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Zusammenfassung

Die zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie stellt einen Zugang zur Dynamik von
Molekiilen dar. Da schnelle molekulare Vorgénge, wie z.B. Isomerisierungen, inner-
halb weniger 100 fs oder sogar darunter ablaufen kénnen, erfordert ihre Untersuchung
Techniken, die Zeitauflosungen in diesem Bereich erlauben. Elektronische Mef3ver-
fahren erreichen derartige Zeitauflosungen jedoch nicht. Daher wird bei zeitaufgelo-
sten Fluoreszenzmessungen auf optische Methoden zuriickgegriffen. In dieser Arbeit
wird der Aufbau und die Weiterentwicklung eines Mefisystems fiir die zeitaufgeloste
Beobachtung von Fluoreszenzspektren molekularer Proben auf der Basis des Kerr-
Effekts vorgestellt. Nach Anregung der Proben mit Laserimpulsen im ultravioletten
oder sichtbaren Spektralbereich kann bei einer Zeitauflésung von ca. 100 fs gleichzei-
tig eine Messung iiber einen sehr breiten Spektralbereich vom nahen Ultravioletten
bis ins nahe Infrarote durchgefiihrt werden.

Auf dieser Grundlage wird die Fluoreszenz einer Reihe von Proben untersucht,
die nach optischer Anregung isomerisieren. Es handelt sich hierbei um die Molekiile
4-Nitro-4’-(Dimethylamino)-Azobenzol, Bakteriorhodopsin und Proteorhodopsin.

Das Push-Pull substituierte Azobenzolderivat 4-Nitro-4’-(Dimethylamino)-Azo-
benzol (NA) isomerisiert nach Photoanregung ebenso wie das unsubstituierte Azoben-
zol. Trotz stark unterschiedlicher elektronischer Struktur offenbart sich eine erstaun-
liche Ahnlichkeit in der Dynamik beider Molekiile. Beide Systeme besitzen in der
Emission ein dhnliches biphasisches Verhalten. Fiir NA wurden Zeitkonstanten von
0.08 ps und 0.8 ps und ein verzogerter Anstieg der Fluoreszenz im langwelligen Teil
der Spektren bestimmt. Ein Unterschied zu unsubstituiertem Azobenzol besteht in
den um etwa den Faktor drei kiirzeren Zeitkonstanten von NA.

Der primére Schritt im Photozyklus von Bakteriorhodopsin (BR) besteht in
der Isomerisierung des Retinalmolekiils, welches als Chromophor dient. Wéhrend
die Zeitskalen dieser Isomerisierung aus transienten Absorptionsexperimenten be-
reits bekannt sind, unterliegen die damit assoziierten molekularen Prozesse weiter-
hin einer kontroversen Diskussion. In den hier durchgefiihrten Emissionsmessungen
wurde neben den bereits bekannten Zeitkonstanten von < 0.15 ps und 0.45 ps fiir
den Fall niedriger Anregungsdichten das erste Mal ein dynamischer Stokes-Shift auf
der Zeitskala von 0.2 ps entdeckt. Im Falle hoher Anregungsdichten kénnen die deut-
lichen Anderungen der zeitaufgelosten Spektren Mehrphotonenabsorptionen zuge-
ordnet werden.

Erst vor kurzer Zeit wurde das Proteorhodopsin (PR) als neues Mitglied der
Familie der rhodopsinartigen Proteine entdeckt. Ebenso wie bei BR ist der primére
Schritt des Photozyklus die [somerisierung seines Retinalmolekiils. Hier wurden zum
ersten Mal zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen an PR durchgefiihrt. Es wurde, wie
auch bei BR, ein dynamischer Stokes-Shift gefunden. Im Gegensatz zu BR besitzt
PR in der Emission jedoch drei Zeitkonstanten von < 0.15 ps, 0.45 ps und 4 ps. Die
dritte Zeitkonstante kann mit einem spektral dunklen Zwischenzustand assoziiert
werden.
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1 Einleitung

Seit jeher interessieren sich Menschen fiir den zeitlichen Ablauf von Ereignissen. Die
Menschen des Altertums verwendeten zur Einteilung der Zeit noch Sonnen-, Sand-
und Wasseruhren. Der wohl erste Mensch, der sich mit der genaueren Messung von
kiirzeren Zeitintervallen beschéftigte, war Galileo Galilei [1]. Die von ihm eingesetz-
ten Methoden, wie die Messung seines eigenen Pulses oder von ihm konstruierte
Pendeluhren, besaflen laut seiner eigenen Einschitzung die Genauigkeit eines Zehn-
tels eines Pulsschlags. Etwa um dieselbe Zeit wurden die ersten Verbindungen ent-
deckt, die bei Bestrahlung mit Sonnenlicht sichtbares Licht emittieren. Im Jahr
1565 berichtete N. Monardes, dafi Wasser, welches eine bestimmte Holzart (lignum
nephriticum) enthélt, im Sonnenlicht glitht [2]. Im Laufe der Zeit keimte ein immer
grofer werdendes Interesse an Phidnomenen, welche mit der Abstrahlung von Licht
verbunden sind, und deren zeitlichem Ablauf auf. Da die Reaktionszeit des mensch-
lichen Auges aber fiir die Verfolgung schneller Prozesse nicht ausreicht, wurden zu
diesem Zweck verschiedene experimentelle Ansétze entwickelt.

Schon 1834 benutzte Wheatstone einen rotierenden Spiegel um die Lebensdauer
eines Funkens zu bestimmen [3]. Mit dieser ersten Anwendung einer Schmierbild-
kamera konnte er zeigen, daff die Existenzdauer einiger Funken kiirzer als 107¢ s
ist. Im Jahr 1858 wurde das erste Phosphoroskop von E. Bequerel gebaut [4-6].
Damit war es moglich, Phosphoreszenzzerfallszeiten bis hinab zu 1073 s zu messen. In
seinen Schlierenexperimenten um das Jahr 1867 erzeugte A. T6pler mit einem kurzen
Lichtfunken eine Schallwelle, welche er sukzessive mit einem zweiten zeitverzogerten
Funken abtastete [7, 8]. Das Prinzip dieser Experimente wird auch heute noch in
der zeitaufgelosten Spektroskopie angewandt. Abraham und Lemoine konnten be-
reits 1899 mit Hilfe einer Kerr-Zelle und eines elektrischen Funkens eine Zeitauf-
16sung von 107% s demonstrieren [9, 10]. Eine Entladung von Kondensatorplat-
ten aktivierte gleichzeitig eine mit CS, gefiillte Kerr-Zelle und eine Funkenstrecke.
Der Lichtweg zwischen der Funkenquelle und der Kerr-Zelle war variabel. War die
Verzogerungsstrecke langer als ca. 4 m, wurde kein Licht mehr transmittiert. Abra-
ham und Lemoine schlossen daraus, dafl der fiir den Kerr-Effekt verantwortliche
Mechanismus schneller als 10™® s ist. Da heute fiir den Kerr-Effekt in CS, eine
Antwortzeit von ca. 2 ps (1 ps = 107! s) bekannt ist [11], wurde somit in Wahrheit
die Dauer des elektrischen Funkens gemessen. Dieses Experiment verwendete als
erstes das Prinzip einer variablen Verzogerungsstrecke zur Messung von kurzen Zeit-
intervallen.

Die Antwortzeit der CSo-Kerr-Zelle von 2 ps zeigt bereits, dafl molekulare Pro-
zesse - hier die Rotation des CSy-Molekiils - sich auf sehr kurzen Zeitskalen ab-
spielen kénnen. Sollen solche Prozesse in Molekiilen untersucht werden, erfordert
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dies eine Synchronisation dieser Prozesse auf der gleichen Zeitskala. Da sich viele
molekulare Prozesse durch Lichtanregung induzieren lassen, kann eine solche Syn-
chronisation durch Anregung der Molekiile mit kurzen Lichtimpulsen erfolgen. Mitte
des 20. Jahrhunderts wurden molekulare (photochemische) Vorgénge im Bereich von
Milli- bis Mikrosekunden durch Verwendung von Lichtblitzen studiert, die Zeitsskala
war dabei durch die Dauer der Lichtblitze gegeben. Diese sogenannte Blitzlicht-
Photolyse wurde von Norrish und Porter um das Jahr 1950 eingefiihrt [1, 12, 13]. Sie
erhielten dafiir 1967 den Nobelpreis fiir Chemie. Die Zeitauflésung in der Spektros-
kopie konnte jedoch lange Zeit mangels geeignet kurzer Lichtimpulse nicht iiber den
Bereich von Nanosekunden (1 ns = 107 s) hinaus gesteigert werden.

Erst in den Jahren nach der Einfithrung des Lasers im Jahr 1960 wurden wieder
groflere Fortschritte auf dem Gebiet der zeitaufgelosten Spektroskopie erzielt. Wéh-
rend der sechziger Jahre des 20. Jahrhunderts wurden die Konzepte der Giiteschal-
tung (engl. Q-Switch) und der Modenkopplung eingefiihrt und realisiert. Mit moden-
gekoppelten Lasern erreichte man erstmals Impulsdauern im Bereich von Pikosekun-
den. Shank und Ippen stellten 1974 den ersten modengekoppelten Farbstofflaser
mit Impulsdauern von weniger als 1 ps vor [14]. Wiahrend der neunziger Jahre
des 20. Jahrhunderts wurden die Farbstofflaser durch modengekoppelte Titan-Saphir
Laser ersetzt [15]. Mit Hilfe parametrischer Verstérker lassen sich heutzutage Impuls-
dauern bis hinab zu wenigen Femtosekunden (siehe z.B. [16-18]) erreichen, welche
iiber den gesamten ultravioletten, sichtbaren und nahinfraroten Spektralbereich ein-
stellbar sind (siehe z.B. [19, 20]).

Mit der Entwicklung immer kiirzerer Laserimpulse wurde es endlich moglich,
auch die schnellsten physikalischen und chemischen Prozesse in Molekiilen, welche
sich auf der Zeitskala von einigen 10 Femtosekunden (1 fs = 107 s) abspielen,
aufzukldren. Diese Zeitskala ergibt sich aus den Schwingungsperioden molekularer
Schwingungen, die eine Art untere Grenze fiir die Reaktionszeiten darstellen. Die
hochsten beobachteten Schwingungsfrequenzen in Molekiilen liegen bei ca. 3000 cm ™t
(siche z.B. [21]), was einer Periodendauer von ca. 10 fs entspricht. Untersuchun-
gen in diesem Bereich sind daher duflerst wichtig fiir das Verstdndnis elementarer
chemischer Vorgénge. Fiir dieses wissenschaftliche Arbeitsgebiet wurde der Begriff
‘Femtochemie’ geprigt. Die Bedeutung dieses Feldes wurde durch die Verleihung des
Chemie-Nobelpreises an Ahmed Zewail im Jahr 1999 unterstrichen.

