 6 W/cm? aufgenommen und ldsst sich durch eine Lorentzlinie an-
passen (durchgezogene Linie). Viele Messpunkte zeigen jedoch Abweichungen, die
ihrerseits aber ndherungsweise auf einer identischen, nur um 100 MHz verschobenen
Lorentzlinie liegen (gestrichelte Linie). Regt man bei der einen Position im Maximum
an, trifftt man die andere Position nur in der Flanke. Die beobachtete Erniedrigung
des Kontrastes bei hohen Intensitdten ist nun mit der Séattigungsverbreiterung leicht
zu erklédren: Fiihrt sie zu Linienbreiten in der Gré8enordnung der 100 MHz und mehr,
dann verschmelzen beide Positionen ineinander und werden immer dhnlicher. Damit
treten keine Intensitéitsfluktuationen mehr auf und der Zerfall verschwindet in der
Korrelationsfunktion. Im Falle spontaner TLS Zustandsdnderungen und unter der
Annahme, dass immer nur fiir einen TLS Zustand die zugehorige Absorptionslinie
mit der Anregung {iberlappt und zu Fluoreszenz fiihrt, ist die Zerfallsrate K3 die
Summe der Raten fiir den TLS Zustandswechsel k_, + k.. Fiir niedrige Intensitéiten
ergibt sich dafiir auch ein konstanter Wert K3 um 6 s™!, wie in Abb. 5.6 (c) sichtbar
ist. Bei hoheren Intensitdten scheint die Rate K3 aber leicht zuzunehmen, so dass
lichtinduzierte Beitrdge zu beriicksichtigen sind. Im Falle eines rein lichtinduzierten
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Prozesses, also von TLS Flips, die zur zweiten Absorptionsfrequenz nur iiber den
angeregten Zustand des Molekiils fithren und spontan wieder zuriick, ist die Situa-
tion analog zum Triplett, wobei ko3 durch k£_, und k3; durch k_ ersetzt wird. Durch
die Schwankung der Messwerte kann aber nur k. als Grenzwert niederer Intensitét
zu 6£1 s~! angegeben werden. Erstaunlicherweise war der dritte Exponentialterm
fiir beide Molekiile notwendig und zeigte ein dhnliches Verhalten.

5.1.5 Linienbreitenverteilungen

Niederfrequente Dynamik in der Matrix durch TLS zeigt sich auch in den unter-
schiedlichen Linienbreiten einzelner Molekiile in einer Probe bei gleicher Tempe-
ratur. Zur Aufstellung einer Linienbreitenverteilung wurden die Halbwertsbreiten
von 107 TDI-Molekiilen in HD (Probe I, mit Methylenchlorid verunreinigt) und
von 97 Molekiilen in PE durch Anpassung von Lorentzkurven an die Spektren be-
stimmt. Alle Linien wurden bei einer Temperatur von 2,5 K und Intensitidten unter
30 mW /cm? detektiert, um Leistungsverbreiterung auszuschlieBen. Die sich ergeben-
den Histogramme sind in Abb. 5.7 dargestellt und demonstrieren, dass die ,,homo-
genen“ Linien nicht homogen sind, sondern eine Verteilung aufweisen. Viele Linien
sind gegeniiber dem lebensdauerlimitierten Wert von ~ 40 MHz, bei dem die Ver-
teilungen mit einer scharfen Kante beginnen, auf Werte um 100 MHz in HD und
iiber 300 MHz in PE verbreitert.

Dieses Verhalten wurde schon fiir Terrylen in Polymer- [151, 152] und Shpolskii-
(152, 153, 154] Matrizen, Terrylen in Anthracen [152] und Tetra-tert-butylterrylen
in Polyisobutylen [16] beobachtet und durch spektrale Diffusion erklirt. Jedes Mo-
lekiil koppelt an einen individuellen Satz von TLS, deren Flips zu Fluktuationen
der Resonanzfrequenz fiihren und damit zu einer Verbreiterung. Vergleicht man die
Daten mit der bisherigen Literatur, stellt man fest, dass die Verteilungen fiir ei-
ne spezielle Wirtsmatrix immer sehr &hnlich sind und im Wesentlichen unabhéngig
vom Gastmolekiil sind, obwohl TDI und Terrylen ziemlich unterschiedliche Formen
besitzen. Linienbreitenverteilungen zu messen ist damit eine geeignete Methode, die
Unordnung des Gastmaterials zu charakterisieren.

Zur theoretischen Auswertung wurde die statistische Methode nach Stoneham [116]
verwendet, die schon von Fleury et al. [151] auf Linienbreitenverteilungen angewen-
det wurde und in Kapitel 3.2.3 ausfiihrlich dargestellt ist. Die spezielle Anordnung
von N TLS um ein individuelles Molekiil (siehe Abb. 3.7) fithrt danach zu einer
individuellen Linienbreite Av dieses Molekiils, die im Wesentlichen von der Anzahl
N der ankoppelnden TLS und den Absténden r; dieser N TLS; vom Molekiil, sowie
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Abbildung 5.7: Histogramme der Linienbreitenverteilungen von TDI in (a) HD (Probe I) und
(b) PE bei 2,5 K. Die Achsen sind dabei verschieden skaliert, da in der PE Matrix deutlich
breitere Linien auftraten. Die durchgezogenen Linien sind numerische Kalkulationen nach
Gln. 3.40 (Parameter: Ayy = 40 MHz fiir alle; (a) dicke Linie: A = 40 MHz, 7pnin/T7Ls =
0,48; diinne Linie: A = 150 MHz, rpin/r7rs = 0,29; (b) A = 150 MHz, 7pin/rrrs = 0,45).

vom Parameter A abhéngt:

N 6
Av = JAuo—i—élA?ZT”Lg” (5.2)

i=1 T

A ist dabei ein Maf§ fiir die Stdrke der Verbreiterung. Ein Flip eines TLS im cha-
rakteristischen Abstand r,,;, vom Molekiil fithrt gerade zu einer Linienverschiebung
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3

min

von 2A. Als universelle TLS-Chromophor Kopplungskonstante wird a, als A x r
definiert.

Aus den auftretenden Linienbreiten und deren Verteilung lésst sich schliefflich auf
die mittlere Verteilung an TLS in der Matrix und damit auf die TLS-Dichte prps =
& =1/r} ¢ in der Probe zuriickschlieBen (ry.s ist der mittlere TLS-Abstand). Diese
ist wiederum ein Mafl fiir die Unordnung der Matrix. Die beiden verdnderbaren
Parameter bei der theoretischen Anpassung sind die Linienverschiebung A, sowie

der Quotient 7, /T1Ls-

Die Ergebnisse sind in Abb. 5.7 eingezeichnet. Gute Ubereinstimmung wurde bei
der Probe TDI / PE fiir die Werte A = 150 MHz sowie 7, /7r1rrs = 0,45 gefunden.
Fiir TDI in HD war die Prozedur etwas schwieriger, wobei zuerst versucht wurde,
denselben Wert fiir A zu verwenden. Danach héatten Absorptionslinien breiter als 120
MHz auftreten miissen (diinne Linie in Abb. 5.7 a), was nicht der Fall war. Derartig
breite Linien hétten beobachtet werden konnen, da in den temperaturabhédngigen
Messungen Linien mit Breiten > 4 GHz bei hoheren Temperaturen detektiert wur-
den. Es wurde schlielich auch A variiert und die beste Ubereinstimmung fiir A = 40
MHz sowie ryin/Trrs = 0,48 gefunden. Die TLS-Chromophor Kopplungskonstante
ae (= Axr?

3 ) und die TLS-Dichte prrs (= 1/r3; 5) kénnen aber ohne die Kenntnis
von 7,,;, nicht aus den Fit-Ergebnissen gewonnen werden. Es ist jedoch moglich, das
Produkt von a,. und prrs zu berechnen, das gleich A - (7 /r7rs)? ist. Der Wert
von a, - prrs ist ein Maf fiir die Linienverbreiterung in einer spezifischen Matrix

und ergibt 14 MHz fiir PE und 4,4 MHz fiir HD.

Der Parameter prrs = 1/r3; ¢ ist ein Maf fiir die Unordnung in einer gegebenen
Matrix, kann jedoch ohne die Kenntnis von r,,;, nicht aus den experimentellen Da-
ten bestimmt werden. Da r,,;, nicht berechnet werden kann, werden Daten aus der
Literatur fiir das weitere Vorgehen benéttigt. Geva und Skinner haben Werte fiir
TLS-Chromophor Kopplungskonstanten berichtet [113]. Thre Definition der Kopp-
lungskonstante o/, steht mit der hier verwendeten iiber o/,(A4;/E;) = Ar3, = . in
Beziehung, wobei A;/E; mit groBer Wahrscheinlichkeit nahe bei 1 liegt (Details sind
[113] zu entnehmen). Fiir Terrylen / PE finden sie einen Wert von 12 GHz nm? und
fiir Tetra-tert-butylterrylen / PE einen Wert von 30 GHz nm?®. Bei dem hier verwen-
deten System kann man davon ausgehen, dass a. in derselben Groflenordnung liegt,
so dass wir einen Wert von 20 GHz nm? fiir die weiteren Berechnungen verwenden.
Dies fithrt zu einem Wert von 5 nm fiir r,,;,. Das Ergebnis ist sehr verniinftig: r,,;,
muss deutlich grofer sein als die molekularen Dimensionen (7,,,;, > 1 nm). Aulerdem
kann, wie fiir Terrylen in p-Terphenyl gezeigt wurde, eine Anderung der Wirtsma-
trix in der direkten Nachbarschaft des Molekiils zu einer geédnderten Geometrie des
Chromophors fithren, was eine extrem grofle Frequenzverschiebung zur Folge hat
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[32] und fiir 7,,;, mindestens 1 mn erfordert. Auf der anderen Seite sollte 7, < 10
nm wegen der starken Abstandsabhéngigkeit der Dipolwechselwirkung sein.

Bei Verwendung von r,,;,, = 5 nm kann der typische Abstand rrpg zwischen zwei
TLS in PE zu 11 nm berechnet werden (dabei werden thermisch aktivierte TLS
geziihlt), womit sich eine TLS-Dichte prrs von 7 x 107* nm™ in PE ergibt.

Nimmt man schliellich an, dass die TLS-Chromophor Kopplungskonstante «.. fiir das
System TDI / HD wegen der dhnlichen chemischen Struktur ungefahr gleich grof3 ist
wie bei TDI / PE, so kann die TLS-Dichte in der Hexadecan Matrix leicht berechnet
werden. Der mittlere Abstand von thermisch aktiven TLS r77¢ nimmt auf 17 nm zu,
was einer TLS-Dichte prrg von 2 x 10~* nm ™2 entspricht. Die Packung der Molekiile
in der polykristallinen Matrix ist dichter als in der semikristallinen Matrix. Deshalb
existiert weniger freies Volumen, das eine Umordnung des Wirtsmaterials erlaubt.
Entsprechend bietet HD stabilere lokale Umgebungen fiir die Farbstoffmolekiile und
der geringere Grad an Unordnung wird deutlich an dem etwa dreimal geringeren
Wert der TLS-Dichte.

Diese Auswertung ist nur durch die Messung der gesamten Verteilung von auftre-
tenden Linienbreiten moglich, die ausschlieBlich durch Einzelmolekiilspektroskopie
zugénglich ist. Bei anderen site-selektiven Untersuchungsmethoden erhélt man je-
weils nur einen Wert als zugehorige Linienbreite. Im Falle des spektralen Lochbren-
nens sollte dieser Wert der Mittelwert der Verteilung sein. Die Autoren von [152]
bestétigen dies, wihrend die Autoren von [155, 156] auch groBere Werte als den Mit-
telwert fiir die Linienbreite in Lochbrennexperimenten beobachten. Als Erklarung
geben sie an, dass Linienaufspaltungen in Einzelmolekiilexperimenten moglicher-
weise iibersehen werden, in Lochbrennexperimenten sich aber in einer Verbreiterung
niederschlagen. Im Falle von Photonecho-Experimenten sollte man die minimale
in Einzelmolekiilexperimenten detektierbare Linienbreite erhalten, da sich in dieser
Technik nur Verbreiterungsprozesse auswirken, deren Zeitkonstanten kleiner sind als
die Lebenszeit des angeregten Zustands der Molekiile (also nur Dephasing-Prozesse
und keine oder nur sehr schnelle spektrale Diffusion). Auch dies konnte an manchen
Systemen bestétigt werden, an anderen wiederum nicht [155, 156]. Die Abweichun-
gen werden hier durch eine Verteilung der Phasenrelaxationszeit 75 erklart. Dies
hétte jedoch auf die Erklarung der Linienbreitenverteilung in Einzelmolekiilexperi-
menten die Auswirkung, dass sie nicht mehr nur durch unterschiedliche spektrale
Diffusion der einzelnen Molekiile zu erklédren ist, sondern zusétzlich durch unter-
schiedliche T5-Zeiten. In den eigenen Experimenten wurde kein Hinweis auf derartige
Effekte gefunden.
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5.1.6 Temperaturabhingigkeit der Linienbreite und -form

Die Temperaturabhingigkeit von Linienbreitenverteilungen enthélt keine wertvollen
neuen Informationen, die nicht auch aus Messungen an Ensembles gewonnen werden
konnten [118]. Ganz anders ist die Situation fiir die Temperaturabhéngigkeit der
Linienform einzelner Molekiile, womit die lokalen Umgebungen der Gastmolekiile
und deren spezifische Wechselwirkung mit Phononen und TLS untersucht wird. Die
Temperaturerhchung fiithrt zu einer Verschiebung und Verbreiterung der Linie, wie
in Abb. 5.8 dargestellt.
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Abbildung 5.8: Fluoreszenzanregungsspektren eines einzelnen TDI-Molekiils in HD bei zwei
verschiedenen Temperaturen (0 GHz = 658,02 nm). Die durchgezogenen Linien sind Lo-
rentzfits, die eine Verbreiterung von 47 auf 101 MHz und eine Verschiebung um 225 MHz
fiir die Temperaturerh6hung von 2,4 auf 4,9 K ergeben.

Fiir Terrylen in PE [151] und auch in HD [153, 154, 157] wurden verschiedene Tem-
peraturabhéngigkeiten berichtet, z. B. lineare Zusammenhénge, Potenzgesetze und
auch Arrheniusgesetze fiir thermisch aktivierte Ubergéinge. Daran zeigt sich die He-
terogenitédt der Figenschaften individueller Molekiile, die aus den Ergebnissen, die
durch Mittelung iiber eine grofie Anzahl von Molekiilen erzielt werden, nicht er-
kenntlich ist.

Zur Erweiterung des Verstdndnisses der Wechselwirkung der Sondenmolekiile mit
den Wirtsmatrizen wurden die Linienbreite und auch die Linienposition als Funk-
tion der Temperatur fiir mehrere TDI-Molekiile in zwei HD Proben und in PE
ermittelt. Fiir die erste HD Probe wurde TDI zuerst in Methylenchlorid gelost, so
dass Verunreinigungen davon zu erwarten sind, bei der zweiten wurde TDI direkt
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in HD gelost. Dabei konnen sowohl die typischen Unterschiede der Wirtsmatrizen
PE und HD aus den eigenen Messungen mit TDI gewonnen werden, als auch der
Einfluss des Sondenmolekiils durch Vergleich mit den Daten von Terrylen in PE und
HD aus der Literatur.

Ein experimentelles Problem bei den temperaturabhingigen Messungen war die
spektrale Instabilitdt der Molekiile. Es wurde versucht, immer drei Anregungsspek-
tren bei einer Temperatur aufzunehmen. Beginnend bei ~ 2,5 K wurde die Tempe-
ratur in Schritten von 0,5 oder 1 K erhoht bis zu einem Wert, bei dem das Signal-zu-
Rauschen Verhaltnis ungentigend zur Bestimmung der Linienform war. Dann wurde
die Temperatur wieder erniedrigt auf ~ 1,6 K, um die Reproduzierbarkeit zu kontrol-
lieren. Viele Molekiile {iberstanden diese Prozedur wiederholter Bestrahlung nicht
und verschwanden durch einen spektralen Sprung aus dem Scanbereich. Manchmal
wurden auch spektrale Spriinge innerhalb des Scanbereichs beobachtet (Mol. E in
Abb. 5.9 a). Fiir Molekiile, bei denen eine ausreichende Anzahl von Spektren auf-
genommen werden konnte, wurden die Linien mit Lorentzkurven angepasst und die
Halbwertsbreiten Avy, und die (relativen) spektralen Positionen d; bestimmt. Der
Fehlerbereich ist fiir die Linienbreiten und Verschiebungen zu jeweils 5-10 % der
Breiten aus den wiederholten Messungen bestimmt worden.

Die experimentellen Daten (Linienbreite Avy, und relative Position d;) fiir 14 Mo-
lekiile sind in Abb. 5.9 und 5.10 dargestellt. Alle Molekiile zeigen eine Verbreiterung
der Linie mit zunehmender Temperatur. Die Linienverschiebung ist fiir einzelne
Molekiile aber unterschiedlich. Die meisten zeigen einen Blaushift bei hheren Tem-
peraturen, hiufig konkurriert aber im unteren Temperaturbereich ein Prozess, der
zu einem Rotshift fiihrt.

Durch Verwendung der Formeln 3.49 aus Kapitel 3.2.4 werden in der theoretischen
Beschreibung die Beitrédge von TLS und Phononen berticksichtigt. Der Effekt von
TLS sollte analog zu den Ergebnissen aus den Linienbreitenverteilungen in der PE
Probe ausgeprigter sein. Dieser Einfluss ist der dominante Effekt im niedrigen Tem-
peraturbereich, weil hier immer noch Tunnelprozesse und damit TLS Flips auftreten.
Die Kopplung an Phononen kann unter 2 K vernachléssigt werden, wie es schon bei
der Theorie der Linienbreitenverteilung getan wurde. Dieser Beitrag gewinnt erst
bei hoheren Temperaturen (7" > 3 K) an Bedeutung.

In der theoretischen Beschreibung der Linienverschiebung tritt durch Einbeziehung
von thermischer Ausdehnung der Matrix ein komplexer Integralterm auf. Die darin
auftretenden Parameter sind jedoch groflenteils in der Literatur beschrieben. Der
thermische Langenausdehnungskoeffizient «y;, ist fiir PE verschiedener Kristalli-
nitdten (y = 1: kristallin, y = 0: amorph) im gewiinschten Temperaturbereich in
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Abbildung 5.9: Temperaturabhéngigkeit der Linienbreite Avy;, (volle Kreise) und spektralen
Position (offene Vierecke) der Nullphononenlinien einzelner TDI-Molekiile in HD. (a) Probe
I, bei der TDI in Methylenchlorid vorgelést wurde, (b) Probe II, bei der TDI direkt in HD
gelost wurde. Die durchgezogenen Linien sind Anpassungen nach Formeln 3.49 bzw. 5.3 und
5.4 im unteren Temperaturbereich (7" < 7 K fiir Probe I bzw. T' < 9 K fiir Probe II; im
schraffierten Bereich ist die Verwendung der geniherten Funktion nicht mehr gerechtfertigt;
Datenpunkte aus diesem Bereich sind fiir die Anpassung nicht beriicksichtigt). Die Parameter
sind in Tabelle 5.3 aufgelistet.
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Abbildung 5.10: Wie Abb. 5.9 fiir TDI / PE

[158] tabelliert und konnte durch die analytische Funktion oy, = (3,3 —2,6x) 107
K=* x T3 im Temperaturbereich zwischen 0 und 10 K approximiert werden. Fiir die
isotherme Kompressibilitit x wird der Wert 0,13 GPa™! aus [126] entnommen. Expe-
rimentelle Untersuchungen zur Verschiebung durch hydrostatischen Druck wurden
an einzelnen Pentacen- [21] und Terrylen-Molekiilen [159] in p-Terphenyl durch-
gefiihrt, und mit Lochbrennen an Phthalocyanin in Polymethylmethacrylat (PM-
MA), Polystyrol und PE [126]. Alle Autoren berichten von einer linearen Rotver-
schiebung bei zunehmendem Druck. Die Verschiebungsparameter (Ov/0p)r betru-
gen ~ -1 MHz/hPa in kristallinen und ~ -0,6 MHz/hPa in Polymerproben. In den
Lochbrennexperimenten wurde keine Temperaturabhéngigkeit des Verschiebungspa-
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rameters gefunden und in den Einzelmolekiilexperimenten keine Druckverbreiterung
beobachtet. Damit l&sst sich der Integralterm inklusive Vorfaktoren aus 3.49 erset-
zen durch —c,q T mit ¢,y in der Groe von 0,1 MHz/K* (fiir semikristallines PE).
Fiir HD wird von einer dhnlichen Abhéngigkeit ausgegangen mit ¢, in derselben
GroBenordnung.