Werden Molekiile durch Lichtabsorption in angeregte Zusténde versetzt, so fin-
den dort verschiedene photophysikalische und photochemische Prozesse statt. Nach
elektronischer Anregung kommt es in der Regel zu Schwingungsrelaxationen inner-
halb des angeregten Zustands. Elektronisch angeregte Zusténde konnen nun strahlend
oder nichtstrahlend in andere angeregte Zustédnde oder den Grundzustand relaxieren.
Ebenso kann ein Elektronen- oder Protonentransfer auftreten. Weitere Moglichkeiten
der Dynamik angeregter Molekiile sind Isomerisierungen, Torsionen und komplexere
Photoreaktionen. Diese Vorginge sind in der Regel mit Anderungen der optischen
Eigenschaften verkniipft, z.B. der Absorption und der Emission. Die zeitliche Verfol-
gung dieser Anderungen der optischen Eigenschaften kann folglich dazu beitragen,



wertvolle Informationen zur Erklarung der Vorgénge in Molekiilen zu gewinnen.
Die am weitesten verbreitete Untersuchungsmethode der Kurzzeitspektroskopie
ist die Messung der transienten Absorption. Nach Anregung einer Probe mit einem
kurzen Laserimpuls wird die zeitliche und spektrale Absorptionsdnderung im Anre-
gungsvolumen mit Hilfe eines ebenfalls sehr kurzen Abtastimpulses verfolgt [1]. Bei
transienten Absorptionsexperimenten tragen mehrere Komponenten zur Anderung
des Signals bei (Abb. 1.1). Nach Anregung der Probe kommt es zunéichst zu einem
Ausbleichen des Grundzustandes, d.h. die Absorption im Bereich der Wellenlénge
des Anregungsimpulses nimmt ab. Angeregte Zustinde konnen nun auch selbst ab-
sorbieren, was zu einer Zunahme der Absorption fiithrt. Dazu kommt noch der Beitrag
der stimulierten Emission, welcher wiederum eine Abnahme der Absorption bewirkt.

Fluorescence Transient Absorption

S, S,
excited state
absorption

Si—% Si—3

h f h stimulated
Vv uorescence Y emission
S Y S \ ground state
0 0 bleaching

Abbildung 1.1: Signalbeitriage bei Fluoreszenz und transienter Absorption

Der Vorteil dieser Methode ist, dal die gesamte Dynamik eines Molekiils nach Pho-
toanregung abgefragt wird, d.h. Vorgéinge in den elektronisch angeregten Zustin-
den und im Grundzustand werden untersucht. Die Separation der Signalbeitrége in
zeitaufgelosten Absorptionsspektren ist jedoch unter Umstanden nur schwer zu be-
werkstelligen, so dafl eine eindeutige Zuordnung zu den einzelnen Zusténden oft nicht
moglich ist.

Viel einfacher hingegen gestaltet sich die Interpretation von Fluoreszenzspek-
tren. Nach Anregung in einen (meist den ersten) elektronisch angeregten Zustand
tritt nur die Emission aus diesem Zustand in niedrigere elektronische Zustdnde
oder den elektronischen Grundzustand auf (Abb. 1.1). Daher spiegelt die Dynamik
der Fluoreszenzemission ausschliellich das Verhalten von elektronisch angeregten
Zustéanden wieder. Die zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie ist somit die ideale
Technik zum Studium von angeregten Zustdnden. Einschriankend muf} allerdings er-
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wahnt werden, dafl die exklusive Beobachtung von elektronisch angeregten Zustanden
nur dann gewéhrleistet ist, wenn bestimmte experimentelle Rahmenbedingungen er-
filllt sind. Die spektrale Charakteristik des Fluoreszenzlichts kann durch statische
Reabsorption oder durch transiente Absorption in der Probe verdndert werden. Es
mufl daher sichergestellt werden, dafl durch diese sogenannten inneren Filtereffekte
keine zusétzlichen Absorptionsbeitrége auftreten. Dies wird z.B. durch ausreichende
Verdiinnung der Probe oder dadurch, dafl die Fluoreszenz- und die statischen bzw.
transienten Absorptionsbanden spektral nicht iibereinander liegen, erreicht.

Auf der experimentellen Seite ergibt sich bei der Messung zeitaufgeloster Emis-
sionsspektren folgendes Problem: Bei der Aufnahme von Fluoreszenzspektren in
einem elektronisch gesteuerten Detektor wird das Zeitverhalten des auftreffenden
Lichts mindestens iiber die minimale Antwortszeit des Detektionssystems integriert.
Da die Zeitauflosung samtlicher elektronischer Detektionsverfahren (z.B. Einzelpho-
tonenzéhlung, Schmierbildkamera) bestenfalls im Bereich von Pikosekunden liegt, ist
auf diesem Weg eine Zeitauflosung im Femtosekundenbereich nicht mdéglich.

Ein Ziel dieser Arbeit ist daher der Aufbau und die Weiterentwicklung eines
Mefsystems fiir die zeitaufgeloste Beobachtung von Fluoreszenzspektren molekula-
rer Proben. Nach Anregung der Proben mit Laserimpulsen im ultravioletten oder
sichtbaren Spektralbereich soll bei einer Zeitauflosung von ca. 100 fs gleichzeitig eine
Messung iiber einen sehr breiten Spektralbereich vom nahen Ultravioletten bis ins
nahe Infrarote durchgefiihrt werden. Diese Zielsetzung 148t sich in Form eines soge-
nannten Kerr-Schalters (siehe auch [22-27]) realisieren, dessen Aufbau und Charak-
terisierung in dieser Arbeit vorgestellt werden soll.

Zur Interpretation von Emissionsspektren miissen erst einige grundsétzliche
Uberlegungen angefiihrt werden. Die Gesamtwellenfunktion U eines Molekiils 148t
sich unter der Annahme, dafl man die Bewegung der Elektronen (Koordinaten r;)
von der Bewegung der Kerne (Koordinaten R;) trennen kann, als Produkt eines elek-
tronischen und eines Schwingungsanteils der Kerne schreiben (Born-Oppenheimer
Néherung):

V= \Ilel(ri, Rj) . \I’U(RJ)

Dies wird nahe gelegt durch den groflen Masseunterschied, der zu einer viel lang-
sameren Bewegung der Kerne gegeniiber der Bewegung der Elektronen fiihrt. In
dieser Naherung haben die Geschwindigkeiten der Atomkerne keinen Einflul auf die
elektronische Wellenfunktion ¥.;. Wird weiterhin die parametrische Abhéngigkeit
der elektronischen Wellenfunktion von den Kernkoordinaten R; vernachléssigt, so
spricht man von der Crude Born-Oppenheimer (CBO) Néherung. Es wird dann die
elektronische Wellenfunktion der Gleichgewichtsgeometrie verwendet. Damit hangt
nur noch die Kernwellenfunktion ¥, von den Kernkoordinaten ab.

Behandelt man in dieser Ndherung die Wahrscheinlichkeit eines elektronischen
Uberganges, dann 1a8t sich der allgemeine Ausdruck fiir die Ubergangswahrschein-
lichkeit



|ig|* = [(Wiler|¥p) [,
der durch das Quadrat des Ubergangsdipolmoments i zwischen den beteiligten
Zusténden gegeben ist, faktorisieren:

wisléso = [{Weailer| Ve ) * - [ (Lo Wy p) .

Elektroneniiberginge finden dabei so schnell statt ( ~ 1071 s), daB sich der Kernab-
stand wéhrend des Elektronensprungs nicht dndert (Franck-Condon Prinzip). Dies
wird durch die vertikalen Pfeile in Abb. 1.2 veranschaulicht (Absorption und Emis-
sion). Die elektronischen Anteile [(W, |er|W,, ;)|* werden als elektronische Uber-
gangsmomente, die Schwingungsanteile (U, ;|¥, )|? als Franck-Condon Faktoren
bezeichnet. Die elektronischen Ubergangsmomente sind ein MaB fiir die gesamte
Ubergangswahrscheinlichkeit, die Franck-Condon Faktoren beschreiben die relativen
Ubergangswahrscheinlichkeiten zwischen den einzelnen Schwingungsniveaus der be-
teiligten Zustande.

Die zeitliche Verfolgung von Emissionsspektren kann neben den Lebensdauern
angeregter Zustédnde, d.h der Zeitabhéngigkeit der spektral integrierten Emissions-
intensitdat, auch wichtige Informationen iiber die Reaktionen von inter- und in-
tramolekularen Schwingungsfreiheitsgraden auf die elektronische Anregung liefern.
Diese dufern sich durch Anderung der spektralen Lage und Form der Emissions-
spektren (siehe z.B. Potentialschema in Abb. 1.2). Auf diese Weise kénnen mit Hilfe
zeitaufgeloster Fluoreszenzmessungen die Dynamik von Molekiilen selbst wie auch
ihrer Losungsmittelumgebung verfolgt werden.

/

- - - - — - - - — =

Abbildung 1.2: Potentialschemata fiir gebundene und reaktive Systeme bei elektronischer
Anregung. Nach Anregung von Molekiilen in einen elektronisch angeregten Zustand findet
innerhalb dieses Zustands Schwingungsrelaxation statt. Dies fithrt zu einer Anderung der
spektralen Lage und Form der Emissionsspektren.

In Systemen mit hoher Fluoreszenzquantenausbeute findet man fiir die Fluoreszenz-
spektren eine Art Spiegelsymmetrie zu den zugehorigen Absorptionsspektren. Eine
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solche Spiegelsymmetrie kann dann auftreten, wenn die Potentiale des elektronisch
angeregten Zustands und des Grundzustands harmonisch genédhert werden kénnen,
sich die Schwingungsfrequenzen und die Normalmoden in beiden Zusténden nicht
wesentlich dndern und der elektronisch angeregte Zustand vor der Emission vibra-
torisch relaxiert ist (siehe z.B. [28, 29]). Fiir Systeme, welche eine ultraschnelle Pho-
toreaktion durchlaufen, sind dagegen in ihren zeitaufgeldsten Fluoreszenzspektren
die folgenden charakteristischen Eigenschaften zu erwarten:

(i) Aufgrund einer (geddmpften) Bewegung auf der Potentialfliche des elektro-
nisch angeregten Zustands verringert sich die Energieliicke zwischen angeregtem Zu-
stand und Grundzustand (Abb. 1.2). Im Laufe der Zeit verschieben sich dadurch die
Maxima der Fluoreszenzspektren hin zu gréfleren Wellenldngen. Solche dynamischen
Stokes-Shifts werden sowohl fiir Systeme mit gebundenen als auch fiir Systeme mit re-
aktiven elektronisch angeregten Potentialfliichen gefunden. In gebundenen Systemen
tritt dieser Effekt oft als Folge der dielektrischen Relaxation der Losungsmittelumge-
bung der Molekiile auf [30, 31]. Eine derartige losungsmittelinduzierte Verschiebung
dndert jedoch (abgesehen von einem v3-Faktor [30]) die spektral integrierte Emis-
sionsintensitéit nicht.

(i) In reaktiven Systemen kann es zusétzlich noch zu einer spektralen Ver-
schiebung kommen, welche durch eine Bewegung entlang einer reaktiven intramoleku-
laren Koordinate ausgelost wird. Im Zuge einer solchen Bewegung mit grofler Am-
plitude koénnen sich die Franck-Condon Faktoren fiir die Emission und bzw. oder
die elektronischen Ubergangsmomente éndern, was wiederum eine Anderung (in
der Regel eine Reduktion) der spektral integrierten Fluoreszenzintensitit verursacht
[31, 32]. Derlei Intensitétseffekte wurden bereits in einigen Molekiilen mit beobachtet.
Beispiele sind Azobenzol [33], Nitroaniline [34] und Triarylpyrylium Farbstoffe [32].
Diese experimentellen Befunde sind in Ubereinstimmung mit quantenchemischen
Rechnungen [34, 35], welche oft eine deutliche Anderung der Ubergangsdipolmo-
mente bei Bewegungen entlang reaktiver intramolekularer Koordinaten mit grofler
Amplitude vorhersagen.

(iii) SchlieBlich beendet die Entleerung des elektronisch angeregten Zustands
das Aussenden von Fluoreszenz. Diese Entleerung kann auf verschiedene Art und
Weise erfolgen, wie etwa durch interne Konversion (internal conversion, IC) in den
Grundzustand oder einen niedrigeren elektronischen Zustand, durch Ubergang in
den Triplett-Zustand (inter system crossing, ISC) oder durch die Entstehung von
Photoprodukten.

Bei der Betrachtung der Kinetiken von Molekiilen muf§ also zwischen relaxier-
ten und definierten Zustdnden auf der einen und schwingungsangeregten und re-
aktiven Zustéinden auf der anderen Seite unterschieden werden. Nur fiir relaxierte
und definierte Zustéinde sind die Ubergangswahrscheinlichkeiten und somit die Uber-
gangsraten zwischen den beteiligten Zusténden zeitlich konstant und nur im Falle
zeitlich konstanter Raten ist die Kinetik der Uberginge exponentiell. Die Anzahl
der exponentiellen Zerfille ist hierbei durch die Anzahl der emittierenden Zustédnde
gegeben. Wird beispielsweise ein Molekiil in den niedrigsten elektronischen Zustand



angeregt, so tritt unabhéngig von der Anzahl der Ubergiinge, welche aus diesem Zu-
stand in andere Zusténde fithren, nur eine einzige Zeitkonstante auf (Abb. 1.3). Erst
wenn ein hoherer elektronisch angeregter Zustand erreicht wird, sind fiir die Beschrei-
bung seines Zerfalls in niedrigere elektronisch angeregte Zustdnde und schliefflich in
den Grundzustand mehrere Zeitkonstanten notwendig (Abb. 1.3).

In schwingungsangeregten und reaktiven Zustinden éndern sich die Ubergangs-
wahrscheinlichkeiten wegen der in (i) und (ii) genannten Vorgénge insbesondere zu
frithen Verzogerungszeiten beziiglich ihrer spektralen Verteilung und Amplitude. Die
zugehorigen Kinetiken besitzen ein vom exponentiellen Zerfall abweichendes Verhal-
ten. Das spezifische Verhalten in solchen Fillen ist abhéngig von den Potentialflichen
der beteiligten Zustinde und den Anregungsbedingungen und muf fiir die betreffen-
den Molekiile jeweils gesondert ermittelt werden.

S, S, Y
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Abbildung 1.3: Zeitkonstanten in einem Ratengleichungsmodell

Der Anpassung der Daten zeitaufgeloster Fluoreszenz- und auch transienter Ab-
sorptionsexperimente mufl also stets ein kinetisches Modell zu Grunde liegen. Es
miissen hierzu Annahmen iiber die Freiheitsgrade des Systems, die beteiligten Po-
tentialflichen und die daraus resultierende Dynamik gemacht werden. Ein solcher
Ansatz fiir Molekiile, in welchen nach Anregung eine Bewegung mit grofier Am-
plitude stattfindet, ist beispielsweise durch ein System von Diffusionsgleichungen
gegeben [32]. Derartige Auswertungen sind jedoch wegen der Unsicherheit der Vo-
raussetzungen nicht immer einfach zu bewerkstelligen. Ein erster Einblick in die
Anzahl der beteiligten Vorgénge kann z.B. aus der Singularwertzerlegung (singular
value decomposition, SVD) der experimentellen Daten gewonnen werden [36-38].



1 Einleitung

Héaufig erfolgt die Anpassung zeitaufgeloster Daten mit Hilfe von Exponentialfunk-
tionen, obwohl ein Ratenmodell fiir die Beschreibung der Kinetik der betreffenden
Molekiile eigentlich nicht gerechtfertigt ist. Hierfiir werden dann in der Regel eine
groffere Anzahl an Exponentialtermen benétigt, als durch die Anzahl emittierender
Zusténde erlaubt ist. Obwohl durch eine solche Vorgehensweise die physikalischen
und chemischen Vorgénge, welche in den Molekiilen stattfinden, nur unzureichend
beschrieben werden, wird sie oftmals dennoch benutzt, um einen ersten Uberblick zu
erhalten.

Auf der Grundlage des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Kerr-Schalter Sy-
stems soll die Fluoreszenz einer Reihe von Proben untersucht werden, welche nach
optischer Anregung ultraschnelle Photoreaktionen durchlaufen. Einen Schwerpunkt
bilden dabei Molekiile, die in Folge einer optischen Anregung isomerisieren. Es han-
delt sich hierbei um die Molekiile 4-Nitro-4’-(Dimethylamino)-Azobenzol, Bakterio-
rhodopsin und Proteorhodopsin. Die Ergebnisse der zeitaufgelosten Fluoreszenzmes-
sungen sollen dargestellt und auf der Grundlage der oben gemachten Uberlegungen
diskutiert werden.

Die vorliegende Arbeit wurde in kumulativer Form erstellt. Den einzelnen Kapiteln
liegen die folgenden Verdffentlichungen zu Grunde:

Kapitel 2: B. Schmidt, S. Laimgruber, W. Zinth, and P. Gilch. A broadband Kerr
shutter for femtosecond fluorescence spectroscopy. Appl. Phys. B, 76:809-814, 2003.
[sieche Anhang A]

Kapitel 3: B. Schmidt, C. Sobotta, S. Malkmus, S. Laimgruber, M. Braun, W. Zinth,
and P. Gilch. Femtosecond Fluorescence and Absorption Dynamics of an Azobenzene
with a Strong Push-Pull Substitution. J. Phys. Chem. A, 108:4399-4404, 2004. [siehe
Anhang B]

Kapitel 4: B. Schmidt, C. Sobotta, B. Heinz, S. Laimgruber, M. Braun, and P. Gilch.
Excited State Dynamics of Bacteriorhodopsin Probed by Broadband Femtosecond
Fluorescence Spectroscopy. Biochim. Biophys. Acta, accepted. [siche Anhang C]

Kapitel 5: Die Veroffentlichung der Daten dieses Kapitels ist zum gegenwértigen
Zeitpunkt noch nicht erfolgt, befindet sich jedoch in Vorbereitung.
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Fiir die zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie stehen verschiedene Methoden zur
Verfiigung. Zum einen gibt es elektronische Methoden, wie Einzelphotonenzéhlung
(Time Correlated Single Photon Counting, [39]) und Schmierbildkamera (Streakcam-
era, [39]). Da diese jedoch keine Zeitauflosung im Femtosekundenbereich erlauben,
soll hier nicht ndher auf sie eingegangen werden. Um eine Zeitauflésung im Bereich
von ~100 fs zu erreichen, kommen rein optische Methoden zum Einsatz, die auf dem
Prinzip eines optischen Schalters (optical gate) basieren.

2.1 Prinzip des optischen Schalters

Im Folgenden soll erst das Prizip eines optischen Schalters erldutert und dann die
Funktionsweise des Kerr-Schalters im Vergleich zu der Up-Conversion Technik dar-
gestellt werden.

In einem optischen Schalter treffen ein Fluoreszenzlichtimpuls und ein kurzer
optischer Schaltimpuls aufeinander (Abb. 2.1). Der Schaltimpuls ist dabei um die
Zeit t gegeniiber dem Fluoreszenzlichtimpuls verzégert. Durch den Schaltimpuls wer-
den die Transmissionseigenschaften des Schalters kurzfristig gedndert (Zu- oder Ab-
nahme der Transmission, Abb. 2.2). Das fiir die Dauer des Schaltimpulses transmit-
tierte Signal sollte proportional zur Intensitét des Fluoreszenzlichts zu der gegebenen
Verzogerungszeit sein. Das Abtasten der Fluoreszenzintsitat entlang der Zeitachse er-
folgt durch eine Verdnderung der Wegstrecke, welche der Schaltimpuls zu durchlaufen
hat. Jede Anderung der vom Schaltimpuls zuriickgelegten Strecke As bedeutet einen
Unterschied in der Laufzeit von At = As/c (¢ = Lichtgeschwindigkeit).

Fluorescence Light

Optical Gated
Switch Light

Gate Pulse

Delayline

Abbildung 2.1: Prinzip eines optischen Schalters (a)

Das Prinzip eines optischen Schalters ist auf verschiedene Art und Weise realisiert
worden. Der bisher gebrauchlichste Ansatz ist die Up-Conversion und soll daher auch



2 Der Kerr-Schalter
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Abbildung 2.2: Prinzip eines optischen Schalters (b)

zum Vergleich mit dem Kerr-Schalter herangezogen werden. Erwéihnt werden sollen
in diesem Zusammenhang auch noch die Realisierung eines optischen Schalters mit
Hilfe des inversen Raman Effekts [40] und der sogenannte Plasma-Schalter [41, 42].
Da die letzteren Methoden jedoch noch keine hdufigere Anwendung gefunden haben,
wird hier lediglich auf die Literatur verwiesen.

2.2 Up-Conversion

Fiir die Up-Conversion verwendet man als optischen Schalter einen nichtlinearen
Kristall (z.B. beta-Barium Borat = BBO), welcher durch einen kurzen Schalt-La-
serimpuls geoffnet wird. Das Fluoreszenzlicht aus der Probe (Frequenz wg;, Wellen-
vektor EFZ) und der Schaltimpuls (Frequenz wy, Wellenvektor EL) werden in diesem
Kristall fokussiert (sieche Abb. 2.3). l;g und wy, bezeichnen den Wellenvektor und
die Frequenz des Summenfrequenzsignals. Im Falle eines zeitlichen und rdumlichen
Uberlapps belder Impulse findet auf Grund der hohen mchthnearen Suszeptlblhtat
2. Ordnung x® bei optimaler Phasenanpassung Ak = 0 mit Ak = kFl + kr, — ks,
Frequenzmischung statt und man erhélt ein Summenfrequenzsignal wy, = wrr, + wr.
Durch diese Beziechungen werden Energie- und Impulserhaltung umschrieben.

Bei festem Kristallwinkel und gegebener Kristalldicke d ist die Phasenanpassung nur
-1

fiir einen geringen Frequenzbereich Aw o 5 - vorom) ~ vorterD erfiillt [43, 44].

ver(w) ist hierbei die Gruppengeschwindigkeit in einem Medium. Der geschaltete
Spektralbereich wird durch Anpassung des Kristallwinkels selektiert. Zur simulta-
nen Schaltung eines groflen Spektralbereichs miissen daher ein sehr diinner Kristall
mit geringer Dispersion und Schaltimpulse im infraroten Spektralbereich verwendet
werden. Auf diese Weise kénnen Spektren mit einer Breite von bis zu 10000 cm ™!
aufgenommen werden [44]. Es muf bei spektral breitbandiger Up-Conversion jedoch
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Fluorescence Light

Gate Pulse
W, kL Nonlinear
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Abbildung 2.3: Prinzip der Up-Conversion

stets darauf geachtet werden, dafl die geschalteten Spektren (wpy + wy) nicht mit
den ungeschalteten Spektren (wp) iiberlappen. Es mufl weiterhin zur Riicktrans-
formation der in den ultravioletten Spektralbereich transformierten Spektren eine
genaue Bestimmung der Transformationseffizienz in Abhéngigkeit der Wellenlénge
vorgenommen werden.