Bei der Anpassung der nun erhaltenen Gleichungen fiir die Linienbreite und die
Verschiebung stellt man fest, dass die Variation des Exponenten « zwischen den
sinnvollen Werten 1 und etwa 1,5 nur sehr geringe Verdnderungen im Kurvenverlauf
erzeugt. Andererseits ist es nicht moglich, aus den Messungen ein scharf definiertes
a zu bestimmen. Es wurde deshalb « gleich 1 gesetzt, so dass die zur Anpassung
der Messdaten verwendeten Formeln lauten:

Avp(T) = Avjpy + ap T+ by e 7T (5.3)
5, (T) = 6p+asT+bye T —cpy T (5.4)

Um die theoretischen Parameter nun aus den Daten zu erhalten, wurde wie folgt
vorgegangen: Zundchst wurde Gl. 5.3 an die Daten der Linienbreiten im unteren
Temperaturbereich angepasst, um Avy,, a.,, b, und Ty zu erhalten. Das Tieftempe-
raturlimit der Linienbreite Avy,, wurde dabei nicht bei 40 MHz festgehalten, zeigte
aber auch keine grofleren Abweichungen. Ty und b,, sind gegenseitig schwach von-
einander abhéngig, so dass eine geringfiigige Erhohung des einen Parameters auch
zu einem hoheren Wert des anderen Parameters fiihrt. Insgesamt konnten die Werte
aller vier Parameter aber ziemlich eindeutig bestimmt werden. Wenn damit 7 aus
den Daten der Linienbreiten bekannt ist, wurde es bei der Anpassung der Funktion
5.4 an die Verschiebungsdaten verwendet und festgehalten. Anders war es gewthn-
lich nicht moglich, alle freien Parameter in 5.4 zu bestimmen. Fiir ¢,,; wurden nur
geringe Abweichungen vom abgeschéitzten Wert erlaubt und schliellich ein fiir al-
le Molekiile einer Probe geeigneter Wert festgehalten. Man erkennt leicht, dass die
Volumenexpansion der Matrix aufgrund der T*-Abhéingigkeit ein wichtiger und ein-
flussreicher Beitrag zur Linienverschiebung ist. Deshalb konnen kleine Fehler in ¢,
grofle Fehler von b,, dem priaexponentiellen Faktor des Arrhenius-Terms, verursa-
chen. Es muss erwdhnt werden, dass gelegentlich auch eine Anpassung ohne den
Term der Volumenexpansion moglich gewesen wére. Dies hat aber immer zu einer
sehr hohen und damit unverniinftigen Phononenenergie gefiihrt.

Die Ergebnisse der Anpassungen sind in Tabelle 5.3 aufgelistet und die zugehorigen
Graphen in den Abbildungen 5.9 und 5.10 eingezeichnet. Sie zeigen klare Unter-
schiede fiir alle drei Proben, die den unterschiedlichen Grad an Unordnung in den
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Tabelle 5.3: Parameter von Gln. 5.3 und 5.4, die zur Anpassung der theoretischen Ausdriicke an die
experimentellen Daten gewéihlt wurden (Bemerkung: Die Werte fiir 7o wurden aus der Anpassung
an die Daten der Linienbreiten erhalten. Diese Werte Ty wurden zu Anpassung der Kurven an
die Daten der Linienverschiebung verwendet. Aulerdem wurde innerhalb der einzelnen Proben ein

*

einheitlicher Wert fiir ¢, gefordert. Abkiirzungen: n.= Wert nicht angebbar; * = klar erkennbare

spektrale Spriinge wihrend des Messzyklus).

Linienbreite Linienverschiebung

Aabs Avpp, (U b To s bs To Cvol

mm] | MHZ] (MEZ) [GHy K] | M4 [GHA K] [AHE
TDI/HD-I:
Mol. A 658,0 45 0 18 28 0 26 28 0,2
Mol. B 658,7 53 0 7,5 23 0 -5 23 0,2
Mol. C  656,8 54 0 10 28 0 -7 28 0,2
Mol. D 656,5 5%) 0 8 24 -18 -10 24 0,2
Mol. E  655,8 53 0 22 26 0* -10 26 0,2
TDI/HD-II:
Mol. A 652,8 42 13 35 35 -45 =27 35 0,14
Mol. B 658,9 42 4 42 26 -29 -43 26 0,14
Mol. C  653,4 42 4 31 33 n.
Mol. D 653,8 44 2 29 32 n.
Mol. E  653,5 37 5) 37 35 n.
TDI / PE:
Mol. A 662,8 116 24 3 21 n.*
Mol. B 656,3 62 17 6 20 -14* 11 20 0,1
Mol. C  655,3 52 27 1 ~20 o* 4 20 0,1
Mol. D 652,7 52 38 4 ~15 0 -17 15 0,1

Matrizen und an Stérungen durch die Einbettung des Chromophors in die Matrix
reflektieren.

Probe I von TDI in HD (Abb. 5.9 a) scheint die kristallinste Struktur zu haben.
Im Verhalten der Linienbreiten sind nur Dephasing-Effekte von pseudolokalen Pho-
nonen beobachtbar, wie es in einkristallinen Systemen der Fall ist [106], aber keine
TLS Beitriige. Die Energien der Phononen liegen zwischen 16 und 20 cm™! (Tp: 23-
28 K). Diese Werte sind sehr verniinftig, da auch Fluoreszenzspektren von einzelnen
Molekiilen in dieser Probe aufgenommen wurden, die Phononenpeaks im Abstand
von 16 + 3 cm~! von vibronischen Ubergéingen zeigen. Die Fluoreszenzspektren sind
in Abb. 5.11 dargestellt und zeigen nur den Fingerprint-Bereich, da beim 0-0 Uber-
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gang die Anregung erfolgte. Fiir diese Werte der Phononenenergien ist riickwirkend
auch die Verwendung der arrheniusformigen Néherungsausdriicke zur Beschreibung
des Einflusses der pseudolokalen Phononen fiir 7' < 7 bzw. 9 K gerechtfertigt [119].

Aus den Daten der Linienverschiebung sind fiir die Molekiile D und E geringfiigige
TLS Beitrége erkennbar. Fiir die Verschiebung als Resultat der Phononenkopplung
kann man verschiedene Richtungen finden. Molekiil A wandert spektral nach blau
und B bis E nach rot, was jedoch an den Graphen schwer zu erkennen ist, aus
Tabelle 5.3 aber eindeutig hervorgeht. Es scheint, dass bei manchen Molekiilen die
Phononenenergie im angeregten Zustand hoher ist als im Grundzustand und fiir an-
dere gerade umgekehrt. Der dominante Beitrag zur Linienverschiebung ist jedoch die
Volumenexpansion, die zu einem Blaushift nahezu aller Einzelmolekiile bei hoheren
Temperaturen fiihrt.

Um die Theorie der pseudolokalen Phononen stiarker zu testen, wurde versucht, mit
Gl. 3.45 und 3.46 alle moglichen Phononeneigenschaften aus den préexponentiellen
Faktoren b,, und b, zu gewinnen. Zur Kontrolle der Ergebnisse wurde unabhéngig
die Phononenlebenszeit 7, aus der Breite der Phononenpeaks auf der Stokes-Seite
der Vibrationsbanden in den Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektren (Abb. 5.11) zu 2 ps
bestimmt. Die Halbwertsbreite dieser Peaks ist 7 & 2 cm™! bei einer instrumentellen
Auflésung des Spektrographen von 4 cm~!. Obwohl die bestimmte Lebenszeit nur
eine grobe Abschiitzung ist und sein soll, ist ihr Wert in guter Ubereinstimmung
mit den temperaturabhéngigen Messungen an Molekiill A. Man findet 7 = 2,5 ps
und einen Energiedifferenz dv des Phonons im Grund- und angeregten Zustand von
0,9 cm™! (26 GHz). Innerhalb der Fehlergrenzen erhilt man bis zu einer Grofien-
ordnung langere Lebenszeiten fiir die anderen Molekiile. Die Lebenszeiten scheinen
breit verteilt zu sein, was nicht im Widerspruch zu den Fluoreszenzspektren ist.

Die Analyse der Molekiile aus Probe II von TDI / HD zeigt interessante Unter-
schiede gegeniiber Probe I. Obwohl die Temperaturabhéngigkeiten von Linienbreite
und Position auf den ersten Blick sehr dhnlich erscheinen, konnte kein Datensatz
der fiinf Molekiile ohne die TLS Beitriage angepasst werden. Zusétzlich konnten die
Daten der Linienverschiebung fiir drei Molekiile gar nicht ausgewertet werden. Sie
zeigen keinen klaren Trend im unteren Temperaturbereich, wo die vereinfachten Aus-
driicke fiir die Kopplung an pseudolokale Phononen angewendet werden diirfen. Der
wahrscheinlichste Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse fiir die Proben I und
IT steht wohl in Zusammenhang mit der Probenprédparation. In Probe I sind wohl
noch Reste von Methylenchlorid, die die Stabilitdt des Chromophors und der langen
Hexadecanketten beeinflussen. In Probe II fiigen sich der Chromophor und HD nicht
perfekt aneinander und verursachen damit freie Volumina und Stérungen in der Kris-
tallstruktur von HD. Die Messungen reflektieren diesen Grad an Unordnung in der
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Abbildung 5.11: Fingerprint-Bereich der linienverschmélerten Fluoreszenzspektren einzelner
TDI-Molekiile in HD (Probe I) bei 2,5 K, die bei ihrem 0-0 Ubergang bei (a) 653,13 nm,
(b) 656,72 nm und (c¢) 660,62 nm angeregt wurden. Die drei stirkeren Moden sind charak-
teristisch fiir TDI, kénnen aber durch den individuellen Einbau in absoluter Position und
Intensitdt von Molekiil zu Molekiil variieren. Sie sind auf der Seite hoherer Wellenzahlen
begleitet von Phononenpeaks, die als minimale Phononenseitenbanden unter Erzeugung nur
eines Phonons beim elektronischen Ubergang in ein Schwingungsniveau betrachtet werden
konnen.

Umgebung der Farbstoffmolekiile. In welchem Ausmafl unkontrollierbare Parameter
bei der Abkiihlung zu unterschiedlichen Probenqualitédten fithren kénnen, ist bisher
unbekannt. Ist die Unordnung in der Matrix zu grof}, gibt es durch starke spektrale
Diffusion Probleme bei der Datenanalyse. Die aus Probe II bestimmten Phononen-
energien liegen zwischen 18 und 25 cm™! (T: 26-35 K) und sind geringfiigig hoher als
in Probe I. Fiir die Molekiile A und B in Abb. 5.9 (b) konnte die Phononenlebenszeit
zu 5 ps abgeschétzt werden.



126 5. Spektral hochauflésende Untersuchungen

In der semikristallinen Wirtsmatrix PE (Abb. 5.10) zeigten sich noch stiarkere TLS
Beitréage. Dies konnte schon aus dem Vergleich der Linienbreitenverteilungen erwar-
tet werden und ist unter anderem veranschaulicht am uneinheitlichen Verlauf der
Linienposition von Molekiil A dieser Probe. Entsprechend war es auch schwieriger,
eine ausreichende Anzahl von Spektren von einem Molekiil zu erhalten, und fiir die
Fille, in denen dies gelang, zeigen sich starke Unterschiede. Bei Betrachtung der
praexponentiellen Faktoren, die den Beitrag der pseudolokalen Phononen reprisen-
tieren, beobachtet man nur kleine Werte, die nahezu vernachléssigt werden kénnen,
wenn fiir a Werte bis zu 2 akzeptiert werden. Die Daten sollten jedoch nicht un-
ter Vernachldssigung des Einflusses pseudolokaler Phononen ausgewertet werden.
Entsprechend kann aber kaum eine Aussage iiber die Phononenenergien gemacht
werden, weil der Fehlerbereich zu grof3 ist. Es zeigten sich auch héhere Tieftempera-
turgrenzwerte der Linienbreiten Avyy,, die ihrerseits auf stérkere spektrale Diffusion
hinweisen, sowie erhohte Vorfaktoren a, des Potenzgesetzes fiir die Verbreiterung.
In der Tatsache, dass die Vorfaktoren a, im Mittel viermal so grof§ sind wie die
entsprechenden Werte in der Probe II von TDI / HD, bestitigen sich wiederum die
unterschiedlichen Grade der Unordnung.

Im Vergleich aller drei Proben findet man signifikante Unterschiede, die aus der
Wechselwirkung der Chromophore mit den unterschiedlichen Umgebungen resultie-
ren. Die erstmalige Einbeziehung von Volumenexpansion in der Auswertung von
Daten temperaturabhéngiger Linienverschiebungen von einzelnen Molekiilen zeigt,
dass dieser Beitrag unverzichtbar ist. Wenn die gewohnlich unsystematischen Effekte
von TLS nicht zu dominant sind, ist es moglich, aus den Messungen der Linienver-
breiterung und -verschiebung FEigenschaften wie Energie und Lebenszeit der pseu-
dolokalen Phononen zu entnehmen. Andernfalls kann mit kiirzeren Aufnahmezeiten
fiir die Spektren versucht werden, diesem Problem entgegenzuwirken. Mit gréflerem
Aufwand kann versucht werden, mit den exakten Ausdriicken aus der Theorie der
pseudolokalen Phononen [119] auch das Verhalten bei hoheren Temperaturen, des-
sen Abweichungen hier aufler Acht gelassen werden mussten, zu reproduzieren und
damit die Theorie im allgemeineren Fall zu testen.

5.2 Perylen-Terrylendiimid - Modellchromophor
fiir Energietransfer-Untersuchungen

Die Untersuchung von Energietransfer an einzelnen Molekiilen in fester Phase er-
laubt die Beobachtung des Prozesses fiir individuelle, fixierte Konformationen und
schliefit jede Informationsreduzierung durch Mittelungen aus. In Abhéngigkeit ver-



5.2 Perylen-Terrylendiimid 127

schiedener Orientierungen und Abstéinde von Donor- und Akzeptormolekiil kann
aus spektralen Eigenschaften die Energietransferrate kg bestimmt und die Uber-
einstimmung mit der Theorie des Forster-Mechanismus gepriift werden.

Als Modellsystem wurde ein gekoppelter Bichromophor synthetisiert. Er besteht aus
den Farbstoffen Perylen und TDI, die sich beide fiir Einzelmolekiilexperimente bei
Tieftemperatur eignen und iiber eine flexible Kohlenwasserstoffkette CgH;o kovalent,
aber flexibel miteinander verbunden sind. Perylen stellt in diesem System den Do-
nor dar, der nach Anregung entweder selbst fluoresziert oder strahlungslos Energie
an den Akzeptor TDI iibertriagt, so dass dieser fluoresziert. Bevor auf die Metho-
den, die spektralen Figenschaften des Bichromophors Pe-TDI und die Experimente
eingegangen wird, soll ein kurzer Uberblick iiber die Theorie des Energietransfers
gegeben werden [160, 161, 162].

5.2.1 Grundlagen des elektronischen Energietransfers nach
dem Forster-Mechanismus

Die Ubertragung von elektronischer Anregungsenergie kann in Gasen, in Losungen
und auch im Festkorper stattfinden. Dabei besteht kein prinzipieller Unterschied,
ob der Energieiibergang zwischen separierten Teilchen z.B. in Losung auftritt (inter-
molekular) oder zwischen zwei getrennten Gruppen eines Molekiils (intramolekular)
[162]. Untersuchungen zum zwischenmolekularen Energieiibergang wurden schon zu
Beginn der 20er Jahre unternommen. Ein historischer Uberblick ist in [163] und [164]
gegeben. Der hier interessierende Fall des Festkorpers erlaubt keine Diffusion und
keine Orientierungsédnderungen der Molekiile. Die Molekiile haben einen konstan-
ten Abstand und eine ortsfeste Lage, so dass Wechselwirkungen durch Kollisionen
ausscheiden.

Fiir die Energieiibertragung von einem angeregten Molekiil, dem Donor (D), zu
einem anderen Molekiil, dem Akzeptor (A), lassen sich zwei Prozesse unterscheiden:

e strahlende Energieiibertragung: zwischen Donor und Akzeptor tritt keine di-
rekte Wechselwirkung auf, sondern der Transport geschieht iiber die Emission
und Reabsorption eines Photons (trivialer Prozess).

e strahlungslose Energieiibertragung: durch Coulombsche und Austauschwech-
selwirkung wihrend der Anregungslebenszeit des Donormolekiils kann Energie
ohne Beteiligung eines Photons iibertragen werden.

Es gibt einige Unterscheidungskriterien zwischen beiden Prozessen [163]. Dazu zihlt
das Fluoreszenzspektrum, das beim strahlungslosen Prozess unverindert bleibt,
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beim trivialen Prozess aber entsprechend dem Absorptionsspektrum des Akzeptors
abgeschwicht wird, und die Donorlebenszeit, die durch den strahlungslosen Prozess
als zusétzlichem Relaxationskanal gekiirzt wird, beim trivialen Prozess aber nicht
verdndert wird.

Im Folgenden soll primér der strahlungslose Prozess betrachtet werden. Das Donor-
molekiil absorbiert ein Photon und gelangt in den angeregten Singulett-Zustand S;
(D*). Bevor es strahlend relaxiert, soll es die elektronische Anregungsenergie oh-
ne Beteiligung eines Photons an das Akzeptormolekiil iibertragen. Dieses gelangt
entsprechend in den Singulett-Zustand S; (A*). Uberginge, an denen ein Triplett-
zustand beteiligt ist, sind sehr unwahrscheinlich und werden hier nicht betrachtet.

nr
DA

D'+A — D+ A (5.5)

Die Ubergangsrate

Die Coulombsche Wechselwirkung zwischen Donor und Akzeptor fithrt zu einer
Storung der Zustédnde von D* und A, der zugehorige Hamilton Operator sei mit
H"W begzeichnet. Mit der zeitabhéngigen Stérungsrechnung lisst sich die Rate ky,,
aus dem Anfangszustand |m) in den Zustand |n) berechnen [165] :

2w
Kunm = - §(E, — En)  |[(n|HYW|m)? (5.6)

Die Diracsche d-Funktion in Gl. 5.6 fordert die Ubereinstimmung beider Energien.
Bei aromatischen Farbstoffmolekiilen sind die elektronischen Zustéinde durch die
Schwingungsfeinstruktur vielfach unterteilt. Die Energie, die der Akzeptor aufneh-
men kann, gleicht also einem quasikontinuierlichen Spektrum. Fiir die Endzustdnde
|f) (final) ldsst sich die Zustandsdichte p4(E) definieren als Zahl der Zustidnde pro
Energieintervall AEy. Die Gesamtrate erhdlt man durch Summation von Gleichung
5.6 iiber alle Endzustéande, d.h. durch Integration {iber alle Energien nach Multipli-
kation mit der Zustandsdichte. Das Ergebnis ist Fermis Goldene Regel. Da auch die
Anfangszustande |i) (initial) als kontinuierlich betrachtet werden konnen (die zu-
gehorigen Energien treten im Ubergang des Donors vom Schwingungsgrundzustand
von S7 in die vielen Schwingungsniveaus von Sy und zusétzlicher Matrixphononen-
anregung auf; siehe Abb. 5.12 a), kann man einen Schritt weiter gehen und auch hier
eine Zustandsdichte pp(E) einfithren, die beim Integrieren als Verteilungsfunktion
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dient (letztendlich stecken in den abstrakt klingenden Verteilungen vor allem die
Spektren der beiden Molekiile). Die Gleichung fiir die Rate lautet damit:

boa= = [ dE po(B) pa(E) [(1HV 1) 5.7

Anfangs- und Endzustand lassen sich durch die normierten und orthogonalen Wel-
lenfunktionen von Donor und Akzeptor in Grund- und angeregtem (*) Zustand dar-
stellen. Die allgemeine Behandlung fordert die Antisymmetrisierung der Wellen-
funktionen aufgrund des Pauli-Prinzips. Zwei Elektronen sind an den Anregungen
beteiligt, die entsprechende Zahl ist der Wellenfunktion als Index zugeordnet.

i) = jﬁ (105 Ay) — 1Dy Aw)) (5.8)
111 = <5 (100 At} ~ 1D Aiy) (5.9)

Das Ubergangsmatrixelement (HWV) := (f|H"W|i) zerfillt dann in zwei Teile:

(Hpa') = (Day Ay |[H" | Dfyy Awgy) + (Diay Aoy |H Y | Dy Aqy) (5.10)

— ,,Forster” — ,,Dexter”

Der erste Term ist die Coulomb-Wechselwirkung, die im Rahmen der Forster-Theorie
im Folgenden behandelt wird. Der zweite Term ist die Austausch-Wechselwirkung,
die zum Dexter-Mechanismus fiihrt [166]. Der Austauschterm tritt nur als Folge der
Antisymmetrisierung auf und ist damit eine rein quantenmechanische Erscheinung.
Er verschwindet, wenn die Wellenfunktionen nicht iiberlappen, da das Pauli-Prinzip
dann nicht angewendet werden muss. Durch die notwendige Uberlappung der La-

dungswolken ist der Dexter-Mechanismus sehr kurzreichweitig und wirkt sich nur
bei Molekiilabstéinden R bis maximal 10 A aus [167].