Die Zeitauflosung wird im wesentlichen von der Lénge der Anregungs- und
Schaltimpulse und der Dispersion im Aufbau bestimmt. Es konnen Zeitauflosungen
von einigen 10 fs erreicht werden. In der Regel ist die Zeitauflésung jedoch nicht bes-
ser als ca. 50-100 fs, da zum einen durch sehr kurze Schaltimpulse (< 30 fs) die spek-
trale Auflosung sehr schlecht wird und somit spektrale Dynamiken evtl. nicht mehr zu
beobachten sind [31] und zum anderen die Schalteffizienz mit der Kristalldicke sinkt.
Werden scharf fokussierte Schaltimpulse mit hoher Energie (~ 60 uJ) verwendet,
konnen bei einer Kristalldicke von 0.1 mm und einer Zeitauflosung von ca. 80-100 fs
Schalteffizienzen von bis zu 10% erreicht werden [44].

2.3 Funktionsweise des Kerr-Schalters

Ein Kerr-Schalter ist wie auch die Up-Conversion ebenfalls eine rein optische Me-
thode, die auf dem Prinzip eines optischen Schalters beruht. Im Gegensatz zur Up-
Conversion (x®-ProzeB) basiert der Kerr-Effekt auf einem Prozef dritter Ordnung
x®) (z.B. [23-25, 27, 45]). Materialien, welche als Kerr-Medium Verwendung finden,
sind zur Vermeidung parametrischer Prozesse in der Regel isotrop und damit wird
x? gleich Null. Die nichtlineare Suszeptibilitit 3. Ordnung x®, welche proportional
zum nichtlinearen Anteil ny, des Brechungsindex ist, ist bei Einstrahlung eines Laser-
impulses der Intensitit I(r,t) in folgender Weise mit der zeitlichen Anderung des
Brechungsindex n(I,r,t) verkniipft [46]:

n(l,rt) = ng+ nol(r,t) = ng + An(r,t)

An = nj —ny ist der durch das duBere Feld verursachte Brechungsindexunterschied

11
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Abbildung 2.4: Prinzip des Kerr-Schalters

zwischen auflerordentlichem und ordentlichem Brechungsindex relativ zur Polarisa-
tionsrichtung des Laserimpulses.

In einem Kerr-Schalter befindet sich ein isotropes Kerr-Medium zwischen zwei
gekreuzten Polarisatoren (Abb. 2.4). Ohne Schaltimpuls kann Fluoreszenzlicht die
Polarisatoren nicht passieren, der Kerr-Schalter ist geschlossen. Wird ein intensi-
ver, linear polarisierter Laserimpuls auf das Kerr-Medium fokussiert, wird im Kerr-
Medium eine Anisotropie induziert, d.h. das Kerr-Medium wird doppelbrechend, der
Kerr-Schalter ist offen. Stehen die Polarisationsrichtungen von Fluoreszenzlicht und
Schaltimpuls geeignet zueinander, d.h. optimalerweise unter einem Winkel © = 45°,
so wird aus der linearen Polarisation des Fluoreszenzlichts eine elliptische Polari-
sation [46]. Ein Teil dieses Lichts kann nun den zweiten Polarisator passieren und
detektiert werden.

Wihrend bei der Up-Conversion der simultan zu schaltende Frequenzbereich
durch die Phasenanpassung vorgegeben ist, entfillt fiir den Kerr-Schalter diese Be-
schrankung. Auf Grund des physikalischen Prinzips ist der simultan zu schaltende
Frequenzbereich lediglich durch die Transmissionseigenschaften der verwendeten op-
tischen Komponenten beschrankt.

Die Zeitauflosung eines Kerr-Schalters wird im wesentlichen von den Impuls-
dauern der Anregungs- und Schaltimpulse, der Gruppengeschwindigkeitsdispersion
im Aufbau, dem Winkel zwischen Schalt- und Fluoreszenzlicht und den Eigenschaften
des Kerr-Mediums bestimmt. Fiir die Schalteffizienz 7', d.h. das Verhéltnis von
geschaltetem Fluoreszenzlicht pro Zeiteinheit zu dem auf das Kerr-Medium einfal-
lenden Fluoreszenzlicht gilt [25, 47]:

T = sin*(20) - sinQ(%go(r, t))

o(r,t) = 2rAn(r,t)l/Ap ist die im Kerr-Glas induzierte Phasenverschiebung zwi-
schen ordentlichem und auflerordentlichem Anteil des elektrischen Feldes des Fluores-
zenzlichts der Wellenldnge Ap; in einem Kerr-Medium der Schichtdicke 1. Bei © = 45°
kann fiir kleine Phasenverschiebungen ¢(r,t) die Schalteffizienz durch
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genédhert werden. Die Schalteffizienz eines Kerr-Schalters ist also proportional zum
Quadrat der Schaltimpulsintensitét [s.,q:, dem nichtlinearen Brechungsindex no, der
Léange [ des Kerr-Mediums und umgekehrt proportional zum Quadrat der Wellen-
lange Ap;.

Obwohl der Kerr-Effekt bereits kurz nach der Einfithrung der ersten modenge-
koppelten Laser fiir die zeitaufgeloste Fluoreszenzmessung im Pikosekundenbereich
verwendet wurde [45], wird diese Technik erst seit wenigen Jahren fiir Messungen im
Femtosekundenbereich eingesetzt [23-26]. In der praktischen Realisierung ergeben
sich jedoch Probleme, welche einen effektiven Einsatz dieser Technik erschweren. Das
Licht der Schaltimpulse wird zum Teil am Kerr-Medium gestreut und erzeugt am
Detektor ein Signal, welches um mehrere Grolenordnungen hoher ist als das geschal-
tete Fluoreszenzsignal. Dieser Untergrund kann nur durch Einsatz geeigneter Filter
unterdriickt werden. Da bisher stets Schaltimpulse mit Wellenléngen von ca. 800 nm
(die Fundamentale der Titan-Saphir Lasersysteme) verwendet wurden, konnte Fluo-
reszenzlicht im nahinfraroten Spektralbereich > 750 nm nicht zeitaufgelost gemessen
werden. Mehrphotonenabsorptionen im Kerr-Medium erzeugen einen intensiven Un-
tergrund iiber den gesamten sichtbaren Spektralbereich [25]. Dieser fithrt zu einer
deutlichen Reduktion des Signal- zu Rauschverhiltnisses. Messungen mit geringer
Signalstérke sind auf diese Weise nicht mehr mdéglich. Die Dispersion der verwende-
ten optischen Komponenten beeinflusst die Laufzeiten der verschiedenen Wellenlédn-
gen eines Fluoreszenzspektrums. Die hoherenergetischen blauen spektralen Anteile
eines Spektrums werden relativ zu den niederenergetischen roten Anteilen verzogert.
Dies fiithrt in Abhéngigkeit von der Grofle der Dispersion zu einer Verldngerung der
MeBzeiten und einer Verschlechterung der Zeitauflosung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Kerr-Schalter entwickelt, welcher all diese
Einschrinkungen nicht mehr besitzt. Fiir zeitaufgeloste Messungen steht nun ein
Detektionsfenster von ca. 350 - 1000 nm zur Verfiigung. Durch Verwendung von
Schaltimpulsen im nahinfraroten (NIR) Spektralbereich bei ca. 1100 nm wird der im
Kerr-Medium entstehende Untergrund weitgehend beseitigt. Der Einsatz reflektiver
Optik und diinnschichtiger Breitbandpolarisatoren reduziert die Dispersion auf ein
Minimum. Dies fithrt zu kiirzeren Mefizeiten und einer besseren Zeitauflosung. Bei
einer Zeitauflosung von < 100 fs ist nun Fluoreszenzspektroskopie an Molekiilen,
welche ultraschnelle Photoreaktionen durchlaufen, moglich.

2.4 Experimenteller Aufbau

Die folgende Darstellung beriicksichtigt einige kleinere Modifikationen gegeniiber
dem Stand, wie er in [48] beschrieben wurde. Diese Modifikationen zielen zum einen
auf die Verbesserung der Zeitauflosung (urspriinglich ca. 130 fs auf heute ca. 90 fs)
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und zum anderen auf die Steigerung der spektralen Effizienz im ultravioletten Spek-
tralbereich zwischen 350 nm und 400 nm.

Die fiir das Experiment verwendeten Femtosekunden-Laserimpulse der Wellen-
lange 775 nm werden von einem Clark CPA 2001 Oszillator- /Verstarkersystem erzeugt
(CPA = chirped pulse amplifier). Die Pulsdauer betrégt ca. 150 fs (FWHM) bei
einer Impulsenergie von ca. 900 uJ und einer Wiederholrate von 1 kHz. Ein Teil der
Impulsenergie (ca. 220 uJ) wird zum Betreiben eines zweistufigen nicht-kollinearen
optisch-parametrischen Verstiarkers (engl. non-collinear optical parametric amplifi-
er = NOPA) verwendet (Abb. 2.5, [16]). Dessen Impulse, deren Wellenlénge iiber
den gesamten sichtbaren und nahinfraroten Spektralbereich einstellbar ist, dienen
zur Anregung der Probe. Mit Hilfe eines Quarz-Prismenkompressors ist es moglich,
die Impulse bis auf eine Dauer von einigen 10 fs zu komprimieren. Zur Anregung
der Proben werden die Impulsenergien in der Regel auf Werte deutlich unter 1 pJ
abgeschwicht. Durch Frequenzverdopplung der Impulse in einem diinnen nichtlinea-
ren Kristall (BBO) koénnen Proben auch im ultravioletten Spektralbereich angeregt
werden.

25 %

NOPA (right) CPA 2001

Abbildung 2.5: Aufbau des NOPA (nach Wilhelm et al. [16])

Fiir die Erzeugung der NIR Schaltimpulse bei ca. 1100 nm wurde (zusammen mit
Stefan Laimgruber) ein zweistufiger (kollinearer) optisch-paramatrischer Verstér-
ker (OPA) aufgebaut (Abb. 2.6). Das Design des OPA wurde an das in [49, 50]
beschriebene Design angelehnt. Jede der beiden Verstérkerstufen besteht aus einem
Typ-II BBO Kristall und wird von den Impulsen der Laserfundamentalen aus dem
CPA gespeist. Zum Starten des Verstarkungsprozesses der ersten Stufe (Pump-
Impulsenergie ca. 30 pJ) wird ein in einer Saphirscheibe erzeugtes Weifilichtkon-
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tinuum verwendet. Das Signal der ersten Stufe wird dann in der zweiten Stufe
(Pump-Impulsenergie ca. 200 pJ) auf eine Impulsenergie von iiber 20 pJ verstarkt.
Die Signalimpulse (ca. 1100 nm) werden anschlieend durch einen Polarisator von
den Idlerimpulsen (ca. 2.6 ym) getrennt und in einem SF10-Prismenkompressor auf
ca. 40 fs komprimiert.