Dipol-Dipol-Wechselwirkung

Der erste Term in Gleichung 5.10 stellt die Coulombsche Wechselwirkung zwischen
den Ladungsverteilungen der elektronischen Ubergéinge beider Molekiile dar. Sie
ldasst sich in Multipolen entwickeln. Da die Molekiile neutral sind, verschwinden
die Monopolterme und als niedrigste Ordnung tritt die elektrische Dipol-Dipol-
Wechselwirkung H% auf:

HYW = H% 4 g% (5.11)

hohere Ordnungen
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(a) Spektraler Uberlapp: (b) Orientierung (k) und
Abstand R:
Donor (Perylen) X
- k dd 1
S, D4 Akzeptor (TDI) '
7@ <
Yy S,
hv, i .
hv
Vv
S yy ———— S,
0 A
-------------------- kdd oC ﬁ
strahlungsloser Energietransfer b4 RO

Abbildung 5.12: (a) Niveauschema zum Energietransfer. Nach Anregung des Donors kann
dieser entweder selbst fluoreszieren oder strahlungslos seine Anregungsenergie an den Ak-
zeptor iibertragen, woraufhin dieser fluoresziert (strahlungslose Relaxationen werden als
vernachlédssigbar angenommen). Wegen der Energieerhaltung muss der Akzeptor genau die
vom Donor abgegebene Energie (unter Beachtung von Schwingungsanregungen) aufnehmen.
Anschaulich entspricht das dem Uberlapp des Fluoreszenzspektrums des Donors D und des
Absorptionsspektrums des Akzeptors A. (b) Relative Orientierung der beiden Dipole im
Nahfeld. Die Energietransferrate k!, hingt quadratisch vom Orientierungsfaktor x (GL
5.13) und invers von der sechsten Potenz des Abstands R der Dipole ab.

Die hoheren Ordnungen wie die elektrische Dipol-Quadrupol-Wechselwirkung und
andere Kombinationen von elektrischen und magnetischen Multipolmomenten
konnen gegeniiber dem fithrenden Term vernachlissigt werden (sie werden zum Teil
in [166] und [168] behandelt). In dieser Naherung soll nun die Energietibertragung
durch Wechselwirkung zweier Dipole stattfinden, also zwischen den Ubergangsdi-
polmomenten der Molekiile. Wie schon in Kap. 2.4.2 erwédhnt, unterscheidet die
Elektrodynamik fiir das Feld eines Dipols [98] zwei Fille fiir grofie und kleine Di-
polabsténde R. Im Fernfeld (kR > 1, wobei k = w/c = 2x/\ der Betrag des
Wellenvektors ist) erhélt man das bekannte Strahlungsfeld eines Hertzschen Dipols.
Bei optischen Ubergiingen ist diese Bedingung fiir Abstinde R groBer als etwa 500
nm erfiillt. Hier kann der triviale Prozess der Reabsorption auftreten, der hier nicht
weiter behandelt werden soll.
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Im Nahfeld (kR < 1) kann der Akzeptor direkt mit dem Donor wechselwirken.
Dieser strahlungslose Fall tritt bei optischen Ubergéingen fiir Abstéinde R kleiner als
etwa 100 A auf. Die Stirke der Wechselwirkung kann anschaulich mit Hilfe der Feld-
linien des Donordipols abgeschétzt werden. Die Wechselwirkungsenergie zwischen
den beiden Dipolen dp (im Ursprung) und d 4 (am Ort R) ist durch die folgende
Gleichung gegeben (im cgs-Einheitensystem; RO ist der Einheitsvektor von R n ist
der Brechungsindex des umgebenden Mediums, wobei n? = ¢, die Dielektrizitéits-
konstante ist; vgl. auch Gl. 2.21):

3 (RVdp) (R0da) — dpda dp da
dd _ _
e = n? R -~ n?R (5:12)
K =3 COS®Yp COS P4 — COS PpA (5.13)

Die Winkelbezeichnungen ergeben sich aus der Notation bzw. aus Abb. 5.12 (b).

Forster-Theorie des dipolaren Energietransfers

Fiir grofle Molekiile ist die Abstandsdefinition etwas unscharf. Eigentlich geht man
von punktformigen Teilchen aus. Ist die Molekiilausdehnung geringer als der Ab-
stand, lassen sich noch die Schwerpunkte zu Hilfe nehmen. Sind beide von der glei-
chen Gréfenordnung, gelangt man in einen Bereich, fiir den keine klaren Abstands-
angaben mehr moglich sind und in dem der Dexter-Mechanismus an Bedeutung
gewinnt.

Die Forster-Theorie beschreibt die Energieiibertragung zwischen rdumlich ge-
trennten Molekiilen durch die eben dargestellte strahlungslose Dipol-Dipol-
Wechselwirkung und behandelt damit Molekiilabsténde zwischen etwa 10 und 100
A. Die Verwendung von Gln. 5.7 und 5.12 liefert die Rate:

2 72 2
dy dy K

2m
kb = %/dE pp(E) pa(E)

21 K2
= T [ dr dy @ o () pal®)

Die Dipole sind die Ubergangsdipolmomente d der Molekiile, die durch die geéinderte
Ladungsverteilung im angeregten Zustand entstehen. In der zweiten Zeile wurde die
Integration iiber die Energie auf die iiblicheren Wellenzahlen 7 umgerechnet.
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Es zeigt sich jetzt schon die Abstandsabhiingigkeit, nimlich zu R~%, sowie die
Abhiingigkeit der Rate von der gegenseitigen Orientierung durch x? (definiert in
Gl. 5.13). Der Winkelfaktor x? kann Werte zwischen 0 und 4 annehmen. Bei Brown-
scher Bewegung bzw. Rotationsdiffusion (in Losungen und Gasen) ergibt sich ein
Mittelwert x2 von % Fiir statistisch verteilte Vektoren ergibt sich im Mittel x2 =
0,476 [161].

Die Faktoren unter dem Integral lassen sich durch spektroskopisch messbare Grofien
darstellen [169], namlich im Wesentlichen durch das Fluoreszenzspektrum des Do-
nors und das Absorptionsspektrum des Akzeptors. Das Fluoreszenzspektrum f9 ()
sei normiert ([ dv f%(7) = 1), ea(P) entspricht dem Absorptionsspektrum des Ak-
zeptors und ist der molare, dekadische Extinktionskoeffizient, der aus dem Lambert-
Beerschen Gesetz I(z) = Iy 107°4°" bekannt ist. Weitere benotigte Groflen sind
die mittlere Lebensdauer 75 des ungestérten angeregten Zustandes des Donormo-
lekiils, die Fluoreszenzquantenausbeute ¢; in Abwesenheit eines Akzeptors, sowie
die Avogadro-Konstante N4. Damit lisst sich k%, in der iiblichen Weise darstellen:

9(In10)¢y 1 K>
Kpa = / = 1
DA™ 198 75 ndi Ny 79 RS Ip(@) eal? (5.15)

Eine iibersichtlichere Darstellung liefert die Einfithrung des Forsterradius Ry:

1 RS
9(In10) ¢ %
6 RS _ _
= — 1
Fo = 1287r5n4 NA /fD 7)ea(?) u4 (5.17)

Der Forsterradius Ry ist der Abstand, bei dem die Rate fiir den Forster-
Energietransfer k%, und die natiirliche Rate des strahlenden Prozesses k; = 1/7,
iibereinstimmen. Voraussetzung fiir das Auftreten des Forster-Mechanismus ist ne-
ben einer Orientierung mit & # 0 der Uberlapp von Fluoreszenz- und Absorp-
tionsspektrum (bei der Temperatur, bei der auch der Energietransfer stattfinden
soll). Die Theorie zum Energietransfer durch Dipol-Dipol-Wechselwirkung wurde
von Forster zunichst klassisch hergeleitet [170] und spéter quantenmechanisch aus-
gearbeitet [166, 169, 171].
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5.2.2 Methoden zur Bestimmung der Energietransferrate

Das Ziel der Untersuchungen war die Bestimmung der individuellen Energietrans-
ferraten kpr (im Rahmen der Herleitung der Férster-Theorie wurde kpr mit k%,
bezeichnet) einzelner Molekiile im Festkorper in ihrer starren Konformation. Die
relative Orientierung der Molekiile kann durch Polarisationsexperimente mit Ein-
schrankungen bestimmt werden. Bei tiefen Temperaturen muss das Donormolekiil
zundchst in Form seines Fluoreszenzanregungsspektrums isoliert werden. Zur Be-
stimmung von kpp sind zwei verschiedene Methoden denkbar: die Bestimmung der
Linienbreite, um aus der Verbreiterung die Rate fiir den Energietransferprozess kgp
zu ermitteln, oder die selektive Bestimmung des Anteils an Pe- und TDI-Fluoreszenz,
um aus dem Verhaltnis Riickschliisse auf kgt zu zichen.

Die Linienbreite des Anregungsspektrums eines einzelnen Molekiils ist gegeben durch
die Summe aller Zerfallsraten des angeregten Zustands:

1
Awhb = ; = kges = /i)f —+ kET (518)

Strahlungslose Relaxationsprozesse wie Interkombination und interne Konversion
seien vernachlédssigt, da es aus Lebensdauermessungen keine Hinweise darauf gibt.
Die Fluoreszenzquantenausbeute ¢¢ wird entsprechend als néaherungsweise 1 ange-
nommen. Die Fluoreszenzrate k; von Pe ist 1/7 mit der Lebenszeit 75 in Abwesen-
heit des Akzeptors. Der Energietransferprozess verbreitert nach 5.18 die Absorpti-
onslinie. Um die Messdaten auswerten zu konnen, muss eine Matrix gewéhlt werden,
in der TLS Beitrédge nur eine untergeordnete Rolle spielen.

Tritt Energietransfer auf, sollte man Fluoreszenz von Pe und auch von TDI sehen
und deshalb Anregungsspektren derselben Pe-Absorptionslinie aufnehmen kénnen
bei spektral selektierter Detektion von einerseits Pe-Fluoreszenz und andererseits
TDI-Fluoreszenz. Aus den integralen Intensititen Ip, und Itp; (korrigiert um die De-
tektionseffizienzen) kann die Quantenausbeute ¢pr des Energietransfers bestimmt
werden (wieder unter der Annahme, dass keine weiteren strahlungslosen Relaxati-
onskanéle existieren). Mit der Fluoreszenzrate ks kann man damit auch die Ener-
gietransferrate kgp berechnen:

ITDI _ kET (5 19)

bor = Ipe + Irpr k¢ + kgr

Die Energietransferrate kgr kann unter den experimentellen Bedingungen nur fiir
einen eingeschrankten Wertebereich bestimmt werden. Um geniigend Signal der TDI
Fluoreszenz detektieren zu konnen, darf kgr nicht beliebig klein sein. Auflerdem
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darf kg nicht beliebig grof§ sein, da das durch die zugehorige Verbreiterung ab-
nehmende Signal-zu-Untergrund Verhéltnis ab einem bestimmten Wert keine Pe-
Absorptionslinie mehr erkennen lésst. Als Abschétzung lasst sich folgende Forderung
angeben:

0,2]{3]0 < kET < Qkf (520)

5.2.3 Spektrale Eigenschaften von Pe-TDI

In Abb. 5.13 sind das Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Pe-TDI in Methy-
lenchlorid CH5Cly dargestellt. Das Absorptionsspektrum in Chloroform CHCl3 zeigt
innerhalb der Fehlergrenzen keine Anderung. Im Absorptionsspektrum kann man
feststellen, dass das gekoppelte System im Wesentlichen unveréndert die Absorpti-
onsspektren von Perylen und von TDI in Uberlagerung zeigt. Im blauen Spektral-
bereich ist das Spektrum des Pe-Teils mit Absorptionsmaximum bei 451 nm und im
Roten ist die Bande von TDI mit Maximum bei 660 nm sichtbar. Die iiberbriickende
Kohlenwasserstoffkette und weitere Seitengruppen, die zur Synthese notwendig sind,
fithren nur zu einer leichten Verschiebung der Banden. Zum Vergleich wurde das Ab-
sorptionsmaximum von reinem Perylen in Methylenchlorid zu 437 nm und von TDI
(ohne Seitengruppen) in Methylenchlorid zu 650 nm bestimmt. Das Absorptions-
spektrum lisst den Schluss zu, dass keine Uberlappung oder grofere Verdnderung
der beiden konjugierten m-Systeme als Folge der kovalenten Verkniipfung auftritt.

Auch im Fluoreszenzspektrum erscheinen die Beitriage der beiden verbundenen Chro-
mophore spektral getrennt voneinander. Die Maxima in der Fluoreszenz sind ge-
geniiber den Absorptionsmaxima auf 470 und 705 nm verschoben. Die Bande bei
556 nm ist nicht typisch fiir Perylen, ihr Ursprung konnte jedoch nicht sicher geklart
werden. Moglicherweise handelt es sich um ein Exciplex (Excited State Complex)
[161], das durch Kopplung des angeregten Perylens mit TDI unter Umsténden in
einer sandwichartigen Konformation auftritt.

Das Absorptionsspektrum der TDI-Untereinheit (im restlichen Unterkapitel nur
noch mit TDI bezeichnet) iiberlappt mit der Emission des angekoppelten Perylens
(Pe), womit Energietransfer moglich ist. Aulerdem tritt keine direkte Anregung von
TDI bei Anregung von Pe im Maximum um 450 nm auf, weil die Spektren zueinander
sehr weit verschoben sind. Dies wurde durch Testmessungen bestétigt.

Anhand des Fluoreszenzspektrums in Abb. 5.13 (b) lasst sich feststellen, dass unter
den gegebenen Bedingungen in der CHyCly-Losung die mittlere Energietransferrate
kgr in der Gréflenordnung der Fluoreszenzrate ky ist, da die Banden von Pe und



5.2 Perylen-Terrylendiimid 135

— 660 —
— (@ _|
g
Q -
s |
5 1
= _
ks |
e.\ —
2
2 1
< |
40 - 470 (b)
— I 705 |
T 30| |
= i ]
N 556
T ’
% 10 _410 nm ]
O ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ]
400 500 600 700 800

Wellenldnge [nm]

Abbildung 5.13: (a) Absorptions- und (b) Fluoreszenzspektrum von Pe-TDI in einer
Methylenchlorid-Losung bei Raumtemperatur. Der Fehler betragt + 5 nm.

TDI &hnlich intensiv sind. Eine genaue quantitative Bestimmung fithrt zu einer
Quantenausbeute ¢pp fiir den Energietransfer von ~ 40 % bzw. zu einer mittleren
Energietranferrate kgr von ~ 0,7 k¢, die im gewiinschten Bereich liegt.

Um den Einfluss einer festen Matrix, in der im Gegensatz zur Losung keine Re-
orientierungen moglich sind, sowie den Einfluss der Temperatur auf das Fluores-
zenzverhalten einschétzen zu kénnen, wurden Fluoreszenzspektren von Pe-TDI ein-
gelagert in Polyethylen (PE) und Tetradecan (TD) bei T = 2 K aufgenommen
(Abb. 5.14). Die Spektren sind schmalbandig im Bereich der Pe-Fluoreszenz, da Pe
durch den Laser innerhalb der inhomogenen Verbreiterung selektiv angeregt wird.
Auch die Seitenbande der Perylenfluoreszenz, die in Tetradecan um 573 nm auf-
tritt (Abb. 5.14 b), zeigt Linienverschmélerung und muss deshalb den selektierten
Pe-Molekiilen zugeordnet werden. Die TDI-Fluoreszenz ist erwartungsgeméfl breit-
bandig, da mit dem Energietransfer keine Selektion innerhalb der inhomogen ver-
breiterten TDI-Absorptionsbande verbunden ist. Diese Spektren decken sehr unter-
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schiedliche Verinderungen der Quantenausbeute ¢gr im Vergleich mit den Spektren
der Losung auf.

— 491 (@)

[ Pe-TDI in PE -

Fluoreszenz

- Pe-TDI in TD (b)

400 500 600 700 800

Wellenldnge [nm]

Abbildung 5.14: Fluoreszenzspektren von Pe-TDI in (a) Polyethylen (Aeye = 430,2 nm)
und (b) Tetradecan (Aeye = 432,9 nm) bei 2 K. Die beiden Matrizen zeigen einen stark
unterschiedlichen Einfluss auf die Quantenausbeute fiir den Energietransfer mit (a) ¢ppr=
16 % und (b) ¢pr= 73 %.

Die starke Erniedrigung der Quantenausbeute fiir den Energietransfer in der PE
Matrix auf ¢pr= 16 % ldsst sich durch die Linienverschmilerung bei tiefen Tem-
peraturen erkléren. Diese fithrt zu einer Reduzierung des spektralen Uberlapps und
damit zu einer Abnahme der Energietransferrate kgr. Die anderen entscheidenden
Parameter wie Orientierung (x) und mittlerer Abstand R sollten sich in der unge-
ordneten Matrix und durch die kovalente Bindung nicht stark von der Situation in
Loésung unterscheiden.

Fiir die starke Erhohung der Quantenausbeute fiir den Energietransfer in TD auf
¢pr= 73 % muss eine Orientierung der Molekiile in der polykristallinen Matrix als
Ursache herangezogen werden. Die Linienverschmélerung infolge der Temperaturer-
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niedrigung sollte auch in dieser Matrix die Tendenz zu geringerem Energietransfer

zeigen. Auch der Abstand R sollte aufgrund der kovalenten Anbindung beider Chro-

mophore nicht deutlich anders sein. In Falle einer linearen Anordnung der Molekiile
2

wiirde der Orientierungsfaktor x? statt dem Mittelwert von £ seinen Maximalwert

von 4 erreichen und den verstérkten Energietransfer erkléren.

5.2.4 Der Forsterradius

Bevor auf einzelne Experimente eingegangen wird, ist es sinnvoll, den in der
Forstertheorie charakteristischen Abstand Ry, den Forsterradius, nach Gl. 5.17 zu
bestimmen. Forsterradien liegen iiblicherweise im Bereich zwischen 20 und 80 A.

Die Berechnung des Bruches in Gl. 5.17 liefert fiir einen Brechungsindex n von 1,5
(fiir PE) den Wert 1,7 x 10728 mol. Zur Berechnung des Integrals in Gl. 5.17 wurden
das Fluoreszenzspektrum von isoliertem Pe und das Absorptionsspektrum von iso-
liertem TDI bei Raumtemperatur aufgenommen (s. Abb. 5.15). Das Maximum des

40
’§ Absorption Fluoreszenz
%’ _ i (TDI) (Perylen)
s 2
- g 2
w £
g 2
S E
£
3
a)
< s
0 ' | ' | ' | ' |

14000 16000 18000 20000 22000
Wellenzahl [1/cm]

Abbildung 5.15: Fluoreszenzspektrum von Pe und Absorptionsspektrum von TDI (in
CH2Cly) zur Berechnung des Forsterradius Ry. Die gestrichelte Linie zeigt den Integran-
den e1p1(?) fpe(7)/7* (x10'°) und damit den spektralen Uberlapp.

Absorptionsspektrums von TDI bei 15550 cm ™! (= 643 nm) wurde skaliert auf e,
= 39 000 1/(mol cm). Das Fluoreszenzspektrum von Perylen wird in der Rechnung
normiert. Die Integration wird durch entsprechende Summation iiber die diskre-
ten Messpunkte durchgefiihrt. Fiir den integralen Ausdruck in Gl. 5.17 erhélt man
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([ erp1(P) fre(P)/U*)dD) | ([ fpe(P)dP) = 1,1 x 1071* 1 cm?3/mol. Mit dem Faktor

k2, der im Losung als % angenommen wird, erhélt man fiir Ry:

2
Ry(Pe — TDI) = 33A  fiir s* = 3 bei Raumtemperatur (5.21)

Zum Vergleich wurde Ry auch aus den entsprechenden Ausschnitten der Spektren
von Pe-TDI (Abb. 5.13) berechnet, wobei sich ein geringfiigig hoherer Wert er-
gab. Der Fehler wurde auf &+ 5 A geschétzt. Zur weiteren Kontrolle wurde dieselbe
Rechnung auch fiir das System Pe — Pe durchgefiihrt. Dafiir ist ein Literaturwert
bekannt [164], der mit dem eigenen Ergebnis von Ro(Pe—Pe) = 38 A fiir k2 = 2
iibereinstimmt.

Der Abstand der Schwerpunkte der beiden Chromophore im Pe-TDI kann unter An-
nahme einer C-C Bindungslinge von 1,5 A maximal einen Wert von 20 A erreichen
(Abb. 5.16 a). Damit ist dieser tatsdchlich auftretende Abstand des Zentrums von
TDI von dem von Pe aber deutlich kleiner als der berechnete Forsterradius Ry und
lisst eine Quantenausbeute fiir den Energietransfer ¢pr von iiber 95 % (fiir £ = 2)
erwarten, die stark vom Wert ¢pr = 40 % aus dem Losungsspektrum in Abb. 5.13

(b) abweicht.