OPA 1110 nm

Delayline Delayline
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Abbildung 2.6: Aufbau des OPA (BS=Strahlteiler, DM=Dichroitischer Spiegel)

Fiir den effizienten Betrieb eines optischen Schalters mit einer Zeitauflosung im Fem-
tosekundenbereich mufl das Fluoreszenzlicht der Probe unter einem méoglichst groflen
Raumwinkel eingesammelt werden. Ebenso mufl darauf geachtet werden, die Disper-
sion auf dem Weg zwischen Probe und Kerr-Medium méglichst gering zu halten. Aus
diesen Griinden wurde fiir den Aufbau des Kerr-Schalters so weit wie moglich reflek-
tive Optik verwendet (Abb. 2.7). Zwei Mikroskopobjektive (Typ Cassegranian, Fa.
Ealing, Numerische Apertur 0.5, Fokalldinge 13 mm) sammeln das Fluoreszenzlicht
ein und bilden es auf das Kerr-Medium ab. Als Kerr-Medium dienen Quarzglas-
platten (SUPRASIL 300, Fa. Helma) mit einer Schichtdicke zwischen 0.3 mm und
1.2 mm. Das Fluoreszenzlicht wird von einem Drahtgitterpolarisator (ProFlux™
PPL04C, Substratdicke 0.7 mm, Ausléschung 1:1000 fiir A > 350 nm) polarisiert,
welcher sich zwischen dem zweiten Mikroskopobjektiv und dem Kerr-Medium befin-
det. Ein zweiter Drahtgitterpolarisator hinter dem Kerr-Medium dient (in Abwesen-
heit von Schaltimpulsen) zur Ausloschung des Fluoreszenzlichts. Die Schaltimpulse
werden {iber einen kleinen Spiegel in der Abschattung des zweiten Mikroskopobjek-
tivs auf das Kerr-Medium abgebildet. Die Polarisationsrichtung der Schaltimpulse
ist relativ zur Polarisationsrichtung des Fluoreszenzlichts um 45° gedreht. Das Fluo-
reszenzlicht und die Schaltimpulse laufen kollinear durch das Kerr-Medium. Dadurch
wird eine Verschlechterung der Zeitauflosung, welche die Folge einer nicht-kollinearen
Anordnung wére, verhindert. Das geschaltete Fluoreszenzlicht wird mit Hilfe von
aluminiumbeschichteten Off-Axis Parabolspiegeln eingesammelt und auf den Spalt
des Spektrographen abgebildet. Im Gegensatz zu den urspriinglich verwendeteten
silberbeschichteten Spiegeln und der achromatischen Linse [48] ist hier die Reflek-
tivitdt im ultravioletten Spektralbereich deutlich gréfier und somit zwischen 350 nm
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2 Der Kerr-Schalter

und 400 nm ein hoheres Signal zu erreichen. Die Durchmesser und Brennweiten
der Off-Axis Parabolspiegel wurden so gewéhlt, daBl das gesamte geschaltete Fluo-
reszenzlicht auf das Gitter des Spektrographen abgebildet wird. Ein senkrecht zur
Ausbreitungsrichtung der Fluoreszenz stehender dielektrischer Spiegel (HR 1060 nm,
45°) und fiir das jeweilige Experiment geeignet gewahlte Langpaffilter dienen zum
Herausfiltern des gestreuten Schalt- und Anregungslichts. Der Spektrograph (Acton
Research, Spektra Pro 300i, f = 300 mm, Apertur 0.25) ist mit zwei Gittern mit 150
Strichen/mm ausgestattet, deren Wellenlingen maximaler Reflektion bei 500 nm
bzw. 800 nm liegen. Das spektral aufgeloste Fluoreszenzlicht wird von einer mit
fliissigem Stickstoff gekiihlten CCD-Kamera (Princeton Instruments, Spec-10:400B)
detektiert. Der durch diese Anordnung abgedeckte Spektralbereich erstreckt sich von
ca. 350 - 1000 nm.

Ti—Sapphire Laser/Amplifier

BS
{ { (Clark CPA 2001)

Spectrograph
CCD-Camera
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Abbildung 2.7: Aufbau des Kerr-Schalter Systems

2.5 Wahl des Kerr-Mediums

Die Wahl eines geeigneten Kerr-Mediums ist an verschiedene Rahmenbedingungen
gekniipft. Die im Kerr-Medium induzierte Anisotropie sollte dem elektrischen Feld
der Schaltimpulse nahezu instantan folgen. Die Gruppengeschwindigkeitsdispersion
mufl moglichst gering sein. Der durch das Auftreffen der Schaltimpulse erzeugte
Untergrund darf nicht sehr hoch sein. Dagegen muf§ die Schalteffizienz grof3 genug
sein. Schliellich sollte das Kerr-Medium vom ultravioletten bis in den nahinfraroten
Spektralbereich transparent sein. Wahrend die ersten beiden Punkte Voraussetzung
fiir eine gute Zeitauflosung sind, sind die nichsten beiden Punkte wichtig fiir ein
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Abbildung 2.8: Durch die Schaltimpulse (A = 775 nm) induziertes Untergrundsignal
verschiedener Kerr-Gliser (DDG = Diadeckglas). Das sehr viel schwécher ausgeprigte
Untergrundsignal in Quarzglas ist hier nicht eingezeichnet.

gutes Signal- zu Rauschverhéltnis.

Daher kommen fiir eine Zeitauflosung im Bereich von 100 fs als Kerr-Medium
nur Festkorper (in der Regel Gléser) in Frage. In Fliissigkeiten und Gasen findet die
Ausrichtung und Relaxation der Molekiile nach Einstrahlung der Schaltimpulse im
Zeitbereich von Pikosekunden statt (zum Vergleich zwischen CS, und BisOs-Glas
siehe z.B. [22]). In Festkorpern trégt zur induzierten Anisotropie im Wesentlichen
nur die Auslenkung der Elektronen bei, welche dem elektrischen Feld der Schaltim-
pulse nahezu instantan folgen (siehe z.B. [51]). Ein moglicher Beitrag der Kerne zur
Anisotropie ist in Festkorpern nur sehr schwach ausgepréigt [51] und wird hier nicht
beobachtet.

Gléaser mit groflem nichtlinearem Brechungsindex nsy scheinen auf den ersten
Blick die geeignete Wahl als Kerr-Medium zu sein. Jedoch besitzen solche Gléser stets
auch eine grofie Dispersion im sichtbaren Spektralbereich (siehe z.B. [51]), was zu
einer Verschlechterung der Zeitauflosung fiithrt. Aus diesem Grund wurde, trotz des
relativ kleinen nichtlinearen Brechungsindex ns, Quarzglas als Kerr-Medium gewéhlt.
Unter den getesteten Gliasern (SrTiOz, BK 7 Glas, SF 5 Glas) wird mit Quarzglas
die beste Zeitauflosung erreicht.

Die Schalteffizienz fiir das an einer Streuscheibe gestreute Licht der Anregungsim-
pulse liegt dennoch in Abhéngigkeit der Schichtdicke des Kerr-Mediums bei ca. 2-
10%. Da fiir das Fluoreszenzlicht von Proben das Anregungsvolumen grofler, die
Abbildung auf das Kerr-Medium also schlechter ist als fiir das an einer Streuscheibe
gestreutes Anregungslicht, ist die Schalteffizienz etwas geringer, betriagt aber trotz-
dem noch ca. 1-4%.
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Ein weiterer Vorteil von Quarzglas ist die weit im ultravioletten Spektralbereich
liegende Bandliicke. Da die Intensitdten der Schaltimpulse zum Erreichen hoher
Schalteffizienzen grof§ sein miissen, wird durch Mehrphotonenabsorption im Kerr-
Medium ein breiter unstrukturierter Emissionsuntergrund iiber den gesamten sicht-
baren und nahinfraroten Spektralbereich gebildet. Dieser Untergrund ist in den an-
deren Gléasern (SrTiO3, BK 7 Glas, SF 5 Glas) bei Verwendung von Schaltimpulsen
mit einer Wellenldnge von ca. 800 nm so grof}, daf zeitaufgeloste Fluoreszenzmes-
sungen an Molekiilen mit kleiner Oszillatorstirke kaum moglich sind (Abb. 2.8). Bei
Quarzglas ist ein solcher Untergrund sehr viel schwécher ausgeprégt.

2.6 Charakterisierung des Kerr-Schalters

Bei Verwendung der Fundamentalen der Laserimpulse als Schaltimpulse wird der
spektroskopisch interessante Spektralbereich um 800 nm von der Beobachtung aus-
geschlossen (grau markierter Bereich in Abb. 2.9). Durch den Einsatz von Schaltim-
pulsen im nahinfraroten Spektralbereich um 1100 nm wird der Spektralbereich um
800 nm nun fiir Fluoreszenzmessungen zugénglich. Zusétzlich ist der breite, im
Kerr-Medium gebildete Emissionsuntergrund nun nahezu vollstédndig verschwunden
(Abb. 2.9). Es ist nur noch eine schmale Emission um ca. 550 nm zu sehen, welche
wahrscheinlich von einem Frequenzverdopplungsproze an der Oberflache des Kerr-
Mediums stammt. Die Hohe dieser Emission ist abhéngig von der Qualitéit des Quarz-
glases. Fiir SUPRASIL 300 Glas wurde die geringste Emissionsintensitit beobachtet.
In Abb. 2.9 ist zum Vergleich ein zeitaufgelostes Fluoreszenzspektrum von (-Carotin
am Zeitnullpunkt eingezeichnet (Probenpraparation und Anregungsbedingungen wer-
den weiter unten beschrieben).

Die ideale Lichtquelle zur Charakterisierung des Kerr-Schalter-Experiments soll-
te eine grofle spektrale Breite besitzen, welche sich iiber den gesamten Detektions-
bereich erstreckt, und sollte dem Zeitverlauf der Impulse, durch welche sie erzeugt
wird, instantan folgen. Ein durch ultrakurze Laserimpulse in einem transparenten
Medium erzeugtes Weillichtkontinuum kommt diesem Ideal am néchsten. Die Im-
pulsdauer eines solchen Kontinuums in einem bestimmten Spektralbereich kann sogar
kiirzer sein als die Dauer der erzeugenden Impulse. Ein Weifllichtkontinuum ist da-
her fiir die Bestimmung der Zeitauflosung und der Dispersion sehr gut geeignet. Im
konkreten Fall wurde ein Weifllichtkontinuum durch Fokussieren von NOPA Impulsen
(475 nm) auf eine 2 mm dicke, rotierende CaFy-Scheibe erzeugt und zeitaufgelost
gemessen (Abb. 2.10). Im Hohenlinienbild ist die Intensitit des geschalteten Lichts
gegen Wellenlénge und Verzogerungszeit aufgetragen. Die Ursache der gekriimmten
Form der Emission ist die Gruppengeschwindigkeitsdispersion des Kerr-Schalters.