Die Erkliarung fiir diese Abweichung muss durch eine Uberpriifung aller Annahmen
und die Kontrolle simtlicher Einflussfaktoren gefunden werden.

Eine falsche Berechnung des spektralen Uberlapps kann aufgrund der Kontrollrech-
nungen zur Klarung ausgeschlossen werden. Zudem ist zu beachten, dass Fehler in
Gl. 5.17 sich nur mit der sechsten Wurzel auf den Wert des Forsterradius Ry aus-
wirken. Um R, zu halbieren, miissten die Faktoren in Gl. 5.17 um den Faktor 64
kleiner sein.

Fiir der Parameter n, der die abschirmende Wirkung des Losungsmittels einbe-
zieht, wurde im Einklang mit der Literatur der Brechungsindex verwendet. In der
Herleitung in Gl. 5.12 tritt zwar statt n? eigentlich die Dielektrizititskonstante &,
(Permittivitéatszahl) auf, da es sich beim angeregten Molekiil nicht um einen stati-
schen Dipol, sondern einen mit optischen Frequenzen (10> Hz) schwingenden Dipol
handelt, ist die Verwendung von n? als Grenzwert von ¢, fiir Feldinderungen hoher
Frequenzen gerechtfertigt.

Eine Erklirung der Abweichung kénnte im Orientierungsfaktor x? liegen, da durch
die Verkettung wohl nicht von statistischer Orientierung und Bewegungsmoglichkeit
ausgegangen werden kann. Allerdings miissten auch hier bevorzugt Orientierungen
auftreten, die zu duflerst kleinen Werten von 2 fithren, und zwar in der GréBenord-
nung von 0,01, damit allein durch diesen Effekt Ry auf etwa 18 A reduziert wiirde.
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Abbildung 5.16: (a) Strukturformel von Pe-TDI mit zugehoriger Orientierung der Dipole.
(b) Aquipotentialflichen des Donordipols. Fiir die eingezeichnete Orientierung des Akzep-
tordipols tritt kein Energietransfer auf, da x = 0 ist. (c) Werte des Orientierungsfaktors 2
in Abhiingigkeit der Winkel ¢p und ¢ 4. Sind beide Werte 0°, so erreicht x? seinen Maxi-
malwert von 4. Daneben gibt es einen Bereich, in dem &2 sehr klein oder Null wird. Fiir die
4 Ecken sind zusétzlich die zugehorigen Konformationen skizziert.

(fir @, =0 ,—¢p)

Der Orientierungsfaktor und damit die Energietransferrate werden Null, wenn die
Richtung des Akzeptordipols parallel zu den Aquipotentialflichen des Donordipols
liegt (Abb. 5.16 b), bzw. wenn sie senkrecht zu den entsprechenden Feldlinien liegt.
Da die Ubergangsdipolmomente entlang der langen Molekiilachse liegen, sind sol-
che relativen Orientierungen bei dem flexiblen Linker durchaus mdoglich, ob sie aber
bevorzugt auftreten, ist fraglich und natiirlich von der Matrix abhéngig. Unter der
Annahme, dass beide Dipole in einer Ebene liegen und damit yps = @4 — pp ist,
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wurde 2 in Abhingigkeit der Winkel ¢p und ¢4 berechnet. Das Ergebnis ist in

Abb. 5.16 (c) dargestellt (aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur fiir 0 < @4, pp <
90°; fiir die anderen Bereiche sieht der Graph entsprechend aus). Die Bedingung an
die beiden Winkel fiir ein Verschwinden des Energietransfers ist im gegebenen Fall
durch cos 4 = sinp/v/1+ 3cos? pp festgelegt. Es treten einige mogliche Orien-
tierungen mit vernachlidssigharem Energietransfer auf, eine quantitative Aussage ist
jedoch aus diesen Berechnungen nicht moglich.

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Erkldrung der kleinen beobachteten Transferraten
sind zusétzlich auftretende Prozesse. Dazu zahlt photoinduzierter Elektronentrans-
fer [172, 173], der thermodynamisch mdoglich ist, da die freie Enthalpie AG =
EY — B, — Ep < 0ist (BESe = 0,78 eV, ETDT = 0,99 eV, E}, = 2,75 eV)
[174]. Eine effektive Reduzierung der Fluoreszenzausbeute und damit Hinweise auf
einen derartigen Effekt wurden aber nicht festgestellt. Unter Umsténden diirfen auch
strahlungslose innere Konversionen im gekoppelten System nicht vernachléssigt wer-
den. Strahlungslose Ubergénge von Pe lassen die Energietransferrate im Spektrum
aber hoher erscheinen als es tatséchlich der Fall ist, was die vorhandene Abwei-
chung eher noch verstiarken wiirde. Strahlungslose Relaxationsprozesse von TDI an-
dererseits lassen die Rate niedriger erscheinen und konnten zur Klarung beitragen.
Zur Verifizierung wurde die Lebenszeit der TDI-Untereinheit im Bichromophor ge-
messen [149]. Sie ist mit 0,9 ns in Losung fast um den Faktor vier kleiner als die
von ungekoppeltem TDI (ohne Seitengruppen). Die wahre Quantenausbeute fiir den
Energietransfer ist damit im Fall der Losung statt 40 % iiber 70 %.

Andere Theorien fiir den Energietransfer heranzuziehen wie den Dexter-
Mechanismus wiirden ebenfalls die Unstimmigkeiten noch vermehren. Losungen
bringen nur Mechanismen, die den Energietransfer blockieren oder die TDI-
Fluoreszenz reduzieren und damit die Theorie in Einklang mit den Spektren bringen.
Auch ein anderer Wert fiir den tatséchlichen Abstand, Verunreinigungen der Pro-
ben oder Effekte durch Photobleichen oder Ahnliches konnten keine iiberzeugenden
Argumente liefern. Bisher konnte keine eindeutige Ursache fiir die Abweichung zwi-
schen der anhand der Spektren beobachteten Energietransferrate und der nach dem
tatsdchlichen Abstand und berechneten Forsterradius zu erwartenden Rate nach-
gewiesen werden. Eine Kombination der diskutierten Moglichkeiten kann aber das
Gewiinschte leisten.

5.2.5 Einzelmolekiildetektion

Die Untersuchungen wurden unter der Annahme begonnen, dass die mittlere Ener-
gietransferrate kgpr im Bereich der Fluoreszenzrate k; liegt. Als Matrizen wur-
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den Polyethylen (PE) verwendet, sowie Tetradecan (TD), das anstatt von Hexa-
decan gewéhlt wurde, damit sich die kurzkettigeren Molekiile besser an die Perylen-
Untereinheit anpassen konnen. Der Versuch, einzelne Molekiile der TDI-Untereinheit
in TD bei direkter Anregung im Fluoreszenzanregungsspektrum zu detektieren, fithr-
te sofort zum Erfolg. In Abb. 5.17 ist als Beispiel ein Anregungsspektrum dargestellt,
das mit dem Faseraufbau unter Blockung des Anregungslichts mit einem Langpassfil-
ter RG715 detektiert wurde. Signale einzelner Molekiile wurden zwischen 646 und
671 nm gefunden. Die Halbwertsbreiten Avy, der Linien streuten bei 3,4 K zwi-
schen 45 und 140 MHz und die maximale Z#hlrate je Anregungsleistung war nur
geringfiigig niedriger als bei ungekoppeltem TDI. In der festen Matrix fithren die
Ankopplung und die zusétzlichen Seitengruppen damit nicht zu einer kiirzeren Le-
benszeit von TDI.
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Abbildung 5.17: Fluoreszenzanregungsspektrum der TDI-Untereinheit von Pe-TDI in Te-
tradecan bei 3,4 K (0 GHz = 651,93 nm, I = 8 mW /cm?). Die Unterabbildung zeigt ein
Molekiil mit angepasster Lorentzkurve der Halbwertsbreite Avy, = 64 MHz.

Nach diesem Test, der nachweist, dass die Kopplung der beiden Chromophore ih-
re Tauglichkeit fiir die Einzelmolekiilspektroskopie nicht beeintriachtigt, wurde der
Farbstofflaser auf den blauen Spektralbereich umgebaut. Zur selektiven Detekti-
on von direkter Pe-Fluoreszenz oder TDI-Fluoreszenz infolge Energietransfer nach
Anregung des Pe wurden verschiedene Filterkombinationen getestet, wobei fiir den
Pe-Anteil die Kombination eines Langpass- KV500 (bzw. GGA75 fiir die kurzwelli-
gen Molekiile) und Kurzpassfilters KP600 sich als beste Wahl herausstellte und fir
den TDI-Anteil der Langpassfilter RG 630 geeignet war. Mit diesen Filtern kann
man die gesamte TDI-Fluoreszenz einsammeln, allerdings nur einen Bruchteil der
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Pe-Fluoreszenz detektieren, da Pe nur einen kleinen Stokes-Shift aufweist. Falls der
Untergrund es erlaubte, wurde auch die Gesamtfluoreszenz durch die alleinige Ver-
wendung eines Langpassfilters GG475 oder KV500 detektiert. In Abb. 5.18 sind die
Filterkennlinien gemeinsam mit dem Pe-TDI Fluoreszenzspektrum (allerdings bei
Raumtemperatur) zur Veranschaulichung dargestellt.
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Abbildung 5.18: Fluoreszenzspektrum von Pe-TDI (aus Abb. 5.13 b) zusammen mit den
Filterabsorptionsspektren zur Veranschaulichung der Detektionsbereiche fiir Pe-Fluoreszenz
und fiir TDI-Fluoreszenz. Pe-Fluoreszenz wird bei tiefen Temperaturen jedoch deutlich we-
niger detektiert als es in der Abbildung mit den Raumtemperaturspektrum erscheint.

Die ersten Experimente zur Detektion von Pe-Anregungsspektren von Pe-TDI / TD
wurden am Faseraufbau durchgefithrt. Wegen hoher Untergrundfluoreszenz um 530
nm waren sie aber nicht erfolgreich. Nach vielen Versuchen zur Beseitigung die-
ser Storung wurde der Linsenaufbau verwendet. Die Praparation einer TD Probe
ist dabei nur schwer moglich, so dass auf PE als Matrix umgestellt werden mus-
ste. Wiederholte Kontrollexperimente mit reinem Pe in den Proben fiihrten immer
sofort zur Detektion von Einzelmolekiilsignalen, so dass die Probleme nicht durch
den Aufbau, sondern durch das zu untersuchende System entstehen. Nach mehre-
ren Versuchen gelang an einer hoher konzentrierten Probe die Detektion einzelner
Anregungsspektren der Pe-Untereinheiten. Erstaunlicherweise konnten Anregungs-
spektren nur von solchen Molekiilen aufgenommen werden, bei denen die Fluoreszenz
allein von Pe stammte, also kein Energietransfer auftrat. Verwendete man bei der-
selben Verstimmung der Anregungswellenléinge in der Detektion die Filterkombina-
tion fiir TDI-Fluoreszenz, erhielt man nur einen gleichméfiigen, breiten Untergrund,
aber kein Anregungsspektrum an der analogen Position. Auch bei anderen Laser-
frequenzen im Bereich der Pe-Absorption konnten nie scharfe Linien bei Aufnahme
der TDI-Fluoreszenz beobachtet werden. In Abb. 5.19 sind zwei derartige Spektren
dargestellt.
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Abbildung 5.19: Fluoreszenzanregungsspektren der Pe-Untereinheit von Pe-TDI in PE bei
1,4 K. Bei Detektion der Pe-Fluoreszenz (unten) zeigt sich die Absorptionslinie eines ein-
zelnen Molekiils, bei Detektion der TDI-Fluoreszenz (oben) jedoch nur breiter Untergrund
ohne zusitzliches Signal an der identischen Position (0 GHz = 450,58 nm, I = 15 mW /cm?).

Von fast 50 Einzelmolekiilsignalen der Pe-Untereinheit, die zwischen 449 und 460 nm
detektiert werden konnten, zeigte keines der zugehorigen Spektren unter Verwendung
der TDI-Filterkombination ein analoges, lorentzformiges Signal. Bei den Messungen
wurden bevorzugt breitere Molekiile untersucht, die eine hohere Energietransferrate
kpr und damit mehr TDI-Fluoreszenz erwarten lieffen. Die Halbwertsbreiten Avy,
der Linien lagen zwischen 70 und 250 MHz. Der breite Untergrund bei Verwen-
dung der TDI-Filterkombination stammt aber von Pe-Absorption, da die Hohe des
Untergrundes genau mit der Absorptionsbande von Pe zu- und abnimmt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass schmalbandige Absorptionslinien von
Pe nur auftreten, wenn kein Energietransfer stattfindet. Im Rahmen einer Statistik
von detektierten Spektren iiber zusammen ca. 1000 GHz (ca. 1 nm) wurden kei-
ne schmalen Absorptionslinien bei Detektion von TDI-Fluoreszenz gefunden. Der
Untergrund ist also eine Uberlagerung der breitbandigen Fluoreszenz der vielen an-
deren Molekiile in der hoher konzentrierten Probe. Beim Versuch, mit der Tech-
nik des Lochbrennens die Linienbreite abschitzen zu kénnen, konnte innerhalb des
maximalen Scanbereichs von 30 GHz kein Lochprofil erkannt werden. Vergleicht
man die Intensitdten der schmalbandigen Linien mit dem blauen, breitbandigen
Untergrund (Pe-Signal von Molekiilen mit Energietransfer), integriert iiber den Pe-
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Abbildung 5.20: Vierecke: Mittlere Hohe des Untergrunds bei der Detektion von TDI-
Fluoreszenz bei verschiedenen Anregungswellenldngen. Als durchgezogene Linie ist zum Ver-
gleich ein Ausschnitt des Fluoreszenzanregungsspektrums von Pe-TDI in PE dargestellt, um
zu zeigen, dass die TDI-Fluoreszenz von Pe-Absorption und nachfolgendem Energietransfer
stammt. Spektren einzelner Pe-Molekiile, bei denen kein Energietransfer auftritt, konnten
fast im gesamten Bereich der 0-0 Bande aufgenommen werden.

Absorptionsbereich (ohne Beachtung von Streuuntergrund), zeigt sich, dass weniger
als 3 % der Pe-Fluoreszenz aus schmalbandiger Absorption entsteht. Das Verhilt-
nis von Pe-Fluoreszenz zu TDI-Fluoreszenz ist schwer abschétzbar, da nicht genau
bekannt ist, wieviel der Pe-Fluoreszenz mit dem Anregungslicht geblockt wird und
damit auch nicht, wieviel insgesamt auftritt. Es sollte sich jedoch ein Verhiltnis
ergeben &hnlich dem im Fluoreszenzspektrum von Abb. 5.14 (a).

Die Erkldrung der genannten Ergebnisse wurde in verschiedenen Mechanismen ge-
sucht. Sobald Energietransfer auftritt, wenn auch nur mit sehr geringer Rate, schei-
nen sich die Spektren, stéirker als nach Gl. 5.18 angenommen, zu verbreitern. Mogli-
cherweise wird beim Energietransfer zu viel Energie in der Matrix deponiert (ent-
sprechend des groflen Energieunterschieds zwischen dem angeregten Zustand von Pe
und TDI von ~ 7000 cm™'), die nicht schnell genug abgeleitet werden kann und
zu einer lokalen Erwarmung fithrt. Moglicherweise fithrt auch auftretender Elektro-
nentransfer zur Linienverbreiterung durch die elektrischen Feldfluktuationen. Eine
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Erkldrung konnte hierfiir noch nicht gefunden werden.



Kapitel 6
Mikroskopische Untersuchungen

Dieses Kapitel behandelt alle Experimente, fiir die das neu aufgebaute
Laserscanning-Mikroskop verwendet wurde. Nach ersten Untersuchungen an Test-
proben, die zur Uberpriifung der Funktionsweise und der Abbildungseigenschaften,
sowie zur Charakterisierung der Apparatur durchgefithrt wurden, sind Einzelmo-
lekiilexperimente bei Tieftemperatur und beliebigen Zwischentemperaturen bis zu
Raumtemperatur an zahlreichen Systemen ohne Einschrankung auf schmale Absorp-
tionslinien moglich.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden zwei interessante und technologisch relevan-
te, neue Bereiche durch Einzelmolekiiluntersuchungen erschlossen, die in den Kapi-
teln 6.4 und 6.5 dargestellt werden: Untersuchungen von einzelnen Sondenmolekiilen
in Porensystemen, sowie spektroskopische Messungen an einzelnen, fluoreszierenden
Proteinen.

6.1 Testpattern

Im ersten Schritt zur Untersuchung der Abbildungseigenschaften und zur Kontrolle
der fehlerfreien Abrasterung der Probe wurde ein reflektierendes Testmuster ver-
wendet, das von G. Jung zur Verfiigung gestellt wurde. Zur Herstellung derartiger
Proben wird eine Suspension aus Polystyrol-Kugeln (Serva) mit Durchmessern von
2 pm (£ 1 %) auf eine gereinigte Glasoberfliche aufgebracht, so dass eine (Sub-)
Monolage entsteht. AnschlieBend wird die mit den Kugeln belegte Seite mit Alumi-
nium bedampft, so dass eine etwa 10 nm dicke Schicht entsteht. Die Kugeln werden
danach im Ultraschallbad wieder entfernt. Reflektierende Stellen von Aluminium
treten damit iiberall dort auf, wo sich zwischen den Kugeln Liicken befanden.

146
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Abbildung 6.1: (a) Reflexionsbild des Testmusters in einem Bereich iiber 66 pm mit mehreren
geordneten Bereichen, in denen die Kugeln in dichtester Packung lagen. Die hellen Stellen
sind Fehlstellen dieser dichtesten Kugelpackung. Die hellen Bereiche im rechten, unteren Eck
sind durchgehende Aluminiumfléichen. (b) Ausschnitt aus a, wobei die urspriingliche Lage der
Kugeln in einem kleinen Bereich zur Veranschaulichung rekonstruiert ist. (c¢) Intensitétsprofil
der in b (gestrichelt) eingezeichneten Schnittlinie.

In Abb. 6.1 (a,b) ist ein Reflexionsbild abgebildet, das bei 2 K aufgenommen wurde.
Es zeigt Bereiche mit 2-dimensionaler Ordnung, in denen die Kugeln in dichtester
Packung lagen. Die helleren Stellen in diesen Bereichen entsprechen den Alumini-
umflecken, die in den Loéchern zwischen drei aneinander stoflenden Kugeln auftreten.
Die genaue Form dieser Flecken, die gleichseitigen Dreiecken mit nach innen gebo-
genen Seiten der Lange von ~ 1 pum entsprechen, konnte nicht aufgeldst werden.
Trotzdem konnte, wie in Abb. 6.1 (b) eingezeichnet, die urspriingliche Lage der Ku-
geln rekonstruiert werden. Die tatséchliche Grofie der Kugeln stimmt genau mit der
iiber die angelegten Spannungen am Galvanometerscanner aus dem Bildausschnitt
berechneten Grofle iiberein. Die wiederholte Aufnahme von Bildern mit Scanzeiten
von einer halben Stunde zeigte typischerweise einen Versatz von 1 - 2 Pixeln, was
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bei 200 x 200 Pixeln einem relativen Fehler von weniger als 1 % entspricht.

Die anderen hellen Stellen in Abb. 6.1 sind durch Fehlstellen der dichtesten Kugel-
packung entstanden, bei denen z.B. ein Versatz zur quadratischen Anordnung von 4
Kugeln fiithrte oder einzelne Positionen unbesetzt blieben. Auch grofiere unbesetzte
Bereiche, wie in Abb. 6.1 (a) rechts unten, traten auf, die jedoch ohne weiteres In-
teresse sind. Mit dem in Abb. 6.1 (c¢) dargestellten Hohenprofil soll ein noch besserer
Eindruck von der Abbildungsqualitéit gegeben werden, der in den Bilddarstellungen
allgemein verfilscht wird.

Mit diesen Versuchen konnte die zufriedenstellende Funktion des Scanners nachge-
wiesen, sowie die Eichung des abgebildeten Bereichs bestétigt werden. Die Auflésung
der Abbildung kann auf ca. 1 um abgeschétzt werden. Da mit diesen Proben kei-
ne Aussage iiber die Einsammeleffizienz gemacht werden kann, wurde im néchsten
Schritt auf fluoreszierende Einzelmolekiilproben iibergegangen.