Zur néheren Untersuchung dieser Dispersion wurde die Wellenléngenabhéngigkeit
der Emissionsmaxima entlang der Zeitachse bestimmt. Die auf diese Weise ermittelte
Dispersion zwischen 500 nm und 800 nm betrégt nur 0.2 ps. Zur Dispersion im Kerr-
Schalter tragen drei Komponenten bei: die CaFs-Scheibe, der Drahtgitterpolarisator
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Abbildung 2.9: Emissionsuntergrund von Quarzglas (durchgezogene Linie) bei Verwen-
dung von Schaltimpulsen bei ca. 1100 nm. Zum Vergleich ist ein zeitaufgelostes Fluores-
zenzspektrum von (-Carotin (unterbrochene Linie) am Zeitnullpunkt eingezeichnet, bei
welchem der Untergrund bereits subtrahiert wurde. Die grau markierte Fliache stellt den
bei Verwendung von Schaltimpulsen um ca. 800 nm von der Beobachtung ausgeschlossenen
Bereich dar.

(Substrat 0.7 mm Corning 1737F Glas) und das Kerr-Medium (1 mm Quarzglas).
Unter der Annahme, dafl das Weifllichtkontinuum in der Mitte der CaFy-Scheibe
erzeugt wird, wurde fiir die Dispersion ein theoretischer Wert von 209 fs berech-
net. Dieser Wert stimmt sehr gut mit dem gemessenen Wert iiberein. Die in den
Experimenten gemessenen Daten werden jeweils um den hier bestimmten Beitrag
der Dispersion zeitnullpunktskorrigiert. Es wird dabei zusétzlich noch der Beitrag
des jeweiligen Losungsmittels beriicksichtigt. Die Losungsmitteldispersionsdaten sind
der Literatur entnommen (z.B. [52]). Zur Uberpriifung der Dispersionskorrektur wird
vor einem Experiment in einer Kiivette mit reinem Losungsmittel ein Weillichtkon-
tinuum erzeugt (welches jedoch nicht so spektral breit ist wie das in CaFy erzeugte).
Die so gefundenen Daten stimmen ebenfalls mit den zuvor ermittelten Daten fiir das
breitbandige CaFy-Weillichtkontinuum iiberein.

Mit Hilfe der Weifllichtdaten kann nicht nur die Dispersion bestimmt, sondern
durch Bestimmung der Halbwertsbreite entlang der Zeitachse experimentell auch eine
untere Grenze der Zeitauflosung angegeben werden (~80 fs fiir ein Kerr-Medium der
Schichtdicke dgp; = 1.0 mm). Simulationen zur Zeitauflosung ergeben fiir Impuls-
dauern der Anregungs- und Schaltimpulse von ~40 fs abhéngig von der Wellen-
lange und der Schichtdicke des Kerr-Mediums Werte zwischen 60 fs (A 4, = 550 nm,
diy = 0.3 mm) und 120 fs (Aapn, = 480 nm, dgp = 1.2 mm). Tatséchlich konnte
durch Optimierung der Kompressoranordnung in der Impulserzeugung und durch
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Abbildung 2.10: Zeitaufgeloste Messung eines Weifllichtkontinuums, erzeugt in einer
CaF2-Scheibe. Die Intensitéit des geschalteten Lichts ist aufgetragen gegen Wellenlénge
und Verzogerungszeit.

Verwendung eines diinneren Kerr-Mediums (dx = 0.3 mm anstatt dgy, = 1.0 mm)
die Zeitauflosung von ca. 130 fs [48] auf ca. 90 fs verbessert werden (siche auch
Messung an 3-Carotin in Toluol).

AuBer der Zeitnullpunktskorrektur mufl bei der Auswertung der aufgenomme-
nen Spektren auch die spektrale Empfindlichkeit des Aufbaus beriicksichtigt wer-
den. Zwei Faktoren tragen zu dieser Empfindlichkeit bei: die ’statische’ Empfind-
lichkeit und die Wellenldngenabhingigkeit der Schalteffizienz g(\). Unter der ’stati-
schen” Empfindlichkeit versteht man die Transmissions- und Reflektionseigenschaften
der optischen Komponenten und die Quantenausbeute der CCD-Kamera. Mit Hilfe
eines Schwarzen Strahlers als Referenz kann diese Empfindlichkeit leicht bestimmt
und in den Spektren korrigiert werden. Fiir die Schalteffizienz T'(\) wird, wie be-
reits zuvor beschrieben, eine Abnahme mit zunehmender Wellenldnge erwartet, da
fiir eine vorgegebene Kerr-Anisotropie die Phasenverschiebung im Kerr-Medium mit
zunehmender Wellenléinge abnimmt. Diese Beziehung wird experimentell iiberpriift,
indem das stationédre Spektrum S.,(A) mit den entlang der Zeitachse integrierten
zeitaufgelosten Spektren S(A,t) verglichen wird:

1[5 S(A t)dt
Tee Scw()\)

Als Offnungszeit des Kerr-Schalters 7.. wird die experimentell bestimmte Zeitauf-
losung (FWHM) eingesetzt. Prinzipiell ist 7.. zwar eine von der Wellenlénge ab-
hingige Grofe, jedoch hat sich im Experiment gezeigt, daff die Offnungszeit des Kerr-
Schalters iiber den gesamten Spektralbereich der Fluoreszenz der gemessenen Pro-

T(\) =
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2.7 (-Carotin in Toluol

ben in etwa konstant bleibt. Unter der Annahme, dafl der nichtlineare Brechungsin-
dex, welcher fiir den Kerr-Effekt verantwortlich ist, vernachlassigt werden kann, soll-
te die Schalteffizienz T'(\) proportional zu % [25, 47| sein, d.h Multiplikation der
entlang der Zeitachse integrierten Spektren sollte das stationdre Spektrum S, ()
wiedergeben. Dafl dies in der Tat der Fall ist, zeigt Abb. 2.11. Aus diesem Grund
werden fiir die spektrale Korrektur alle Spektren mit A? multipliziert.
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Abbildung 2.11: Stationdre Spektren von (-Carotin in Toluol. Die Fluoreszenzspektren
wurden mit Hilfe des Kerr-Schalters aufgenommen und sind auf die spektrale Empfind-
lichkeit des Aufbaus korrigiert. Das nicht zeitaufgeloste Spektrum (durchgezogene Linie)
wurde bei offener Polarisatorstellung aufgenommen. Die zeitaufgelosten Spektren wurden
entlang der Zeitachse integriert und sind mit (gestrichene Linie) und ohne (gepunktete
Linie) A\2-Korrektur (siehe Text) eingezeichnet.

2.7 (3-Carotin in Toluol

Die Leistungsfiahigkeit des Kerr-Schalters unter echten experimentellen Bedingungen
soll nun an einem Farbstoff demonstriert werden. Eine geeignete Wahl ist $-Carotin,
da es ein sehr groBes optisches Ubergangsdipolmoment besitzt (der Extinktionskoef-
fizient in Cyclohexan ist € = 134300 M~'cm ™!, [53]) und daher ein groes transientes
Fluoreszenzsignal zu erwarten ist. Da 3-Carotin bereits ausgiebig untersucht worden
ist (z.B. [53-55)), ist eine Uberpriifung der MeBergebnisse moglich.

Fiir die Absorptionsmessungen wurden 1.5 - 10~% M und fiir die Emissionsmes-
sungen 7.5 - 107 M Lésungen von 3-Carotin in Toluol jeweils frisch hergestellt. Es
wurden jeweils Quarzglaskiivetten mit einer Schichtdicke von 1 mm verwendet. Bei
den Emissionsmessungen wurde die Probe umgepumpt, so dafl mit jedem Laserim-
puls ein frisches Probenvolumen angeregt wurde. Die Anregung mit NOPA Impulsen
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2 Der Kerr-Schalter

erfolgte bei einer Zentralwellenléinge von 490 nm (Pulsenergie 130 nJ) nahe dem Ab-
sorptionsmaximum von (-Carotin (Abb. 2.11). Die zeitaufgelosten Spektren (Abb.
2.12) wurden bei einer Schaltimpulsenergie von ca. 20 pJ und einer Belichtungszeit
von 6 s pro Schritt der Verzogerungsstrecke aufgenommen. Die gesamte Mefzeit
fiir die hier gezeigten Daten betrug weniger als zehn Minuten. Das Maximum der
zeitaufgelosten Spektren liegt bei ca. 540 nm. Abgesehen von einer geringfiigigen
Verbreiterung und einer leichten Verschiebung der Spektren bleibt deren Form iiber
den gesamten Zeitverlauf im wesentlichen erhalten. Dies ist in hervorragender Uber-
einstimmung mit den Ergebnissen von Macpherson und Gillbro [53], die das Fluo-
reszenzmaximum bei 542 nm sehen und ebenfalls keine Anderung der Spektren mit
der Zeit finden.

Der Zeitverlauf der Fluoreszenz am Emissionsmaximum wurde mit Hilfe einer
Modellfunktion angepafit. Die Modellfunktion besteht aus zwei exponentiellen Zer-
féllen, die zur Simulation der endlichen Zeitauflosung mit einer Gau3funktion gefaltet
sind. Die besten Werte der Anpassung sind 90 fs fiir die Zeitauflosung (FWHM) und
115 fs fiir den dominanten Zerfall. Fiir den zweiten exponentiellen Zerfall wird bei
einer Amplitude von nur 3% eine Zeitkonstante von ~400 fs bestimmt. Der hier gefun-
dene Wert von 115 fs ist sehr nahe an dem mit Hilfe von Up-Conversion Messungen
bestimmten Wert von 144 fs [53]. Die leichte Abweichung kann zumindest teilweise
durch die Verwendung einer bi-exponentiellen Anpassungsfunktion hier und einer
mono-exponentiellen Anpassungsfunktion in [53] erklért werden.
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Abbildung 2.12: Zeitaufgeloste Spektren von (-Carotin in Toluol. Die Spektren sind
zeitnullpunkts- und spektral korrigiert.
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Abbildung 2.13: Zeitverlauf der Fluoreszenz von (3-Carotin in Toluol am Emissionsmaxi-
mum

2.8 Zusammenfassung

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Kerr-Schalter System ist (meines Wissens)
das erste, welches bei einer Zeitauflosung von ca. 100 fs die Messung von Fluores-
zenzspektren vom ultravioletten bis in den nahinfraroten Spektralbereich (350 nm -
1000 nm) ermoglicht. Bei einer Schalteffizienz von mehreren Prozent des einfallen-
den Fluoreszenzlichts und einem &uflerst niedrigen Untergrund wird ein sehr gutes
Signal- zu Rauschverhéltnis erzielt, welches auch Experimente an Proben mit kleiner
strahlender Rate erlaubt. Wegen der simultanen Schaltung kompletter Spektren ist
diese Technik selbst breitbandiger Up-Conversion [44] iiberlegen. Da im Gegensatz
zur Up-Conversion die Notwendigkeit der Riicktransformation der Spektren in den
sichtbaren Spektralbereich entféllt, sind auch Messungen bis weit in den ultraviolet-
ten Spektralbereich méglich. Die Leistungsfahigkeit des Kerr-Schalter Systems wird
auch durch die in den néchsten Kapiteln vorgestellten Studien demonstriert.
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3 Isomerisierung von
4-Nitro-4’-(Dimethylamino)-Azobenzol

3.1 Photochemie von Azobenzol

Azobenzole werden seit dem Aufkommen der chemischen Industrie im 19. Jahrhun-
dert als Farbstoffe verwendet [56]. Bis heute finden sie eine breite Anwendung in
Wissenschaft und Technik. Eine recht bekannte technische Anwendung ist beispiels-
weise die Beschichtung von beschreibbaren CD’s und DVD’s. Da Azobenzolfarbstoffe
einen hohen Brechungsindex (~2) und eine hohe Lebensdauer besitzen und gebun-
den an ein Metallion sehr temperaturstabil sind (bis ca. 300°C) [57], kann eine lange
Lebensdauer des Datentriagers und eine hohe Datensicherheit gewéhrleistet werden.
Die thermisch stabile Form von Azoben-
zol ist das trans-Isomer, bei dem die beiden
Phenylringe auf entgegengesetzten Seiten der
Azogruppe (-N=N-) liegen (Abb. 3.1). Pho-
toanregung von Azobenzol induziert eine Iso- N=N
merisierung in das metastabile cis-Isomer (die ©/ trans
Phenylringe liegen auf der gleichen Seite). An-
regung des cis-Isomers fiithrt zur Riickbildung
der trans-Form. Da es sich bei solchen Iso-
merisierungen um einen zentralen Prozefl der
organischen Chemie handelt, wurde die Iso-
merisierung intensiver untersucht (siehe un-
ten).
Eine weitere Motivation fiir diese Stu-

dien sind (wissenschaftliche) Anwendungen, N==H
die auf der betrachtlichen Geometrieinderung
im Zuge der Isomerisierung beruhen. Eine

solch grofe Anderung der Geometrie des Mo-
lekiils kann beispielsweise dazu verwendet wer- Apbildung 3.1:  trans — cis Iso-
den, die Faltung (trans—-cis) bzw. Entfaltung merisierung des Azobenzols. Im trans-
(cis—trans) eines Peptidrings anzuregen und Zustand hat Azobenzol eine Linge von
zu untersuchen [58-60]. Auf diese Weise konn-  ~9 A, welche sich im cis-Zustand auf
ten wertvolle Erkenntnisse zur Proteinfaltung lediglich ~5 A reduziert.
gewonnen werden.

Azobenzol wurde mit verschiedenen experimentellen Methoden, wie transienten
Absorptionsmessungen [61-64], zeitaufgelosten Fluoreszenzmessungen [33, 65] und

hv
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zeitaufgeloster Photoelektronenspektroskopie [66] ausfithrlich untersucht. Zeitaufge-
l6ste transiente Absorptionsmessungen [62, 63] haben fiir die trans—cis—Reaktion
ein biphasisches Verhalten mit Zeitkonstanten von 0.32 ps und 2.1 ps in Ethanol
bzw. 0.34 ps und 3.0 ps in DMSO gefunden. Die cis—trans—Reaktion ist mit 0.17 ps
in Ethanol bzw. 0.1 ps in DMSO deutlich schneller und nur einfach exponentiell.

Auf der Grundlage dieser Experimente durchgefiihrte quantenchemische Berech-
nungen (z.B. [67-69]) haben verschiedene Reaktions- und Potentialschemata ergeben.
In den hier beispielsweise dargestellten Simulationen nach Ciminelli et al. [68] (Abb.
3.2) wurden die Potentialflichen des Grundzustands und mehrerer elektronisch an-
geregter Zustdnde berechnet. Fiir die Torsion um die N=N Bindung wird eine bar-
rierefreie Bewegung entlang der Reaktionskoordinate auf der elektronisch angeregten
Potentialfliche vorhergesagt, wihrend fiir die Inversion eine kleine Barriere {iberwun-
den werden muf}. Daraus wird geschlossen, dafl als Mechanismus der Isomerisierung
die Torsion bevorzugt wird. Die Interpretation der Ergebnisse der Experimente und
Rechnungen ist jedoch nach wie vor ein Gegenstand der Diskussion. Es ist bisher
nicht gelungen, eindeutig die Potentialverlaufe der beteiligten Zusténde oder gar den
Reaktionsmechanismus zu bestimmen. Selbst die Anzahl der beteiligten Zustéande ist
noch nicht klar festgelegt (z.B. [64] vs. [66]).

3.2 Zeitaufgeloste Fluoreszenzmessung von
4-Nitro-4’-(Dimethylamino)-Azobenzol

In der hier vorliegenden Arbeit wird ein Push-Pull substituiertes Azobenzolmolekiil
untersucht (4-Nitro-4’-(Dimethylamino)-Azobenzol, NA). Es sollen Gemeinsamkei-
ten und Unterschiede zu unsubstituiertem Azobenzol herausgearbeitet werden. Dies
soll zu einem besseren Verstédndnis des Potentialbildes von Azobenzol beitragen und
die Grundlage fiir einen Vergleich mit quantenchemischen Berechnungen bilden.

Das Hinzufiigen dieser speziellen Substituenten zu Azobenzol fiithrt zu einer
Anderung der elektronischen Struktur des Molekiils (siche Vergleich der statischen
Spektren von trans-NA und trans-Azobenzol in Abb. 3.3). Resonanz-Raman Experi-
mente [70, 71] zeigen, daBl bei NA in Losungsmitteln, welche zumindest leicht polar
sind (z.B. Benzol), die Photoanregung zu einem Ubergang in einen ladungsgetrennten
(CT-) Zustand fiithrt (Abb. 3.4) und NA anschlieend, ebenso wie Azobenzol, vom
trans- in den cis-Zustand isomerisiert. Aus einer Analyse der Absorptionsspektren
[70, 71] geht hervor, dafi die CT-Absorptionsbande in diesen Losungsmitteln nahezu
mit der nr*-Bande und der n7*-Bande zusammentfillt, diese jedoch dominiert. Es
kann auf Grund dieser Analyse weiterhin als sehr wahrscheinlich angenommen wer-
den, da die CT-Absorption den Ubergang in den niedrigsten elektronisch angeregten
Zustand darstellt. Die deutliche Anderung der elektronischen Struktur zeigt sich auch
daran, dafl die thermische Riickreaktion vom cis- zum trans-Zustand, im Gegensatz
zum Azobenzol, sehr schnell ist. Sie verlauft abhéngig vom Losungsmittel in einigen
10 Sekunden bis weit unter 1 Sekunde [72].
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Abbildung 3.2: Azobenzol-Potentialschema fiir Torsion (oben) und Inversion (unten) (nach
Ciminelli et al. [68])

Zur Gewinnung eines moglichst vollstdndigen Bildes der Photodynamik von NA
wurde das Verhalten nach Photoanregung sowohl in Emission als auch in transien-
ter Absorption gemessen. Bei transienten Absorptionsmessungen an NA tragen das
Ausbleichen des Grundzustands und Absorption aus dem elektronisch angeregten
Zustand zum Signal bei. Die stimulierte Emission ist sehr gering und wird von der
Absorption des angeregten Zustands vollstdndig iiberlagert. Deshalb ist eine Un-
terscheidung zwischen den Vorgéngen im elektronisch angeregten Zustand und im
Grundzustand nicht eindeutig moglich. Da bei Fluoreszenzmessungen nur die Emis-
sion aus dem angeregten Zustand in den Grundstand ein Signal liefert und nicht
von Absorptionsbeitrigen verdeckt wird, wird selektiv die Dynamik des angeregten
Zustandes beobachtet. Erst die Kombination beider Mefimethoden ermoglicht eine
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Abbildung 3.3: Statisches Absorptions- und Emissionsspektrum von trans-NA in Toluol.
Zum Vergleich ist die Absorption von trans-Azobenzol in Toluol eingezeichnet (gepunktete
Linie)
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Abbildung 3.4: Ladungstrennung in NA nach Photoanregung

Trennung der Signalbeitrige von angeregtem Zustand und Grundzustand.

Das statische Fluoreszenzspektrum (Abb. 3.3) ist, anders als es vielleicht zu
erwarten wire [28, 29], kein Spiegelbild des Absorptionsspektrums.Vielmehr reicht
ein Ausldufer der Fluoreszenz bis weit in den nahinfraroten Spektralbereich.

Ein Uberblick der zeitaufgelosten Fluoreszenzspektren ist in Abb. 3.5 (oben) zu
sehen. Die Fluoreszenz besitzt ein relativ scharfes Maximum mit kurzer Lebensdauer
um ~590 nm und einen langen Auslédufer bis in den nahinfraroten Spektralbereich,
welcher eine ldngere Lebensdauer besitzt. Ein Blick auf die Zeitverldufe bei ver-
schiedenen Wellenlédngen (Abb. 3.5 unten) zeigt, dafi das Fluoreszenzsignal auf der
kurzwelligen Seite der Spektren nahezu instantan abféllt, die Zerfallszeit also in etwa
der Zeitauflosung entspricht. Hingegen findet man auf der langwelligen Seite einen
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3.2 Zeitaufgeloste Fluoreszenzmessung von 4-Nitro-4'-(Dimethylamino)-Azobenzol
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Abbildung 3.5: Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektren von NA in Toluol. Oben: Uberblick.
Unten: Zeitverldufe der Fluoreszenz bei verschiedenen Wellenlédngen.

verzogerten Anstieg und eine deutlich ldngere Zerfallszeit von ca. 1 ps.

Eine globale Anpassung der Daten mit einer multiexponentiellen Testfunktion
liefert einen Uberblick iiber die Dynamik der Fluoreszenz. Eine solche Behandlung
der Daten kann nur eine Ndherung darstellen, da, wie bereits in der Einleitung er-
wahnt, bei der Anregung einer Probe in den niedrigsten elektronischen Zustand ein
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Ratenmodell mit mehreren Zerfallskonstanten eigentlich nicht gerechtfertigt ist. Da
eine Anpassung mit zwei Exponentialfunktionen aber iiberraschenderweise sehr gut
funktioniert, wird sie hier dennoch benutzt. Fiir Wellenldngen < 550 nm ist die An-
passung jedoch nur dann erfolgreich, wenn der Zeitnullpunkt als freier Parameter
behandel wird (Inset in Abb. 3.6). Die globale Anpassung der Daten liefert Zeitkon-
stanten von ~80 fs und ~800 fs (Abb. 3.6). Die zugehorigen Amplituden stehen
etwa im Verhéltnis von 10:1 zueinander. Das Amplitudenspektrum der kurzen Zeit-
konstante hat seinen héchsten Wert bei ca. 575 nm und stellt den schnellen Zerfall
der Fluoreszenz um den Zeitnullpunkt dar. Einhergehend mit diesem Zerfall entsteht
verzogert ein breites, rotverschobenes Spektrum mit einer Lebensdauer von ~800 fs.
Der verzogerte Anstieg des zweiten Spektrums ist an der negativen Amplitude des
ersten Spektrums fiir Wellenldngen > 700 nm zu erkennen.
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Abbildung 3.6: Amplitudenspektren von NA in Toluol. Die Spektren stammen aus einer
globale Anpassung der Daten in Abb. 3.5 mit einer biexponentiellen Testfunktion. Das In-
set zeigt die Wellenléngenabhéngigkeit der aus der globalen Anpassung gewonnenen Zeit-
nullpunkte.