6.2 Terrylen in Polyethylen als Testsystem bei
tiefen Temperaturen

Terrylen (Te) in Polyethylen (PE) ist in der Einzelmolekiilspektroskopie ein vielfach
untersuchtes Gast-Wirt-System. Fiir die Testexperimente wurde ein 10~® molarer
Film hergestellt, auf ein Deckglas geklebt und in Richtung zum Objektiv in der Pro-
benhalterung festgeklemmt. Bei dieser Konzentration sind im Anregungsvolumen
noch etwa 100 Molekiile, die spektral selektiert werden kénnen. Neben dem dichroi-
tischen Strahlteiler (DC595) wurde ein Langpass- (OG590) oder Bandpassfilter (BP
620-60) im Detektionsstrahlengang verwendet. In Abb. 6.2 ist ein Beispiel fir die
erhaltenen Fluoreszenzanregungsspektren abgebildet. Die Spektren zeigen keine be-
merkenswerten Unterschiede gegeniiber fritheren Spektren, die mit dem Linsen- oder
Faseraufbau aufgenommen wurden.

Léasst man den Laser bei einer festen Frequenz (innerhalb der inhomogen verbreiter-
ten 0-0 Bande) laufen und scannt rdumlich iiber die Probenfléche, so kann man eben-
falls einzelne Molekiile selektieren. Man muss allerdings bedenken, dass bei dieser
Konzentration noch weitere Molekiile im Anregungsvolumen sind, die nur aufgrund
ihrer scharfen Absorptionsfrequenz nicht angeregt werden. Bei Anregung in eine
Schwingungsbande der Chromophore, wie in der Einzelmolekiilmikroskopie iiblich,
wiirden all diese Molekiile angeregt und man hétte eine etwa um zwei Groflenord-
nungen zu hoch konzentrierte Probe. Die Fluoreszenzbilder zeigen im allgemeinen
runde Spots, bei denen jedoch insbesondere bei hoheren Leistungen immer wieder
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Abbildung 6.2: Fluoreszenzanregungsspektren einzelner Te-Molekiile in PE bei 3.2 K (I = 2
W/ecm?, 0 GHz = 573,73 nm). Die Unterabbildung zeigt das Molekiil mit der stirksten
Emission (bei einem Zehntel der Leistung) zusammen mit der angepassten Lorentzkurve der
Halbwertsbreite Avy, = 160 MHz.

einige Pixel durch spektrale Spriinge der Absorptionsfrequenz dunkel sind (Abb.
6.3).

Zur Bestimmung des Auflosungsvermogens wurde die Halbwertsbreite Az, der
Fluoreszenzspots durch Anpassung von Gauflkurven ermittelt. Das Intensitétsprofil
im Fluoreszenzbild ergibt sich dabei allgemein aus der Faltung des tatsédchlichen
Intensitétsprofils des Objekts mit der Instrumentenfunktion. Da aber die Gréfle der
Molekiile so gering ist, stellt das detektierte Intensitétsprofil direkt die instrumen-
telle Auflosung dar. Die Auswertung beschrinkte sich auf Fluoreszenzbilder, die
mit geringen Leistungen aufgenommen wurden, da auch rdumlich eine Sattigungs-
verbreiterung auftritt und auflerdem die zunehmende spektrale Diffusion Artefakte
verursacht. Die mittlere laterale Auflosung wurde zu 600 (£ 100) nm ermittelt (Abb.
6.4 b).

Zur Bestimmung der axialen Auflésung muss die Probe iiber die z-Feinverstellung
verfahren werden, was bisher nur von Hand moglich ist. Im Imagingmodus hétte
man alternativ die Moglichkeit, den Detektor zu verfahren, und zwar um die um
M? vergroBerte Strecke (VergroBerungsfaktor M der mikroskopischen Abbildung).
Im konfokalen Aufbau muss aber die Probe verfahren werden. Die auftretenden me-
chanischen Storungen fiihren jedoch zu lateralen Abweichungen, so dass ein gewéhl-
tes Molekiil wihrend des z-Scans immer wieder lateral aus dem Fokus und in den
Fokus gelangt. Ein Beispiel fiir einen derartigen z-Scan ist fiir einen anderen Pro-
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Abbildung 6.3: Fluoreszenzbilder zweier Te-Molekiile in PE bei 3,2 K und hoher Intensitét
(I = 200 W/em?, A\epe= 573,10 nm, Ausschnitt von 1,8 pm). Die dunklen Pixel (Inte-
grationszeit 100 ms/Pixel) ohne Fluoreszenz sind durch reversible spektrale Spriinge der
Absorptionsfrequenzen der Molekiile verursacht.

beneinbau in Abb. 6.4 (c) dargestellt. Hier ist der Film von Te in PE zwischen zwei
Objekttrigern fixiert. Im Bereich niedrigen Untergrunds befindet sich der Fokus im
Glas, bei erhohtem Untergrund liegt der Fokus im PE. Die hohen Zéahlraten stam-
men vom Signal eines Molekiils. Die Einhiillende zeigt die axiale Fokusausdehnung
und damit die Auflésung mit Az, ~ 2 pm.

Alternativ kann fiir verschiedene z-Positionen jeweils ein Fluoreszenzbild aufgenom-
men und aus den damit exakter bestimmbaren Signalintensitédten die z-Auflésung
bestimmt werden (dies wurde am System TDI / PMMA mit Probenseite entge-
gengesetzt zum Objektiv durchgefiihrt; die ermittelten Auflosungen waren jedoch
sowohl lateral als auch axial schlechter, was einerseits auf mangelhafte Justierung
zuriickgefiihrt werden muss, andererseits wohl auf fehlende Deckglaskorrektur des
Objektivs). Insgesamt ist der Wert der lateralen Auflésung, der mit Probenseite in
Richtung zum Objektiv ermittelt wurde, mit Axy, =~ 0,6 pm im Verhéltnis zur Wel-
lenlédnge, die etwa dieselbe Grofle hat, zufriedenstellend. Die axiale Auflésung wurde
nur fiir den Fall der Transmission des Anregungslichts durch ein Deckglas (Dicke ca.
130 pum) zu Azp, = 2 pm bestimmt und ist deutlich schlechter als der theoretisch
zu erwartende Wert.

Von groflerer Bedeutung als die erreichbare Auflosung sind die erreichbaren Zahl-
raten, die bei einzelnen Emittern stark begrenzt sind. Alle Informationen iiber die
Molekiile konnen nur aus den detektierten Photonen gewonnen werden, und dabei
fiihrt jedes verlorene Photon zu einem Verlust an zeitlicher Auflosung. Die Optimie-
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Abbildung 6.4: (a) Fluoreszenzbild eines Te-Molekiils in PE bei 3,2 K (I = 0,2 W/cm?,
Aeze= 573,10 nm, Ausschnitt von 3,6 um). Das markierte Molekiil ist wihrend der Bild-
aufnahme in einen Dunkelzustand iibergegangen, so dass der Spot nicht exakt rund er-
scheint. (b) Intensitétsprofil der in a gekennzeichneten Stelle. Die angepasste Gauflkurve
hat eine Halbwertsbreite von 0,6 pm. (c¢) Versuch eines z-Scans durch Verdrehen der z-
Feinverstellungsschraube an einer anderen Probe von Te in PE, bei der der Film zwischen
zwei Objekttrager geklemmt war. Im Bereich mit erh6htem Untergrund liegt der Fokus im
PE-Film. Das Molekiilsignal tritt nur abschnittsweise auf, da das Drehen an der Schraube
zu Dejustierung fiithrte. Die Einhiillende (gepunktet) vervollstindigt die fehlenden Bereiche
zum erwarteten Signal (Azpp = 2 pum).
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Abbildung 6.5: (a) Zeitliche Entwicklung der Zéhlrate eines Te-Molekiils in PE bei verschie-
denen Anregungsintensititen (T = 3,2 K, Aeze= 573,10 nm). Deutliche Unterbrechungen
der Fluoreszenz sind sichtbar, aus denen die Untergrundzdhlrate bestimmt werden kann.
(b) Intensitdtsabhingigkeit von Untergrundzihlrate und Molekiilsignal. Die durchgezoge-
nen Linien sind ein linearer Fit fiir den Untergrund und eine Anpassung nach GIl. 3.11 mit
R3LS . n4.r = 56 000 C/s und Is = 5 W /cm?.

rung der Detektionseffizienz ist dementsprechend besonders sorgfiltig durchzufiihren
und von hochster Prioritét (sieche Kap. 2.4.2 und 4.4.4).

Zur Bestimmung der maximal detektierbaren Zéhlrate wurden am System Te in PE
Sattigungsexperimente durchgefiihrt. Dazu wurde schrittweise die Leistung erhoht
und jeweils eine kurze Zeitspur der gesamten Zahlrate detektiert (Abb. 6.5 a). Aus
diesen Daten konnten Molekiilsignal und Untergrundzéhlrate bestimmt und gegen
die Intensitdt auf der Probe angetragen werden. Neben der Sattigungsintensitét
erhdlt man die maximale Zdhlrate von einem einzelnen Te-Molekiil, die 56 000
Counts pro Sekunde betrug. Der Untergrund stieg erwartungsgeméf linear an und
war schon bei einer Anregungsintensitit von 40 W/cm? stérker als die Molekiilfluo-
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reszenz. Mit dem Linsenaufbau wurden im Vergleich maximal 200 000 C/s [151]
erzielt, also etwa die vierfache Zihlrate.

Die geringere Zihlrate muss auf den geringeren Einsammelwinkel des Objektivs
(sieche Abb. 4.14) im Vergleich zum Parabolspiegel (~ halber Raumwinkel) zuriick-
gefithrt werden, aber auch auf Abbildungsfehler, die nicht genauer charakterisiert
werden konnten. Diese lassen sich auch aufgrund der Abweichung der erreichten
Auflésung vom theoretischen Wert vermuten. Inzwischen wurde zudem festgestellt,
dass einzelne Linsen des Objektivs verklebt sind und dieser Kleber nach einem oder
mehrerer Abkiihlzyklen viele Spriinge zeigt, die die Transmission und die Abbildung
verschlechtern. Der Versuch, den Kleber vollstdndig zu entfernen, erscheint wenig
erfolgversprechend, weil die einzelnen Linsen danach nicht mehr optimal gehaltert
werden konnen und zudem der Effekt des Klebers in die Abbildungseigenschaften des
Objektivs eingeht. Die optimale Losung wiére, ein Objektiv ohne verklebte Linsen
zu finden.

6.3 Terrylendiimid in Polymethylmethacrylat als
Testsystem im gesamten Temperaturbereich

Nach der Behandlung der spektral hochauflésenden Kontrollexperimente im letzten
Abschnitt werden in diesem Teil die Testuntersuchungen vorgestellt, bei denen ein-
zelne Molekiile rdumlich isoliert wurden und iiber den gesamten Temperaturbereich
selektiv untersucht werden konnten. Die direkte Verwendung der in Abschnitt 6.2
benutzten Probe von Te / PE wiirde bei einer Erhohung der Temperatur keine Ein-
zelmolekiilselektion mehr erlauben, da die Konzentration unter diesen Bedingungen
zu hoch ist. Zudem ist es bei hoheren Temperaturen, bei denen die Absorptionslinien
sowieso breit sind, sinnvoll, im Bereich einer Schwingungsbande anzuregen und die
gesamte Fluoreszenz zu detektieren. Als Chromophor, fiir das auch der Farbstoff-
laser im Rhodamin6G-Betrieb weiter verwendet werden konnte, eignete sich dazu
Terrylendiimid (TDI). Als Matrix wurde Polymethylmethacrylat (PMMA) gewéhlt,
das im Arbeitskreis schon von C. Seebacher bei Raumtemperaturexperimenten ver-
wendet wurde und zu sehr geringen Photobleichraten von TDI fiihrte. Als Anre-
gungswellenléngen wurden 584 nm oder 594 nm verwendet, auflerdem wurde der
dichroitische Spiegel DC595 und der Langpassfilter RG630 (bzw. der Notchfilter
594) eingesetzt.

Neben der Bestimmung der Auflésung, wie schon in Abschnitt 6.2 beschrieben, wur-
den bei Raumtemperatur polarisationsabhéngige Experimente durchgefiihrt, die die
Dipoleigenschaft der Molekiile zeigen. Dazu wurde der doppelte Fresnel-Rhombus
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im Anregungsstrahlengang in Schritten von 30° effektiver Drehung der Schwingungs-
ebene des linear polarisierten Lichts verdndert und jeweils ein Fluoreszenzbild auf-
genommen. Die polarisationsabhéingigen Reflexionskoeffizienten des dichroitischen
Strahlteilers und der Spiegel im Strahlengang fithren dabei haufig zu einer polarisa-
tionsabhéngigen Variation der Anregungsintensitit, die geeignet korrigiert werden
muss. Zwei der aufgenommenen Fluoreszenzbilder sowie die Abhéngigkeit der Fluo-
reszenzzéhlrate dreier Molekiile vom Polarisationswinkel ¢ sind in Abb. 6.6 darge-
stellt. Die Zahlraten zeigen entsprechend Gl. 2.26 einen fiir Ubergangsdipolmomente
typischen, cos? p-férmigen Verlauf.
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Abbildung 6.6: (a,b) Fluoreszenzbilder von TDI bei Raumtemperatur bei zwei verschiede-
nen Anregungspolarisationen (Aeze = 584 nm, I = 1 kW/cm?, Ausschnitt von 13 pm).
Der mit ,,S“ bezeichnete Intensitéitsbereich stammt nicht von einem Molekiil, sonder ist ein
Storreflex. (¢) Abhéngigkeit der in a,b markierten Molekiile von Polarisationswinkel . Die
durchgezogenen Linien sind Anpassungen entsprechend der Formel Iy = U+.S cos?(¢p— o).
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Der in Abb. 6.6 mit ,,S“ bezeichnete Bereich erhthter Intensitét zeigt keine Polarisa-
tionsabhéangigkeit, und lasst sich auch nicht ausbleichen. Er wird durch reflektiertes
Anregungslicht verursacht. Moglicherweise tritt die Reflexion durch eine Blase oder
eine Verunreinigung im PMMA-Film auf, es besteht jedoch auch die Moglichkeit,
dass Anregungslicht fiir diese Stellung der Scannerspiegel direkt von einer Linse des
telezentrischen Systems oder einem Kryostatenfenster auf das Pinhole reflektiert
wird. Diese hohen Intensitdten schwéchen die Filter nicht ausreichend ab und es
entstehen Intensitétsspots, dhnlich denen einzelner Molekiile.

Dieselbe Probe wurde nun abgekiihlt, um einzelne Molekiile iiber den gesamten
Temperaturbereich zu detektieren. Bei einer Auswahl verschiedener Temperaturen
wurde von einzelnen Molekiilen jeweils ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen. Die
Verfolgung eines individuellen Molekiils iiber den gesamten Temperaturbereich er-
wies sich als schwierig, da bei Temperaturdnderungen um mehr als etwa 20 K eine
Neu- bzw. Nachjustierung notig war. Fiir diese Testuntersuchungen wurde bei jeder
Temperatur neu justiert, ein Bild aufgenommen und von einigen der erschienenen
Molekiile ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen. In Abb. 6.7 sind Spektren fiir die
Temperaturen 197 K, 133 K, 86 K und 4 K dargestellt.

Nur das Spektrum fiir 4 K (Abb. 6.7 d) zeigt die Nullphononenlinie mit einer Pho-
nonenseitenbande. Bei hheren Temperaturen (7' > ~30 K, Abb. 6.7 a-c) fithren die
Verbreiterungsmechanismen durch Phononen- und TLS-Kopplung nur noch zu einer
breiten Bande (abgesehen von der Schwingungsbande um 720 nm), die wie schon
aus anderen Untersuchungen bekannt (Kap. 5.1.5) im Tieftemperaturbereich eine
Blaushift zeigt. Eine quantitative Auswertung der Daten ist leider nicht moglich,
da die Linien weder durch Gaufl- noch durch Lorentzfunktionen zufriedenstellend
angepasst werden konnen. Auflerdem wurden im wichtigen Bereich entscheidender
Anderungen zwischen 4 und 86 K zu wenige Spektren aufgenommen.

Die Funktionsfihigkeit der Apparatur mit der Bilderzeugung durch Rasterscannen
des Strahls iiber die Probe ist damit aber iiber den gesamten Temperaturbereich
bestétigt. Verbesserungen sind hauptsichlich am Objektiv nétig. Neben weiteren
Bemiihungen, ein Objektiv ohne verklebte Linsen zu finden, sollten Alternativen
wie Reflexionsobjektive und Solid Immersion Lenses in Betracht gezogen werden.
Weitere Uberlegungen in Richtung eines geeigneten Immersionsmaterials fiir tiefe
Temperaturen stellen zuséitzliches Optimierungspotential dar.
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Abbildung 6.7: Fluoreszenzspektren einzelner TDI-Molekiile in PMMA bei verschiedenen
Temperaturen (Aez. = 594 nm, I = 1 kW /cm?, Integrationszeit 60 s, Auflésung ~ 30 cm™1).
Bei tiefen Temperaturen von 4 K (a) zeigt sich die Nullphononenlinie im Abstand von 1640

ecm~! zur Anregung, sowie die Phononenseitenbande. Bei htheren Temperaturen (b-d) tritt

Linienverbreiterung ein, sowie eine Verschiebung des Maximums zu kiirzeren Wellenléngen.

6.4 Einzelmolekiile als Sonden in beschrankter
Geometrie

In nanoporose, anorganische Wirtsmatrizen eingelagerte Gastmolekiile [175] stel-
len eine neue Klasse von Materialien dar, deren Herstellung und Untersuchung von
groflem, technologischem Interesse ist. Einzelne Farbstoffmolekiile als Géste konnen
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als Sonden zur Untersuchung der spezifischen Wechselwirkungen, lokaler Felder und
der Auswirkungen der beschrinkten Geometrie genutzt werden. Mechanische Frei-
heitsgrade der eingelagerten Chromophore lassen neuartige Untersuchungen von
Rotations- und Translationsbewegungen (Diffusion) und die Identifizierung von auf-
tretenden Gleichgewichtslagen iiber charakteristische Absorptionssites im Spektrum
erwarten. Die Realisierung molekularer Schalter durch gezielte Anregung individu-
eller Molekiile und die Erzeugung von Funktionen wie dem Offnen oder Schliefen ei-
nes Kanals durch ein einzelnes Molekiil wiren faszinierend und wiirden einen groflen
Schritt in Richtung der Idee molekularer Maschinen von R. P. Feynman [176] dar-
stellen.

Als Materialien fiir den Einbau kleinerer Farbstoffmolekiile eignen sich mikroporose
Molekularsiebe wie Zeolithe und AIPO4 mit Porendurchmessern von 3 bis 15 A.
Die Entwicklung neuer Materialklassen, wie der Familie der mesoporosen Moleku-
larsiebe M41S mit wohldefinierten Porenoffnungen im Bereich zwischen 15 und 100
A, erlaubt auch die Verwendung voluminéserer Farbstoffe, wodurch eine grofie Va-
riabilitdt in der Wahl der Grofle der Poren als auch ihrer Topologie moglich ist.
Durch Behandlung der inneren Oberflichen kann zudem die Wechselwirkung zwi-
schen Farbstoff und Wirtsmaterial iiber die Polaritit gezielt gesteuert werden. In
Abb. 6.8 ist die grofle Variationsmoglichkeit an Wirtsmaterialien und Farbstoffmo-
lekiilen zur Steuerung spezieller Wechselwirkungen veranschaulicht.

Neben der Bedeutung dieser Materialien fiir die Katalyse wurden sie in den letzten
Jahren auch im Bereich der optischen Spektroskopie verwendet. Durch ihre hohe Ori-
entierungsordnung eignen sie sich als Trigermaterial fiir Farbstoffe mit nichtlinear-
optischen Eigenschaften zur Frequenzverdopplung (Second Harmonic Generation,
SHG) [177]. Es gelang auch die Realisierung eines Mikrolasers mit Pyridinfarbstoffen
eingelagert in ein AIPO4-5-Nanocomposit [178]. Durch spektrales Lochbrennen und
Tieftemperatur-Fluoreszenzspektroskopie wurde ein optischer Schalter entdeckt, bei
dem ein Thionin-Molekiil innerhalb eines Hohlraumes des Faujasit lichtinduziert zwi-
schen zwei Adsorptionspléitzen wechselt [179]. AuBerdem konnten molekulare Drihte
in den Kanélen mesoporoser Molekularsiebe synthetisiert werden [180].

Die schlechte optische Qualitat dieser Materialien, die meist in Pulverform mit Korn-
gréfen im pm-Bereich vorliegen, erfordert zur Einzelmolekiildetektion auch bei tiefen
Temperaturen den Einsatz mikroskopischer Techniken, um eine geeignete Proben-
stelle auswéhlen zu kénnen. Die ersten Experimente an diesen Proben wurden noch
mit dem Linsenaufbau durchgefiihrt, wobei der Probenort eindimensional durch die
Hohenverstellung variiert werden musste. Fiir weitere Messungen eignet sich jedoch
der neue Aufbau deutlich besser. Die folgenden Abschnitte beschranken sich auf die
Darstellung von Vorversuchen, in denen gezeigt wird, dass einzelne Molekiile in der-
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Abbildung 6.8: Variationsmoglichkeiten bei den porésen Wirtsmaterialien (links; oben: ver-
schiedene Porosile, mitte: Strukturen der M41S-Familie) und den einlagerbaren Farbstoff-
molekiilen.

artigen Strukturen bei tiefen Temperaturen tatsédchlich detektiert werden kénnen.

6.4.1 Terrylen in M41S

Bisher wurden Tieftemperaturexperimente an Proben durchgefiihrt, bei denen Ter-
rylen (Te) in Molekularsiebe der M41S-Familie [181] eingelagert wurde. Diese Wirt-
materialien sind in ihrer Struktur amorph, zeigen aber regelmiflige Porenanord-
nungen mit wohldefinierten Porengréfien. Ihr Grundgeriist besteht aus SiO,, wobei
auf den inneren Oberflichen Silanolgruppen auftreten, die weitere Modifizierungen
erlauben.

Bei der Herstellung aus silikatischen Losungen sind die dabei verwendeten Tenside
von grundlegender Bedeutung. Durch die hydrophile Kopfgruppe und die hydropho-
be Schwanzgruppe der Tensidmolekiile bilden sich supramolekulare Anordnungen,
um die sich das anorganische Material anordnet. Uber die Linge der Schwanzgrup-
pe kann die Topologie bestimmt werden. Bei Verwendung eines Tensids mit einer
unpolaren Gruppe aus 12 Kohlenstoffatomen entsteht das Molekularsieb MCM-41
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Abbildung 6.9: Kanalstrukturen der mesopordsen Materialien MCM-41 und MCM-50 mit
eingelagerten Tensiden.
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Abbildung 6.10: Fluoreszenzanregungsspektren von einzelnen Terrylen-Molekiilen, die mit
den Tensiden in die Kanalstrukturen von MCM-48 eingelagert sind (T = 1,4 K, I = 0,1
W /cm?, 0 GHz = 568,46 nm). Die Spektren wurden aufeinanderfolgend ca. alle 30 s gestartet
und zeigen starke spektrale Dynamik. Rechts sind die Strukturformeln von Terrylen und den
Tensiden, sowie die Kanaltopologie des MCM-48 dargestellt.
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mit einer hexagonalen Anordnung eindimensionaler Kanéle mit einem Durchmesser
von ~ 25 A. Bei einer Kettenlinge von 16 C-Atomen entsteht MCM-48, das zwei
voneinander unabhéngige, dreidimensionale Kanalsysteme mit einem Durchmesser
von ~ 35 A enthilt. Bei Verwendung von Tensiden mit einer Kettenléinge von 22
C-Atomen entsteht MCM-50, eine lamellare Struktur mit Schichtabstdnden von ~
35 A (siehe Abb. 6.9 und 6.10).
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Abbildung 6.11: (a) Fluoreszenzanregungsspektren eines einzelnen Terrylen-Molekiils, das
mit den Tensiden in die Kanalstrukturen von MCM-48 eingelagert ist (7' = 3 K, I = 0,1
W /cm?, 0 GHz = 568,43 nm). Wihrend des zweiten Scan (diinne Linie) hat das Molekiil
irreversibel seine Absorptionsfrequenz gewechselt. Die Lorentzanpassung (gestrichelte Linie)
hat eine Halbwertsbreite Avp, von 1,1 GHz. (b) Reflexionsbild der Probe (Kantenldnge
~ 16 pm), das einzelne, verteilte Kérnchen des dotierten Materials zeigt. (¢) Zugehoriges
Fluoreszenzbild (mit Langpassfilter OG590 detektiert). Die Anregungsspektren wurden an
der mit dem Pfeil markierten Stelle aufgenommen.

Bei den untersuchten Proben aus der Arbeitsgruppe von Prof. Behrens (Universitét
Hannover) wurden die Terrylen-Molekiile direkt bei der Synthese zugegeben und sind
damit in den Tensiden eingebettet. Es besteht jedoch auch die Mdoglichkeit, durch
Ausheizen bei 600 °C die Tenside nachtriglich zu entfernen und damit eigentlich
erst die leeren Poren zu erzeugen. Die SiOy-Geriiste bleiben dabei erhalten (mit
Ausnahme von MCM-50, bei dem die Struktur zerstért wird) und konnen aus der
Gasphase oder aus der Losung neu mit Farbstoffen beladen werden. Mit einer Linge
von ~ 14 A kann Terrylen in jeder Orientierung in den Poren eingelagert sein.
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Abbildung 6.12: Fluoreszenzanregungsspektren einzelner Terrylen-Molekiile, die mit den
Tensiden in die Kanalstrukturen von MCM-41 eingelagert sind (T = 1,4 K, I = 0,1 W/cm?,
0 GHz = 571,11 nm). Die Spektren wurden aufeinanderfolgend ca. alle 30 s gestartet. Die
Probenkonzentration war gegeniiber optimalen Verhéltnissen zu hoch und erklért den hohen
Untergrund.

In der MCM-48 Probe konnten nach mehreren Versuchen zur geeigneten Proben-
praparation und -halterung Fluoreszenzanregungsspektren einzelner Te-Molekiile
bei tiefen Temperaturen detektiert werden. In Abb. 6.10 ist ein Zyklus von sechs in
Folge aufgenommener Spektren dargestellt, die die spektrale Dynamik der Molekiile
zeigen. In Abb. 6.11 ist ein weiteres Beispiel von Fluoreszenzanregungsspektren mit
hoherer spektraler Auflosung zusammen mit dem Reflexions- und Fluoreszenzbild
der Probe abgebildet, das an einer neu praparierten Probe aufgenommen wurde.
Trotz moglichst geringer Anregungsintensitit zeigen die Molekiile starke spektrale
Diffusion, die wohl mit der zusétzlichen Einbettung in die Tenside erklart werden
muss. Die Linienbreiten von einzelnen Molekiilen lagen meist iiber 0,3 GHz.

Auch in MCM-41 konnten Absorptionslinien einzelner Chromophore detektiert wer-
den, allerdings mit schlechterem Signal-zu-Untergrund Verhéltnis, da die Farbstoft-
konzentration sehr hoch war (Abb. 6.12). Die Probe von Te in MCM-50 war noch
hoher konzentriert, so dass nur spektrale Lochbrennexperimente zum Test schmal-
bandiger Absorption durchgefiihrt werden konnten. Gegeniiber den beiden anderen
Proben war mehr Leistung zum Brennen von Lochern mit typischerweise 20 % rela-
tiver Fluoreszenzabnahme notig. Dies kann an einer regelméfigeren Anordnung der
Tensidketten in geordneten Schichten und der damit stabileren Farbstoffumgebun-
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gen liegen. Es ergaben sich durch die hohere Leistung aber auch breitere Locher mit
Halbwertsbreiten bei 2 GHz. Der Effekt der polaren Kopfgruppen kann ohne weitere
Vergleichsproben nicht eingeschétzt werden.

Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass bei geeigneter Probenkon-
zentration auch in diesen komplexen Porensystemen Einzelmolekiilspektroskopie
moglich ist. Systematische Untersuchungen an den vorhandenen Proben scheinen
nicht weiter sinnvoll, weil der Einfluss der Tenside, mit denen die Poren noch gefiillt
waren, die Effekte des anorganische Wirtsmaterials stérend iiberlagerte.

6.4.2 Pentacen in Perhydrotriphenylen

Neben den bisher dargestellten Systemen wurden Einschlussverbindungen des

Tragermaterials Perhydrotriphenylen (PHTP) untersucht [182, 183]. PHTP bildet
Einkristalle mit kolinearen, unpolaren Kanélen, deren Durchmesser ~ 5 A grof sind.

(a) (b)
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Abbildung 6.13: Struktur von PHTP mit eingelagertem Pentacen in (a) Seitenansicht und
(b) Aufsicht beziiglich der Kanalrichtung.
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Es wurde in dotierter Form bereits erfolgreich als Material mit nichtlinear-optischen
Eigenschaften eingesetzt, indem Molekiile mit hohen Hyperpolarisierbarkeiten ori-
entiert eingebaut wurden. Die Kristallstruktur ist nur stabil, wenn die Kanéle mit
geeigneten Gastmolekiilen gefiillt sind. Die Géste miissen direkt beim Kristallisa-
tionsprozess eingebaut werden. Als passendes Farbstoffmolekiil wurde Pentacen (Pc)
ausgewdahlt, da es eine geeignete Grofle hat und sich fiir Tieftemperaturexperimente
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eignet. Um zu niedrigeren Konzentrationen zu gelangen, wurden zusétzlich noch an-
dere, nicht im sichtbaren Spektralbereich fluoreszierende Molekiile eingebaut. Nach
ersten Versuchen unter Verwendung von p-Terphenyl (pTp) als zusétzlichem Ein-
schlussmaterial wurde auf Alkane und Dimethylbiphenyl (DMBP) {ibergegangen,
um die Bildung von Pc-dotierten p-Terphenyl-Kristallen zu vermeiden. Die Struk-
tur von PHTP mit eingelagertem Pc ist in Abb. 6.13 dargestellt.

Die Proben wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Hulliger (Universitét Bern) durch
Kristallisation zwischen zwei Glasplattchen aus der Schmelze hergestellt. Die opti-
sche Qualitét ist ausreichend und aufgrund einer Dicke von wenigen pm ist die Pro-
be transparent, jedoch nicht von homogener Struktur, sondern bestehend aus vielen
verschiedenen, kristallinen und materialfreien Bereichen. In ersten Untersuchungen
an Proben von Pc und pTp in PHTP wurden tatséchlich Absorptionslinien einzel-
ner Pc-Molekiile bei 1,4 K in Fluoreszenzanregungsspektren beobachtet. Da solche
Linien aber nur im Bereich der Absorptionssites O; und O, von Pc / pTp bei der
Wellenlédnge von 592 nm auftraten, muss es sich um eine dotierte Kristallisation von
pTp handeln. Die Linien waren zwar entsprechend der geringen, maximal erreich-
baren Fluoreszenzzihlrate von Pc mit 8000 C/s in Séttigung [17] relativ schwach,
bestatigen aber zumindest die ordnungsgeméfle Funktion der Apparatur.

Um den Absorptionsbereich von Pc / PHTP zu bestimmen, wurde deshalb zunéchst
ein Fluoreszenzanregungsspektrum einer hoch konzentrierten Probe von Pc / PHTP
bei 1,4 K aufgenommen. Das Anregungsspektrum zeigt keine schmale Absorptions-
linie im Bereich des 0-0 Ubergangs und auch keine scharfen Absorptionssites wie z.B.
Pc in pTp. Die inhomogene Verbreiterung mit der Halbwertsbreite von ~ 5 nm l&sst
deshalb keine Riickschliisse auf exakt definierte Einbaulagen zu (zum Vergleich: die
Halbwertsbreiten der Sites von Te / pTp sind in der Gréfie von 10 GHz = 0,01 nm
[129]). Ein Grofiteil der kurzwelligen Maxima, die im Abstand von 279, 615, 764,
1176 und 1521 cm~! vom 0-0 Ubergang auftreten, kann Schwingungen des Pc zuge-
ordnet werden [184], obgleich die Intensitdtsverhéltnisse ungewohnlich erscheinen.
Absorptionslinien einzelner Pc-Molekiile sind demnach zwischen 586 und 590 nm zu
erwarten.

Trotz zahlreicher Versuche gelang es in keiner der untersuchten Proben, Anregungs-
spektren einzelner Pc-Molekiile zu detektieren. Die Versuche, spektrale Locher an
héher konzentrierten Stellen oder bei gréfleren Anregungsvolumina zu brennen, fiihr-
ten nicht immer zum Erfolg. An geeigneten Proben und Probenstellen konnten im
langwelligen Bereich der 0-0 Bande mit relativ hohen Leistungen spektrale Locher
gebrannt werden. Die relative Fluoreszenzabnahme im Zentrum der Locher war nur
wenige Prozent und sie hatten eine Breite im GHz-Bereich (siehe Abb. 6.15 d).
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Abbildung 6.14: Fluoreszenzanregungsspektrum von Pc in PHTP bei 1,4 K (korrigiert bzgl.
der Linien der Xe-Lampe, Detektion der Fluoreszenz nach RG630, Auflssung 10 cm™1).
Das langwelligste Maximum bei 587,8 nm kann dem 0-0 Ubergang zugeordnet werden, der

eine Halbwertsbreite von ~ 5 nm hat. Die meisten der anderen Maxima (Abstand zu 0-0

in em™! angegeben) konnen typischen Schwingungen von Pc zugeordnet werden (typische

Schwingungen sind ohne Klammern angegeben).

Zur Illustration der Probenqualitét ist in Abb. 6.15 ein Reflexionsbild eines Pro-
benbereichs von 130 pm abgebildet. Es zeigt mehrere, unterschiedlich reflektierende
Zonen. Zusatzlich sind zwei Fluoreszenzbilder dargestellt, die mit 90° zueinander
verdrehter Polarisation und einer Anregungswellenlénge von 588,8 nm bei 4 K auf-
genommen wurden. Viele reflektierende Bereiche zeigen iiberhaupt keine Fluores-
zenz, manche zeigen sie bei beiden Polarisationsrichtungen. Die grofien Bereiche im
unteren Drittel der Bilder zeigen das Verhalten, das von Pc in PHTP erwartet wird,
nédmlich eine Polarisationsabhéngigkeit der Fluoreszenz aufgrund der orientierten
Einlagerung in die Kanéle. Auch in diesen Bereichen wurde erfolglos versucht, ein-
zelne Molekiile zu detektieren.

Aus den bisherigen Ergebnissen ist abzuleiten, dass die Probenqualitit zur Einzel-
molekiildetektion in diesen Kanalsystemen noch deutlich verbessert werden muss,
um die Aussichten auf Erfolg zu steigern. Starke Beeintréachtigungen sind jedoch
auch in der Verwendung des hinsichtlich seiner photophysikalischen Eigenschaften
nicht optimalen Farbstoffs Pc zu sehen. Die geringe Lochbrenneffizienz kann zwar
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Abbildung 6.15: (a) Reflexionsbild einer Probe von Pc und DMBP (1:1000) in PHTP bei 4
K (Kantenldnge ~ 130 pm). (b,c) Fluoreszenzbilder desselben Bereichs wie in a mit zuein-
ander orthogonaler Polarisationsrichtung (Aeze = 588,84 nm, I = 50 W /cm?, Filter: DC595,
RG630). (d) Normiertes Lochspektrum, aufgenommen an einer anderen Probe (7' = 14 K,
0 GHz = 588,79 nm, I = 0,1 W/cm?2, Brennen: 5 min mit 0,5 kW/cm? ). Der Lorentzfit
(durchgezogenen Linie) hat eine Halbwertsbreite von 2,5 GHz.

mit einer stabilen Einbaulage in Verbindung gebracht werden, das vorhandene Bulk-
Anregungsspektrum deutet jedoch darauf hin, dass die Linienbreite von Pc in PHTP
deutlich erhoht ist. Zudem erlaubt Pc wegen der ungiinstigen Triplettraten im Ver-
gleich zu Terrylen oder TDI nur sehr geringe Fluoreszenzzéhlraten. Die anderen fiir
Tieftemperatur tauglichen Farbstoffe lassen sich aber wegen ihrer Gréfle nicht in
diese Matrix einlagern. Es erscheint sinnvoll, bei niedrigeren Konzentrationen ande-
re Farbstoffe zu verwenden und diese bei Raumtemperatur rdumlich zu selektieren.
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Damit verlagert sich zwar das Problem, geeignete Proben mit der richtigen Konzen-
tration herzustellen, man ist jedoch in der Wahl der Farbstoffe flexibel und nicht
mehr vom schwach fluoreszierenden Pc und schmalen Absorptionslinien abhéangig.

6.5 Einzelmolekiilspektroskopie an biologischen
Proben

Die Technik der Einzelmolekiildetektion ist eine besonders geeignete Methode zur
Untersuchung biologischer Systeme. Dies liegt einerseits an der hohen Sensitivitéat
dieser Technik, die es in der Analytik erlaubt, als ultimatives Limit einzelne Mo-
lekiile nachzuweisen. Herausragende Beispiele sind analytische Erkennung einzelner
fluoreszenzmarkierter Antigene [185] oder die Beobachtung von Diffusion in Lipid-
membranen [59] oder von Diffusion einzelner Viren [186]. Andererseits kann mit der
Einzelmolekiilspektroskopie die grofle Heterogenitét dieser komplexen Systeme auf-
gebrochen werden. Biologischen Systeme sind allgemein Makromolekiile, die in den
unterschiedlichsten Konformationen auftreten kénnen und zwischen diesen unkorre-
liert fluktuieren. Wahrend im Ensemble nur ein Mittelwert iiber alle Konformationen
beobachtbar ist, erlaubt die Untersuchung eines einzelnen Molekiils die Verfolgung
der individuellen, momentanen Konformation. Als wichtige Experimente kénnen
hier die Erforschung von Enzymaktivitdten [61] oder die Aufkldrung von photo-
physikalischen Vorgéngen wie Energie- und Ladungstransferreaktionen [33] genannt
werden.

Fiir viele Experimente miissen die biologischen Substanzen mit Fluoreszenzfarbstof-
fen markiert werden, da sie selbst nicht fluoreszieren. Es treten in der Natur jedoch
auch Zellbestandteile auf, in denen Farbstoffe auf natiirliche Weise eingebaut sind.
Dazu zdhlen das Griin Fluoreszierende Protein (GFP) und die Proteine der Licht-
sammelkomplexe in den photosynthetischen Apparaten von Bakterien und Pflanzen.

Die im Folgenden vorgestellten ersten Untersuchungen an biologischen Proben wur-
den an GFP und an Proteinen aus dem Lichtsammelkomplex von Cyanobakterien
durchgefiihrt. Ziel der Experimente war zunéchst die Isolation einzelner Chromo-
phore und im Weiteren die Untersuchung der Proteindynamik iiber die zeitliche
und spektrale Entwicklung der Fluoreszenz. Die Experimente wurden bei kryogenen
Temperaturen durchgefiihrt. Der Vorteil der Tieftemperaturtechnik liegt dabei in
der reduzierten Dynamik und der Unterdriickung von Photobleichprozessen. Viele
bei Raumtemperatur aktivierte Prozesse konnen eingefroren werden, um grundlegen-
de Reaktionen zu beobachten. Man stabilisiert eine bestimmte Konformation, um
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sie detailliert und ohne Mittelungsprozesse studieren zu kénnen. In Ergdnzung wur-
den und werden im Arbeitskreis auch Experimente bei Raumtemperatur an diesen
Systemen durchgefiihrt. Dass die Anwendung tiefer Temperaturen in Untersuchun-
gen biologischer Systeme durchaus sinnvoll ist, belegen Experimente an einzelnen
Lichtsammelkomplexen LH IT des photosynthetischen Systems von Purpurbakterien
[187, 33]. Dabei wurden interessante Beobachtungen zur unterschiedlichen Kopp-
lung der beiden ringformigen Chromophor-(Chlorophyll a)-Anordnungen durch die
Aufnahme von Fluoreszenzanregungsspektren gemacht.

Probleme ergeben sich bei biologischen Systemen allgemein durch erhéhte Unter-
grundbeitréige, die durch Verunreinigungen und hohere Streukoeffizienten entstehen.
Auflerdem fluoreszieren die natiirlichen Chromophore im Allgemeinen schlechter als
chemisch optimierte Farbstoffe (da sie in der Natur héufig nicht die Aufgabe haben,
zu fluoreszieren, sondern Energie zu absorbieren und strahlungslos zu transferieren).
Die Stabilisierung ausgewéhlter Zustédnde bei tiefen Temperaturen kann ebenfalls
negative Effekte haben, wenn gerade Dunkelzustinde, die photochemisch erzeugt
wurden, lange leben und die Fluoreszenzzihlrate stark erniedrigen.

In den folgenden zwei Abschnitten wird auf Untersuchungen am Griin Fluoreszieren-
den Protein und am Phycoerythrocyanin, einem Protein aus dem Lichtsammelkom-
plex von Cyanobakterien oder Rotalgen, eingegangen. Bei beiden Systemen gelang
es, einzelne Proteine zu detektieren.

6.5.1 Griin Fluoreszierendes Protein

Das Griin Fluoreszierende Protein (GFP) tritt in der Quallenart Aequorea victo-
ria auf und ist eines der in letzter Zeit am haufigsten studierten Proteine [188]. Es
besteht aus 238 Aminosiuren [189], von denen Ser65 (Serin, S, an Pos. 65), Tyr66
(Tyrosin, Y) und Gly67 (Glycin, G) durch autokatalytische Zyklisierung und Dehy-
drierung den Chromophor bilden (siche Abb. 4.15 und 6.16), und kann in prokaryo-
tischen und eukaryotischen Zellen exprimiert werden [190]. Daraus ergibt sich das
grofle Interesse an GFP als natiirlicher Fluoreszenzmarker. Das Molekiil weist eine
fassartige Struktur aus elf Striangen von (-Faltblattern mit iiberlappenden a-Helizes
auf [191, 192]. In einer inneren a-Helix ist der Fluorophor geschiitzt eingebaut (sie-
he Abb. 6. 16) und wird durch mehrere polare Aminogruppen und eingebundenes
Wasser stabilisiert (siche Abb. 4.15).



168 6. Mikroskopische Untersuchungen

= = = Ny
=~ = o0 =

=
[\

Absorption / Fluoreszenz [a.u.]

=
[=]

350 400 450 500 550 600
Wellenldnge [nm]

H* Transfer
*

RH R R

neq

eqd.

Abbildung 6.16: (a) Absorptionsspektrum von wt-GFP (gestrichelt) [197] und von EGFP
(durchgezogene Linie, nur schematisches Spektrum fiir GFP Mutanten der Klasse 2 nach
[188]), sowie das Fluoreszenzspektrum (gepunktet), das fiir beide Proteinformen sehr &hnlich
ist (ebenfalls nur schematisch nach [188]). Die unterschiedlichen Absorptionsbanden treten
fiir den Chromophor im neutralen bzw. anionischen Zustand auf. Fluoreszenz entsteht im-
mer aus einem anionischen Zustand (gegebenenfalls nach Protonentransfer). Auflerdem ist
die rdumliche Struktur von GFP mit dem Chromophor im Zentrum dargestellt. (b) Po-
tentialschema fiir wt-GFP, das den Protonentransfer im angeregten Zustand zeigt und die
Spektren erklirt. Ubergénge in die anionische Gleichgewichtslage und zuriick sind méoglich
und kénnen als Bleichprozesse interpretiert werden (aus [201]).
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Spektrale Eigenschaften

GFP des Wild-Typs (wt-GFP) zeigt eine charakteristische Doppelabsorption bei
~400 nm und ~475 nm (sieche Abb. 6. 16). Durch Réntgenstrukturuntersuchungen
[193] und Ultrakurzzeitspektroskopie [194, 195] konnten die kurzwellige Absorpti-
on der neutralen Form des Chromophors RH und die langwellige Absorption der
anionischen Form Rz, (equilibriert, im Gleichgewicht) zugeordnet werden. Das In-
tensitatsverhéltnis der beiden Banden ist vom pH-Wert abhéingig. Fluoreszenz tritt
nur im langwelligen Bereich um 505 nm auf, da beim neutralen Chromophor im an-
geregten Zustand RH* ein Protonentransfer stattfindet und eine anionische, nicht-

— %

neq des Chromophors emittiert. Nach Reprotonierung liegt der

equilibrierte Form R
Chromophor wieder im neutralen Zustand vor. Es findet auch eine reversible (Pho-
to) Konversion zwischen der neutralen Form RH und der equilibrierten anionischen

Form Rz, statt (iiber R, %, siehe Abb. 6.16 b).

neq’

Mittlerweile konnte eine grofle Anzahl von Mutanten hergestellt werden, die nach
Tsien [188] in mehrere Gruppen eingeteilt werden konnen. Sie entstehen durch site-
spezifische Mutationen, bei denen einzelne Aminogruppen in der direkten Farbstoff-
umgebung ersetzt werden. Die verdnderte Polaritét fithrt dabei zu einer Anderung
der relativen Stabilitét der neutralen (RH) bzw. anionischen (RZ,) Form. Damit bie-
tet sich die Moglichkeit, die Fluoreszenzeigenschaften fiir spezielle Anforderungen zu
optimieren. Gleichzeitig konnen photochemische Eigenschaften durch den Vergleich
verschiedener Mutanten strukturell zugeordnet werden. Neben dem Gleichgewicht
zwischen der anionischen und der neutralen Form des Chromophors kénnen auch die
spektralen Lagen der Banden im Absorptions- und Fluoreszenzspektrum des GFP
durch Mutationen verschoben werden. So ist inzwischen auch eine rot fluoreszierende
Mutante erhéltlich [196].

In den hier beschriebenen Experimenten wurde wt-GFP, sowie die anionisch sta-
bilisierte Mutante EGFP (enhanced GFP, Clontech; F64L, S65T) verwendet. Das
Absorptionsspektrum von wt-GFP ist in Abb. 6.16 gestrichelt dargestellt. Es zeigt
die Bande bei ~400 nm fiir RH-Absorption und die etwas schwéichere Bande bei
~475 nm fiir R; -Absorption. Bei Mutanten der Klasse 2, zu der EGFP mit Ab-
sorptionsmaximum bei 488 nm z&éhlt, ist das Gleichgewicht stark zugunsten der
anionischen Form verlagert und im Spektrum tritt im Wesentlichen die R_ -Bande
auf (Abb. 6.16, durchgezogene Linie). Das Fluoreszenzmaximum von wt-GFP liegt
bei 504 nm, das von EGFP bei 508 nm.
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Einzelmolekiilexperimente bei Raumtemperatur

Die ersten Experimente an einzelnen GFP-Molekiilen bei Raumtemperatur und An-
regung der anionischen Form zeigen starkes Blinken und hohe Photobleichraten
[198, 60, 199], was wegen des geschiitzten und stabilisierten Einbaus des Chromo-
phors in das Protein zunéchst unerwartet ist. Einzelmolekiilexperimente ermoglichen
die direkte Beobachtung dieser Prozesse und konnen zur Erklarung beitragen. Dick-
son und Mitarbeiter [60] erkannten, dass die Fluoreszenz nach dem Bleichen durch
Einstrahlung von 405 nm zuriickgewonnen werden kann, was in Fluoreszenzkorrelati-
onsexperimenten von G. Jung [197] bestétigt werden konnte. In diesen Experimenten
wurden Dunkelzusténde auf verschiedensten Zeitskalen beobachtet, im ms-Bereich,
aber auch mit Lebenszeiten von Sekunden und sogar Stunden [199, 200]. Neben
der Protonentransferreaktion ist die Fluoreszenzdynamik auch durch die Kopplung
an die umgebende Proteinmatrix bestimmt. Um die Proteindynamik verstehen zu
kénnen, miissen die auftretenden Prozesse durch kombinierte Untersuchung von dy-
namischen Parametern, spektralen Eigenschaften und strukturellen Elementen in
Einzelmolekiilexperimenten identifiziert werden.

Bulkexperimente bei Tieftemperatur

Beim Abkiihlen auf 1,6 K verschmilert sich das Absorptionsspektrum (von wt-GFP)
geringfiigig und das Maximum der langwelligen Bande verschiebt sich um wenige nm
kurzwellig zu 471 nm. Das Brennen schmaler, spektraler Locher gelingt nur an weni-
gen Stellen der Bande. Aus apparativen Griinden konnte bisher nur eine obere Gren-
ze der Lochbreite mit ~ 50 GHz bestimmt werden [201, 202]. Akzeptiert man die
in [202] angegebene Elektron-Phonon-Kopplungsstirke von S = 4, so ergibt sich ein

Debye-Waller-Faktor (Verhéltnis der Intensitéit der Nullphononenlinie zur Gesamtin-

s 1
50

[74]. Fiir Einzelmolekiilexperimente ist das ein erheblicher Nachteil, da schwache und

tensitéit) von ap = e~ von & = und damit eine extrem schwache Nullphononenlinie
breite Linien zu einem schlechten Signal-zu-Untergrund Verhéltnis fithren. In En-
sembleexperimenten an wt-GFP bei Tieftemperatur konnte auch gezeigt werden,
dass eine Reihe von Zustdnden, die unterschiedlichen Proteinkonformationen zuge-
schrieben werden miissen, eingefroren werden kénnen und bis Temperaturen um 100
K stabil bleiben [201]. Tritt ein Ubergang in einen dieser Zusténde auf, entspricht
das dem Bleichen des Molekiils fiir die Bestrahlung mit der urspriinglichen Anre-
gungswellenldnge und dem Ende des Experiments an diesem Molekiil. In Abb. 6.17
ist das erweiterte Potentialschema dargestellt, in dem die neuen Zusténde zusétzlich

eingezeichnet sind.
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Abbildung 6.17: Erweitertes Potentialschema fiir wt-GFP nach [201] mit den drei Photopro-
duktzustdnden. Bei Anregung der equilibrierten Form R, ist ein Bleichen in den Produkt-

zustand P489 moglich.

Einzelmolekiilexperimente bei Tieftemperatur

In den eigenen Experimenten gelang es, einzelne Molekiile des Wild-Typs in wéssri-
ger (mit Puffer pH 10) Agarosematrix [203] raumlich zu isolieren und zu detektieren.
Die Anregung erfolgte mit Licht der Wellenlénge 476.5 nm und fiihrte zu stérendem
Streuuntergrund bei geringen Fluoreszenzzihlraten. Die Molekiile zeigten wenig Dy-
namik und bleichten nach wenigen Sekunden in einen Dunkelzustand, aus dem sie
innerhalb von 20 min nicht mehr zuriickkehrten. Nach [201] kann der Chromophor
in einem photoinduzierten Produktzustand iibergehen, der bei 489 nm absorbiert
und dessen Barrierenhdhe 132 K entspricht. Damit kann der Zustand bei den expe-
rimentellen Temperaturen thermisch nicht entvolkert werden und der Chromophor
kehrt nicht wieder zur urspriinglichen Anregung und Fluoreszenz zuriick. Durch
Einstrahlung einer zweiten Farbe konnte der Chromophor moglicherweise wieder
zur Fluoreszenz aktiviert werden, zunédchst wurde jedoch die Mutante gewechselt.

Fiir weitere Versuche wurde EGFP verwendet. Zur Vermeidung von Aggregationen
wurde statt eines Gels die Standardmatrix fiir Lochbrennexperimente an Proteinen,
eine Glyzerin-Wasser (Puffer)-Mischung (3:1), verwendet. Die Anregung erfolgte wie-
der mit 476,5 nm und es wurde der dichroitische Strahlteiler DC460 und ein Band-
passfilter (meist BP510-50) verwendet. Auch hier gelang es, einzelne Molekiile zu
detektieren. Dass es sich tatsédchlich um einzelne Molekiile handelt, wurde aus der
Intensitdtsinderung in den Bildern fiir die Verdiinnungsschritte, aus der erwarteten
Molekiilzahl und aus dem stufenweisen Ausbleichen in den Zeitspuren abgeleitet.
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Abbildung 6.18: Fluoreszenzbild von EGFP in Glyzerin/Wasser (T = 160 K, A, = 476,5
nm, I = 0,5 kW/cm?, Kantenléinge 8 ym). (a-c) Zeitliche Entwicklung der Fluoreszenzinten-
sitéit bei kontinuierlicher Bestrahlung der einzelnen, markierten Molekiile. Der Einsatz in (a)
zeigt, dass das wihrend der ersten 34 s auftretende Rauschen nicht durch Proteindynamik
verursacht ist, sondern von statistischen Fluktuationen gemifl der Poisson-Statistik stammt
(mittlere Zihlrate: 34,4 C/200ms, Standardabweichung: 6,3 C/200ms). Die unterschiedlichen
Signalintensitéten innerhalb einer Zeitspur kénnen durch spektrale Shifts erklért werden.
Dabei dndert sich die Konformation des Proteins in einen definierten neuen Zustand, der
eine anderes Absorptionsmaximum hat und deshalb an einer anderen Stelle der Bande mit
anderer Intensitit angeregt wird.
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Dass es sich auch um EGFP und keine, bei blauer Anregung fluoreszierenden Ver-
unreinigungen handelt, wurde aus Fluoreszenzspektren gefolgert, die jedoch nur bei
Integration der Zéahlrate fiir einen Scan {iber ein ganzes Bild aufgenommen wer-
den konnten. In Abb. 6.18 ist ein Fluoreszenzbild und drei Fluoreszenzzeitspuren
abgebildet, die bei 160 K detektiert wurden.
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Abbildung 6.19: (a) Zeitliche Entwicklung der Fluoreszenz bei Bestrahlung einer hoch kon-
zentrierten Probe von EGFP in Glyzerin/Wasser bei zwei verschiedenen Temperaturen (Aez.
= 476,5 nm, I = 2,5 kW /cm?). Die Molekiile bleichen bei 4 K deutlich schneller als bei 138
K. Da die Anregungsintensitéit wegen der starken Fokussierung im Mikroskop inhomogen ist,
entspricht die Kurve nicht einer einfachen Exponentialfunktion. (b) Fluoreszenzspektren der
Probe von a bei zwei verschiedenen Temperaturen, die aus drei Spektren unter Verwendung
von Bandpassfiltern (BP485-50, BP510-50, BP535-55) detektiert wurden. Die Rénder der
Spektren sind durch die Filter moglicherweise abgeschnitten. Der Hauptpeak wird bei 4 K
kaum schmaler, eine Nullphononenlinie (oder FLN) ist nicht zu erkennen, statt dessen bil-
det sich eine Schulter bei 530 nm, die moglicherweise Fluoreszenz aus einem mitangeregten
Produktzustand ist.

Die maximal erreichten Fluoreszenzzihlraten betrugen nur 250 C/s. Die geringen
Z#hlraten erlauben damit auch nur eine zeitliche Auflésung im Bereich von 0,1 Se-
kunden. Die Zeitspuren zeigen wenig Dynamik, so dass keine statistische Auswertung
zur Bestimmung von Raten moglich ist. Sie zeigen sprunghafte Intensitatsinderun-
gen und irreversibles Ausbleichen. Die Intensitdtsschwankungen kénnen mit spek-
tralen Shifts erklirt werden, die durch eine definierte Anderung der Proteinkon-
formation verursacht sind. Fiir Molekiile mit langeren Fluoreszenzphasen vor dem
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Ausbleichen konnte aus den Zeitspuren oder durch Aufnahme der Fluoreszenzinten-
sitdts- Autokorrelationsfunktion die Dynamik der Konformationsédnderungen néher
charakterisiert werden und Raten zwischen den Zusténden ermittelt werden. Die bis-
her bestimmten Daten sind aber noch nicht ausreichend fiir weitere Aussagen. Der
Einsatz spektraler Auflosung erscheint nach den Lochbrennexperimenten wenig aus-
sichtsreich. Einzelne Molekiile bei 4 K zu detektieren gelang weder in dieser Probe
noch in anderen EGFP Proben, weil wahrscheinlich der Ubergang in den Dunkelzu-
stand sehr effizient ist. Inzwischen ist auch bei dieser Mutante ein Produktzustand
bei Einstrahlung mit 476,5 nm bekannt. Dieser absorbiert bei ~ 528 nm und ist bis
ca. 85 K stabil [204].

Die aufgetretenen Probleme der geringen Zihlrate, der starken Elektron-Phonon-
Kopplung und des raschen Bleichens in Dunkelzusténde sollen durch einige Ensem-
bleexperimente abschlieend noch veranschaulicht werden. In Abb. 6.19 (a) ist die
zeitliche Abnahme der Fluoreszenz bei Einstrahlung in eine hoch konzentrierte Pro-
be von EGFP in Glyzerin/Wasser fiir zwei verschiedene Temperaturen dargestellt
(aufgenommen mit dem mikroskopischen Aufbau). Man erkennt, dass die Bleich-
rate bei tieferen Temperaturen deutlich zunimmt. Dabei entsteht kein spektrales
Loch, sondern eine Reduzierung der ganzen Bande. In Abb. 6.19 (b) ist der Effekt
der Temperaturerniedrigung auf das Fluoreszenzspektrum dargestellt. Es zeigt sich
keine Fluoreszenzlinienverschmélerung und keine Nullphononenlinie, der Hauptpeak
bei 499 nm wird nur geringfiigig schmaler. Die Ursache liegt wohl in starker Elektron-
Phonon-Kopplung des in sich flexiblen Chromophors. Auflerdem bildet sich bei 530
nm eine Schulter im Fluoreszenzspektrum, die dem bei 4 K thermisch stabilen Pro-
duktzustand zugeordnet werden muss.

Die Einzelmolekiiluntersuchungen wurden zunéchst ausgesetzt, bis aus Ensembleun-
tersuchungen an dieser und anderen Mutanten neue Informationen gewonnen wor-
den sind. Die Detektion einzelner GFP-Molekiile ist schon bei Raumtemperatur
hochst anspruchsvoll und liefert nur eine geringe Anzahl an Fluoreszenzphotonen.
Bei tiefen Temperaturen erreicht man keine zusétzliche Stabilitdt des fluoreszie-
renden Zustands, sondern erzeugt einen stabilen Produktzustand bei einer anderen
Absorptionswellenléinge. In den Experimenten ist es gelungen, einzelne Molekiile zu
detektieren, quantitative Aussagen sind aber vorerst nicht méglich. Eine Moglichkeit
fiir zukiinftige Experimente ist die zusétzliche Einstrahlung von Licht einer zwei-
ten Farbe, wie es bereits erfolgreich bei Fluoreszenzkorrelationsexperimenten bei
Raumtemperatur angewendet wird [197], um den fluoreszierenden Zustand gezielt
zu repopulieren. Die Verwendung einer anderen Mutante mit geringerer Bleichrate
ist eine weitere Moglichkeit, die Experimente erfolgreich fortzusetzen. Systematische
(Ensemble) Untersuchungen an verschiedenen Mutanten sind jedoch Voraussetzung,
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um die richtige Auswahl treffen zu kénnen.

6.5.2 Phycoerythrocyanin

Weitere Experimente wurden an Phycoerythrocyanin (PEC), sowie an einzelnen
Proteinen der a-Untereinheit durchgefiihrt. PEC absorbiert im gelben Spektralbe-
reich und besteht aus mehreren Untereinheiten mit mehreren Chromophoren.

Es gehort zur Gruppe der Phycobiliproteine [205], die im Lichtsammelkomplex
von Cyanobakterien und Rotalgen auftreten. Aufgabe der Phycobiliproteine ist es,
Energie durch Absorption von sichtbarem Licht aufzunehmen und durch effizien-
ten Energietransfer an das photosynthetische Reaktionszentrum weiterzuleiten, an
dem schliefllich Ladungstrennung erfolgt. Jedes Protein dieser Gruppe besteht aus
mehreren Untereinheiten, die mit o oder 3 bezeichnet werden. Am Proteingeriist
sind jeweils ein oder mehrere offenkettige Tetrapyrrol-Chromophore angebunden,
die durch unterschiedliche Konjugation innerhalb der Farbstoffe bei unterschiedli-
chen Wellenléngen zwischen 490 nm und 665 nm absorbieren. Die verschiedenen
Phycobiliproteine sind antennenférmig um das Reaktionszentrum (RZ) angeordnet,
wobei die Absorptionswellenldnge mit abnehmender Entfernung zum RZ zunimmt:
Phycoerythrin (Ags &~ 495 - 565 nm) — Phycoerythrocyanin (A, ~ 575 nm) —
Phycocyanin (Ags &~ 615 nm) — Allophycocyanin (Mg &~ 650 nm).

In der Literatur wurde bereits iiber Ergebnisse aus Experimenten an einzelnen Phy-
cobiliproteinen berichtet. So zeigen Phycoerythrine mit 34 Chromophore im Pro-
teinkomplex einstufiges Ausbleichen [70]. Dies ldsst auf eine starke elektronische
Kopplung zwischen allen Chromphoren schliefen. Bei der Untersuchung einzelner
Allophycocyanine mit 6 Chromphoren treten typischerweise 3 Stufen in den Fluo-
reszenzzeitspuren auf, die nur auf eine paarweise starke Kopplung hindeuten [206].
Durch die direkte Beobachtung der zeitlichen Entwicklung der Fluoreszenz indi-
vidueller Komplexe sind bereits wesentliche Aussagen zur Kopplung zwischen den
einzelnen Chromophoren moglich.

Die eigenen Untersuchungen wurden an einzelnen Phycoerythrocyanin-Proteinen
durchgefiithrt und werden in Zukunft auch fortgesetzt. Durch die Zusammenarbeit
mit Dr. A. Parbel (Arbeitsgruppe Prof. H. Scheer, Botanisches Institut der Univer-
sitdt Miinchen) bestand und besteht die Moglichkeit, das Trimer (siehe Abb. 6.20),
das Monomer, sowie die einzelnen a- oder §-Untereinheiten von PEC aus dem Cya-
nobakterium Mastigocladus laminosus untersuchen zu konnen. In der a-Untereinheit
ist ein Chromophor, das Phycoviolobilin, an der Stelle Cys84 verankert. Das Absorp-
tionsmaximum der reinen a-Untereinheit liegt bei 566 nm, das Fluoreszenzmaximum
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Abbildung 6.20: (a) Schematische Darstellung des Phycoerythrocyanin-Trimers. Dick ge-
zeichnet ist ein Monomer. Neben den a- und §-Untereinheiten sind die Chromophorpositio-
nen angedeutet. (b) Quantitative Absorptionsspektren (durchgezogenen Linien) von trime-
rem PEC (A4 &~ 575 nm) und von der isolierten a-Untereinheit (A4, &~ 556 nm), sowie
das Fluoreszenzspektrum von PEC-Trimeren (gestrichelt, Apqr & 625 nm, Aepe = 520 nm)
(Vorbelichtung mit 500 nm, pH 7,0; nach [207]).

bei 588 nm (Raumtemperatur) [207]. Durch intensive Einstrahlung in das Maximum
der Bande kann es jedoch zu einer reversiblen, photochemischen Transformation
zwischen cis- und trans-Isomeren kommen. Dabei dreht sich ein Pyrrolring und das
Absorptionsmaximum verschiebt sich zu ~ 507 nm [208]. In der 3-Untereinheit sind
zwei Phycocyanobilin-Chromophore kovalent an das Protein angebunden. Das Ab-
sorptionsmaximum liegt bei ~ 600 nm, die Fluoreszenz tritt um 625 nm auf [207].
Fiir die -Untereinheit ist kein photoinduzierter Schaltvorgang bekannt. Eine a-
Untereinheit und eine (-Untereinheit bilden ein Monomer o3, drei Monomere in
Cs-symmetrischer, scheibenférmiger Anordnung bilden ein Trimer (af3)s, das da-
mit insgesamt 9 Chromophore tragt. Das Absorptionsmaximum des Trimers liegt
bei 575 nm, Fluoreszenz wird im Wesentlichen von den (-Untereinheiten um 625
nm emittiert. Der Durchmesser des Trimers ist 11 nm und die Dicke ca. 3 nm. Die
Absténde der Chromophore im Monomer liegen zwischen 35 A und 50 A, im Tri-
mer ist der kiirzeste Abstand 21 A [209], was effektiven Energietransfer an den am
langwelligsten absorbierenden Chromophor (/3) erwarten ldsst.

Zunichst wurde versucht, einzelne «-Untereinheiten in einer 60 %igen Glyze-
rin/Puffer Losung zu detektieren. Der Farbstofflaser wurde mit Rhodamin 6G be-
trieben, womit eine grofle Flexibilitdt der Anregungswellenlinge im gewiinschten
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Bereich gegeben ist. Als optische Elemente wurden der dichroitische Strahlteiler
DC595 und der Langpassfilter OG590, spéiter der Bandpassfilter BP620-60 (Trans-
mission 590 - 650 nm) eingesetzt. Nach mehreren Verdiinnungsschritten gelang es,
Fluoreszenzbilder und Zeitspuren einzelner Proteine bei tiefen Temperaturen aufzu-

nehmen.
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Abbildung 6.21: Fluoreszenzbild von a-Untereinheiten von PEC in Glyzerin/Puffer bei 4
K. An den beiden markierten Stellen wurden die Zeitspuren (a,b) detektiert, die digitales
An- und Ausschalten von Fluoreszenz zeigen und deshalb auf einzelne Molekiile hindeuten
(Aeze = 562,0 nm, I = 3 kW/cm?). Die verschiedenen Fluoreszenzintensititen (besonders
in b) sind durch reversible spektrale Spriinge der Absorptionslinie erklidrbar. Auflerdem ist
die Strukturformel des Phycoviolobilin-Chromophors abgebildet.

In der Zeitspur von Molekiil (a) in Abb. 6.21 ist eine starke Dynamik in der Fluo-
reszenzintensitat sichtbar. Bei den Schwankungen um den Mittelwert wahrend der
ersten 6 s handelt sich nicht um einfaches statistisches Rauschen, da die Standard-
abweichung von 20 (Counts/10ms) deutlich hoher als die Wurzel des Mittelwerts
von 79 (Counts/10ms) ist. Bei genauerer Betrachtung kann man auch verschiede-
ne Intensitdtsniveaus in diesem Zeitbereich sehen. Dabei wurden sehr hohe Anre-
gungsleistungen von einigen W/cm? zum Erreichen der Zihlrate von ~ 5000 C/s
(ohne Untergrund) verwendet. Auch Molekiil (b) zeigt zwei verschiedene, reversi-
bel wechselnde Fluoreszenzintensititen. Geht man davon aus, dass es sich nicht
um ein Aggregat aus zwei oder mehreren Untereinheiten handelt, da die Losungen
stark verdiinnt waren und direkt vor der Probenpréparation nochmals in einem Ul-
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traschallbad behandelt wurden, so scheinen spektrale Shifts und Spriinge fiir die
Intensitatsdnderungen verantwortlich zu sein. Zur ndheren Untersuchung wurde die
Aufnahme von Anregungsspektren vorbereitet und wiahrenddessen die Versuche zur

Detektion einzelner Trimere begonnen.
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Abbildung 6.22: Fluoreszenzbild von einzelnen PEC-Trimeren in Glyzerin/Puffer bei 60

K. An den drei markierten Stellen wurden die Zeitspuren (a), (b) und (c) detektiert, die

digitales An- und Ausschalten von Fluoreszenz zeigen (Aeze = 585,0 nm, I = 0,5 kW /cm?).
Das Blinken von Molekiil (b) ist auch schon im Fluoreszenzbild zu beobachten.

Nach einigen Verdiinnungsschritten gelang es ebenfalls ohne gréfiere Probleme, ein-
zelne Trimere von PEC zu isolieren (Abb. 6.22), die aufgrund der hohen Verdiinnung
moglicherweise auch in Monomere zerfallen waren. Trotz der neun bzw. drei einge-
bauten Chromophore ergaben sich Zahlraten nur in der Gréflenordnung der Mes-
sungen an der a-Untereinheit, wobei die Qualitdt der Bilder und Zeitspuren durch
die Erh6hung der Integrationszeit auf (meist) 100 ms bei Reduzierung der Anre-
gungsleistung verbessert wurde. Die Zeitspuren unterscheiden sich in ihren charak-
teristischen Merkmalen kaum von denen der a-Untereinheit. Es treten gelegentlich
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Abbildung 6.23: (a)-(e) Serie von Fluoreszenzanregungsspektren eines einzelnen PEC-
Trimers in Glyzerin/Puffer bei 4 K (I = 0,5 kW/cm?). Der Wellenlédngenbereich ist durch
den Laserfarbstoff (A > 562 nm) und die Filterkante (A < 588 nm) beschrinkt. Im Fluores-
zenzbild (Aeze = 585,0 nm) ist der zugehérige Spot markiert.

Intensitéatsfluktuationen auf Niveaus zwischen dem Untergrund und dem Maximal-
wert auf, aber auch einstufige Bleichprozesse, die die starke Kopplung der neun bzw.
drei Chromophore zu einem effektiven Quantensystem verdeutlichen. Die in Abb.
6.22 dargestellten Zeitspuren und das zugehorige Fluoreszenzbild wurden bei 60 K
aufgenommen. Ahnliche Datensitze konnten auch bei 4 K gewonnen werden. Bei
4 K war jedoch die im Fluoreszenzbild erscheinende Konzentration der Molekiile
etwa um den Faktor 5 geringer. Dieser Effekt ist zusétzlicher, spektraler Selektion
zuzuordnen, und man kann daraus eine Linienverschmélerung durch Abkiihlung auf



180 6. Mikroskopische Untersuchungen

~ 20 % der Breite von Raumtemperatur ableiten.
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Abbildung 6.24: Fluoreszenzanregungsspektrum eines einzelnen PEC-Trimers in Glyze-
rin/Puffer bei 4 K (I = 0,5 kW/cm?). Die intensive, schmale Bande bei 580 nm kann mit
einer Lorentzfunktion (gestrichelt) der Halbwertsbreite 0,3 nm angepasst werden. Kurzwellig
tritt neben einem kleinen Peak &hnlicher Breite bei 578 mn, moglicherweise einer zweiten
Position der Nullphononenlinie, eine breite Bande auf (sie ist zusétzlich in fiinffacher Inten-
sitédt dargestellt). Eine optisch angepasste Gaufifunktion (gestrichelt, Zentrum bei 570 nm,
Halbwertsbreite ~ 11 nm), die in einigen Bereichen eingebrochener Fluoreszenz abweicht,
koénnte die Phononenseitenbande darstellen. Im Fluoreszenzbild (Aepe = 585,0 nm) ist der
zugehorige Spot markiert. Zusitzlich ist ein Untergrundspektrum (gepunktet) dargestellt,
das an einer dunklen Stelle im Fluoreszenzbild detektiert wurde.

Um weitere Informationen iiber die Linienbreite und -form zu gewinnen, wur-
den Fluoreszenzanregungsspektren aufgenommen. Die offenkettige Struktur der
Tetrapyrrole ldsst - im Gegensatz zu Chlorophyll - eine hohe Elektron-Phonon-
Kopplungskonstante erwarten. Die Spektren werden deshalb wesentlich von den
Phononenseitenbanden geprégt sein. Bei der Aufnahme von Fluoreszenzanregungs-
spektren wurde der Laser breitbandig (ohne Etalons und ohne Brewster Plittchen)
iiber 25 nm durch motorisiertes Verdrehen der doppelbrechenden Filters durchge-
stimmt. In den Spektren zeigt sich starke spektrale Dynamik (Abb. 6.23). Es treten
Banden auf, die Breiten zwischen 1 und 5 mn haben, jedoch kein sauberes Profil einer
Peakfunktion zeigen, sondern bei denen haufig abrupte Abbriiche der Fluoreszenz
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wie beim Photobleichen auftreten. Die Absorptionsfrequenzen scheinen lichtindu-
ziert sténdig zu springen. Die Linienbreite kann nur zu ~ 5 nm abgeschétzt werden.

Bisher gelang es nur bei einem Molekiil, eine schéarfere Bande aufzunehmen. Da
mehrere Punkte der Messdaten auf einer angepassten Lorentzkurve (rechte gestri-
chelte Linie in Abb. 6.24) liegen, ist dabei nicht von einem Artefakt auszugehen. Es
konnte sich um die Nullphononenlinie handeln, die durch einen unbekannten Me-
chanismus stabilisiert wurde. Sie hat eine Halbwertsbreite von 0,3 nm (= 9 cm™!
oder 300 GHz). Eine breite Bande, #hnlich der in den anderen Anregungsspektren,
tritt kurzwellig auf. In Abb. 6.24 wurde spekulativ eine Gauflkurve eingezeichnet,
die jedoch in einigen Bereichen mit eingebrochener Fluoreszenz abweicht. Man kann
sie als zugehorige Phononenseitenbande mit einer Halbwertsbreite von ca. 11 nm
betrachten.
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Abbildung 6.25: Fluoreszenzzeitspuren von PEC-Trimeren (bzw. Monomeren) bei (a) 3,6
K und (b) Raumtemperatur (Aeze = 575,0 nm, zirkular polarisiert, I ~ 0,5 kW/cm?). Die
Fluoreszenzzeit der Proteine ist bei tiefen Temperaturen mit bis zu etwa 10 min deutlich
hoher als bei Raumtemperatur mit einigen Sekunden. Allerdings gelingt bei Raumtempera-
tur in einem kommerziellen Mikroskop und Olimmersionsobjektiv die Detektion von etwa der
zehnfachen Zihlrate (die Daten wurden freundlicherweise von P. Zehetmayer zur Verfiigung
gestellt).
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Die bisherigen Ergebnisse sind ein vielversprechender Ausgangspunkt fiir weitere
Untersuchungen an dieser Proteinklasse. Es konnte gezeigt werden, dass Einzelmo-
lekiildetektion moglich ist und spektrale Auflosung genutzt werden kann. Im Ver-
gleich mit Raumtemperaturexperimenten zeigen die Proteine bei tiefen Temperatu-
ren deutlich ldngere Lebenszeiten von bis zu zehn Minuten, bevor sie ausbleichen
(Abb. 6.25). Die Abkiihlung fiithrt bei diesem Protein zu einer Stabilisierung des
fluoreszierenden Zustands, so dass eine ausreichende Photonenanzahl und damit
geniigend spektrale und dynamische Informationen gewonnen werden kénnen.



Kapitel 7
Zusammenfassung

Die spektroskopische Untersuchung einzelner Molekiile in kondensierter Phase er-
streckt sich erst iiber einen Zeitraum von zehn Jahren. In dieser verhéltnismafBig
kurzen Zeit vollzog sich eine rasante Entwicklung mit einer Vielzahl von Ergebnis-
sen. Dies findet seinen Ausdruck in eigenen Tagungen und Zeitschriften und nicht
zuletzt auch in einer Nobelkonferenz im Jahre 1999. Wihrend sich anfangs die Unter-
suchungen auf eine Reihe faszinierender Tieftemperaturexperimente mit spektraler
Selektion der einzelnen Molekiile beschrinkten, verschob sich seit Mitte der 90er
Jahre der Schwerpunkt der Forschung auf diesem Gebiet hin zu Experimenten mit
raumlicher Selektion bei Raumtemperatur, die seit kurzer Zeit auch relativ unein-
geschrankt bei Tieftemperatur moglich sind. Diese Entwicklung spiegelt sich auch
in dieser Dissertation wider.

Zu Beginn dieser Arbeit stand eine spektral hochauflésende Apparatur zur Einzelmo-
lekiilspektroskopie bei kryogenen Temperaturen zur Verfiigung. Mit dieser wurden
Einzelmolekiiluntersuchungen an dem neu synthetisierten Farbstoff Terrylendiimid
(TDI) durchgefiihrt. TDI ist kein reiner Kohlenwasserstoff, wie die bis dahin {ibli-
cherweise verwendeten Chromophore, und lédsst sich durch seine Seitengruppen an
andere Systeme anbinden. Er zeigt neben exzellenten Fluoreszenzeigenschaften die
zur spektralen Selektion notigen schmalen Absorptionslinien. Wegen seiner Struktur
lasst sich TDI nicht in einen Kristall einlagern. Mit Polyethylen und Hexadecan wur-
den jedoch zwei Matrizen gefunden, die es erlauben, Fluoreszenzanregungsspektren
von einzelnen Molekiilen zu detektieren.

In Hexadecan konnte bei Sattigungsuntersuchungen das theoretisch vorhergesag-
te Verhalten nachgewiesen werden. Dabei wurden Zéhlraten von fast 500 000
Counts pro Sekunde von einem einzelnen Molekiil erreicht. Durch die Aufnahme
und Auswertung der Fluoreszenzintensitéts-Autokorrelationsfunktion konnten die
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Populations- und Depopulationsraten der Triplett-Subniveaus bestimmt werden.
Dabei wurde auch spektrale Diffusion der Molekiile beobachtet, die mit Hilfe von
Two-Level Systems (TLS) erklart werden konnte. Mit einem komplexen theoreti-
schen Modell und aufwendigen numerischen Berechnungen konnte die bei 2,5 K
auftretende Verteilung von Linienbreiten der beobachteten Molekiile simuliert wer-
den. Damit konnte den beiden Matrizen iiber die Analyse ihrer TLS-Dichte ein
unterschiedlicher Grad an Unordnung zugeordnet werden. In temperaturabhéngi-
gen Untersuchungen der Linienform konnte der Unterschied im Ordnungsgrad der
Matrizen bestimmt werden. Ferner konnten die Theorie von Hsu und Skinner in
der Tieftemperaturndherung bestétigt werden und ein tieferer Einblick in die auf-
tretende Dynamik gewonnen werden. In der Auswertung der temperaturabhédngigen
Linienverschiebung wurde erstmals der Einfluss von Matrixexpansion beriicksichtigt
und als unverzichtbar fiir eine gute Beschreibung des Systems erkannt. Parallel zu
den ersten Experimenten wurde eine aktive Stabilisierung des Farbstofflasers aufge-
baut. Damit konnte eine Verfilschung der Ergebnisse durch Laserdrift ausgeschlossen
werden.

Weitere Tieftemperaturuntersuchungen hatten die Beobachtung von Forster-
Energietransfer (oder FRET, Fluorescence Resonance Energy Transfer) an einem
individuellen Donor-Akzeptor-Paar in seiner speziellen Konformation zum Ziel. Als
Farbstoffmolekiil stand ein Bichromophor aus Perylen und kovalent angebundenem
TDI zur Verfiigung. Obwohl beide Chromophore sich fiir Einzelmolekiiluntersuchun-
gen eignen und inzwischen schon mehrfach verwendet wurden, gelang es nicht, ein
beziiglich Linienbreite und Frequenzposition identisches Fluoreszenzanregungsspek-
trum sowohl iiber Perylen-Fluoreszenz als auch iiber TDI-Fluoreszenz (nach Ener-
gietransfer) zu detektieren. Der Energietransferprozess scheint mit einem Linien-
verbreiterungsmechanismus verkniipft zu sein, so dass eine Beobachtung mit dem
Aufbau in der Anfangsphase der Dissertation nicht moglich war. Eine Wiederaufnah-
me dieser Untersuchungen mit der neuen Apparatur ist zukiinftigen Doktoranden
vorbehalten.

Um allgemein temperaturabhéngige Untersuchungen an fluoreszierenden Molekiilen
durchfithren zu kénnen, wurde ein Tieftemperaturmikroskop aufgebaut. Dafiir wur-
de die Rastertechnik gew#hlt. Um die bekannten Probleme des Probenscannens im
Kryostaten, wie kleiner Scanbereich und fehlender Zugang im abgekiihlten Zustand,
zu vermeiden, wurde ein konfokales Laserscanning-Mikroskop entworfen und aufge-
baut. Zur Strahlablenkung wurden zwei Galvanometerspiegel gewéhlt und der Dreh-
punkt iiber ein telezentrisches System in das Objektiv abgebildet, das gemeinsam
mit der Probe im Kryostaten sitzt. Die Detektion des Fluoreszenzlichts wird von
einer hochempfindlichen Avalanche-Photodiode mit geringer Dunkelzahlrate iiber-
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nomimen.

Die Funktion des Scanners und des gesamten optischen Aufbaus konnte an Testmus-
tern und Testproben erfolgreich demonstriert werden. Einschrankend muss jedoch
erwahnt werden, dass die erreichte Detektionseffizienz die Erwartungen nicht erfiill-
te. Das liegt im Wesentlichen am Objektiv, aber auch an den Abbildungsfehlern
und Reflexionen der zahlreichen Elemente im Strahlengang. Die maximal erreichten
Zahlraten lagen bei 50 000 Counts pro Sekunde am System Terrylen in Polyethylen.
Fiir Systeme mit einer ausreichend hohen Fluoreszenzrate ist es mit dieser Appa-
ratur moglich, Fluoreszenzbilder, Zeitspuren, spektral hochauflésende Fluoreszenz-
anregungsspektren, Fluoreszenzspektren und Fluoreszenzkorrelationsfunktionen von
einzelnen Molekiilen aufzunehmen, um damit spektrale und dynamische Eigenschaf-
ten der Molekiile zu bestimmen. Durch Variation der Temperatur kénnen die Tem-
peraturabhéngigkeit der Messgrofien und Barrierenhohen ermittelt werden.

Mit der neuen Apparatur wurden Untersuchungen in zwei neuen Themenbereichen
begonnen, ndmlich an einzelnen Sondenmolekiilen in Nanoporen und an den fluo-
reszierenden Proteinen GFP (Griin Fluoreszierendes Protein) und PEC (Phyco-
erythrocyanin). Erste Fluoreszenzanregungsspektren einzelner Terrylen-Molekiile in
den Kanalstrukturen von mesoporosen Systemen der M41S-Klasse konnten beob-
achtet werden. Dabei ist die hohe spektrale Auflosung von grofliem Vorteil bei der
Untersuchung der spektralen Dynamik der Sondenmolekiile. Im Bereich biologischer
Proben konnten einzelne Molekiile des Griin Fluoreszierenden Proteins isoliert be-
obachtet werden. Die Anzahl an Fluoreszenzphotonen pro Molekiil, die vor dem
Ubergang in einen Dunkelzustand an diesem System detektiert werden konnten,
war allerdings sehr gering. Deshalb wurden Untersuchungen an einzelnen Proteinen
aus dem Lichtsammelkomplex von Cyanobakterien begonnen, die in einer laufenden
Doktorarbeit von P. Zehetmayer fortgefithrt werden. Bei den Proteinproben han-
delt sich um Untereinheiten von Phycoerythrocyanin: die a-Untereinheit und das
Trimer bzw. Monomer, in denen offenkettige Tetrapyrrhol-Molekiile als Farbstoffe
an die Proteinmatrix angebunden sind. Neben Fluoreszenzbildern und Zeitspuren
konnten bereits Anregungsspektren detektiert werden, die starke spektrale Dynamik
zeigen und weitere Untersuchungen herausfordern.

Wesentliche Teile dieser Arbeit wurden bereits in internationalen Zeitschriften und
auf Tagungen veréffentlicht. Eine Ubersicht befindet sich am Ende unter Veréffent-
lichungen und Tagungsbeitrage.
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