Die Analyse der transienten Absorptionsdaten ergibt Zeitkonstanten von ~70-100 fs,
~800 fs und ~4 ps (Daten hier nicht gezeigt). Ein kleiner Offset zu grofien Ver-
zogerungszeiten belegt den Ubergang eines Teils der Molekiile vom trans- in den
cis-Zustand. Die schnelle Komponente von ~70-100 fs ist hier ebenfalls mit einem
verzogerten Anstieg gleichzusetzen. Die sehr gute Ubereinstimmung der ersten bei-
den Zeitkonstanten mit den Zeitkonstanten der Fluoreszenzdaten zeigt, dafl es sich
um Vorgénge auf der Potentialfliche des angeregten Zustands handelt. Die ~4 ps-
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Komponente ist demzufolge einer Dynamik des elektronischen Grundzustands zuzu-
schreiben.

3.3 Erstellung eines Reaktionsmodells

Durch Kombination der Ergebnisse beider Experimente kann ein Modell der Dy-
namik von NA nach Photoanregung entwickelt werden (Abb. 3.8). Zunéchst fallt
dabei der groBe Stokes-Shift von dvs ~ 4200 cm™! zwischen dem Maximum der Ab-
sorption und dem Maximum des Spektrums der kurzen Zeitkonstante auf. Unter der
Voraussetzung, dafl es in Abwesenheit von Schwingungs- und Losungsmittelrelaxatio-
nen zu keiner spektralen Verschiebung des Maximums der Fluoreszenz relativ zum
Maximum der Absorption kédme, miifite man einen solchen Stokes-Shift alleine Re-
laxationen bzw. Dephasierungen von Schwingungsanregungen und Losungsmittelre-
laxationen zuordnen. Generell hdngt ein Stokes-Shift mit der Reorganisationsenergie
X bei optischen Ubergingen zusammen und sollte, falls die Fluoreszenzlebensdauer
grofer als die Schwingungs- und Losungsmittelrelaxationszeiten ist, ca. 2\ sein (Abb.
3.7).

S

1

Abbildung 3.7: Reorganisationsenergie A bei optischen Ubergingen

Resonanz-Raman Experimente [70] finden fiir NA eine gesamte Reorganisations-
energie A von 2429 cm ™!, welche sich wiederum in einen Schwingungs- und einen
Losungsmittelanteil aufteilt. Ein Stokes-Shift von dvg, der einer effektiven Reorgani-
sationsenergie von 2100 cm~! entspricht, wiirde also bedeuten, dafi die Relaxation
bzw. Dephasierung von Schwingungsanregungen und der gréfite Teil der Losungsmit-
telrelaxation schneller als die Zeitauflosung des Experiments ablaufen. Im Inset in
Abb. 3.6, in dem die Wellenldngenabhéngigkeit der aus der globalen Anpassung
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3 Isomerisierung von 4-Nitro-4'-(Dimethylamino)-Azobenzol

trans

Abbildung 3.8: Reaktionsmodell von NA nach Photoanregung

gewonnenen Zeitnullpunkte dargestellt wird, ist somit nur noch der den langsame-
ren Teilen der Losungsmittelrelaxation zuzuschreibende Anteil des Stokes-Shifts zu
sehen. Eine genauere Analyse ist wegen der dominanten Uberlagerung durch die
schnelle Zerfallskomponente nicht moglich.

Der Beginn der Isomerisierung kann mit dem Zerfall der schnellen Fluoreszenz-
komponente verkniipft werden. Beim CT-Ubergang handelt es sich nach [70, 71]
sehr wahrscheinlich um eine Anregung in den niedrigsten elektronischen Zustand.
Daher kann der schnelle Zerfall nicht mit einem Ubergang zwischen elektronisch an-
geregten Zustdnden verbunden werden. Er wird stattdessen einer Bewegung grofler
Amplitude entlang der Isomerisierungskoordinate zugeschrieben, da dies nach Kapi-
tel 1 ebenfalls zu einer starken Reduktion der Emissionswahrscheinlichkeit fiihren
kann. Im Laufe dieses ca. 70-100 fs dauernden Prozesses erholt sich die Absorp-
tion des Grundzustands noch nicht, da in den transienten Absorptionsspektren fiir
das Ausbleichen des Grundzustands keine schnelle Zeitkonstante zu sehen ist. Dem
breiten Emissionsspektrum, welches zu der 0.8 ps Zeitkonstante gehort, wird die
Entleerung des elektronisch angeregten Zustands durch interne Konversion in einen
heiflen Grundzustand zugeordnet. Die spektrale Signatur der 4 ps Komponente der
Absorptionsspektren - Absorptionsabnahme auf der langwelligen Seite des NA Ab-
sorptionsspektrums und Absorptionszunahme hin zum Absorptionsmaximum - be-
deutet eine Relaxation dieses heiflen Grundzustands entweder zuriick in den trans-
oder in den cis-Grundzustand.

Der Vergleich von NA mit Azobenzol offenbart eine bemerkenswerte Ahnlichkeit
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3.3 Erstellung eines Reaktionsmodells

in der Dynamik beider Molekiile. Beide Systeme besitzen in der Emission das gleiche
biphasische Verhalten, auf welches in der transienten Absorption die Relaxation eines
heiflen Grundzustands folgt. Der einzige Unterschied besteht in den um etwa den Fak-
tor drei lingeren Zeitkonstanten fiir das unsubstituierte Azobenzol. Dies ist sehr er-
staunlich, da eine derart grofe Anderung der elektronischen Struktur durch hinzufii-
gen von Substituenten eine ausgeprigtere Anderung des Verhaltens erwarten lief.
Es scheint, daf} ein biphasisches Verhalten eine generelle Eigenschaft von Azoben-
zol und unabhéngig von Substituenten ist. Die Dynamik von Azobenzol wird also
durch Substituenten nicht wesentlich beeinflu3t. Dies ist beispielsweise relevant fiir
die Interpretation der Ergebnisse von Experimenten, in welchen Azobenzol als Schal-
termolekiil verwendet wird, da hierbei die zu schaltenden Molekiile als Substituenten
angesehen werden kénnen.
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4 Untersuchung der Primarreaktion von
Bakteriorhodopsin

4.1 Ubersicht

Das Halobacterium Salinarum, welches zur Gruppe der Archaeen gehort, lebt in war-
men, stark salzhaltigen Gewdéssern, die einer hohen Sonneneinstrahlung ausgesetzt
sind [73]. Zur Gewinnung von Energie aus Licht und von Information aus dessen
spektraler Zusammensetzung besitzt es in seiner Zellmembran vier verwandte Reti-
nalproteine. Es handelt sich hierbei um Bakteriorhodopsin, Halorhodopsin und Sen-
sorrhodopsin I und II.

Die Sensorrhodopsine sorgen dafiir, dafl die Bakterien gefiahrliches ultravio-
lettes Licht meiden und Bereiche mit fiir sie giinstigem Licht zwischen 500 nm
und 650 nm aufsuchen. Bakteriorhodopsin und Halorhodopsin fungieren als licht-
getriebene Protonen- bzw. Chloridpumpen. Protonen werden aus der Zelle hinaus-
und Chloridionen in die Zelle hineintransportiert. Durch den so entstehenden elektro-
chemischen Protonengradienten wird die Synthese von Adenosin Triphosphat (ATP)
angetrieben. Der Transport von Chloridionen dient der Aufrecherhaltung der Iso-
Osmolaritéat der Zelle.

Aus dieser Gruppe von Proteinen ist Bakteriorhodopsin (BR) das bisher am in-
tensivsten untersuchte und ist daher das Musterbeispiel lichtgetriebener Membran-
proteine. BR besteht aus 248 Aminoséduren und enthélt als einzigen Chromophor ein
Retinalmolekiil. Das Retinal ist {iber eine protonierte Schiffsche Base an das Lysin
216 der Proteinsequenz von BR gebunden (Abb. 4.1) und befindet sich in seiner
funktional aktiven, lichtadaptierten Form im all-trans-Zustand. Nach Photoanregung
isomerisiert das Retinal in den 13-cis-Zustand und initiiert damit einen thermisch
getriebenen Zyklus mit mehreren spektroskopisch unterscheidbaren Intermediaten
(J, K, L, M, N, O). Im Laufe dieses Zyklus wird das Proton der Schiffschen Base
an den extrazellularen Kanal abgegeben und ein neues Proton aus dem Zellinneren
aufgenommen. Wahrend der Zyklusdauer von ~10 ms kehrt das Retinal wieder in
den trans-Zustand zuriick.

Das Retinal in BR besitzt sechs konjugierte Doppelbindungen und kann daher
prinzipiell an verschiedenen Stellen isomerisieren (Abb. 4.1). In der Tat ist die Pho-
toisomerisierung des freien Retinals in Losung weder sehr selektiv noch sehr effizient.
Beispielsweise ist in Methanol und Hexan die Quantenausbeute der Isomerisierung
in die Zusténde 7-cis, 9-cis, 11-cis und 13-cis zusammen <15% [74]. Dagegen ist im
BR-Proteingeriist die Isomerisierung des Retinals vom trans- in den 13-cis-Zustand
mit einer Quantenausbeute von ~0.6 sehr effizient [75-79]. Dem Protein wird dabei
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Abbildung 4.1: Retinal mit protonierter Schiffscher Base. Nach Absorption eines Photons
isomerisiert das Retinal um die C13 = C14 Bindung.

eine katalytische Rolle zugeschrieben [79].

Die Dynamik dieses ersten Schritts des Photozyklus war der Inhalt vieler tran-
sienter Absorptionsexperimente [75, 80-87]. In frithen Untersuchungen [75, 80, 81]
wurde nach optischer Anregung fiir den ersten angeregten Zustand S; eine Dynamik
im Subpikosekundenbereich gefunden. Spétere transiente Absorptionsexperimente
konnten die ultraschnelle Dynamik von BR mit groflerer Genauigkeit auflésen. Un-
mittelbar nach Photoanregung entsteht im Spektrum ein breites, transientes Loch,
dessen Amplitude fiir ca. 0.2 ps konstant bleibt [83]. Fiir die initiale Dynamik des an-
geregten Zustands wird ein zweiphasiges Verhalten mit Zeitkonstanten von < 150 fs
und ~450 fs beobachtet [82, 86]. Studien mit hoher Zeitauflosung finden auflerdem ein
oszillatorisches Verhalten des transienten Absorptionssignals auf Grund von Wellen-
paketsbewegungen auf den Potentialflichen des angeregten Zustands und des Grund-
zustands [87-89]. Einhergehend mit dem Zerfall des angeregten Zustands sieht man
innerhalb ~450 fs das Erscheinen einer rotverschobenen Absorptionsbande, welche
den Aufbau des J Intermediats kennzeichnet [82, 85, 86]. Diese Absorptionsbande
zerfillt in 3 - 5 ps wieder und zeigt damit den Ubergang in den K Grundzustand an
(75, 78].

Bei transienten Absorptionsmessungen an BR ist es schwierig, die Vorgénge in
den einzelnen Zustédnden voneinander zu unterscheiden. Im Bereich der maximalen
Fluoreszenz von ca. 650 nm - 850 nm wird die stimulierte Emission zum groflen
Teil von Absorptionsbeitragen des elektronisch angeregten Zustands und der frithen
Intermediate iiberdeckt [83, 85, 86]. Es ist daher nur schwer moglich, die Signal-
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beitrigen des elektronisch angeregten Zustands, des Grundzustands und der Inter-
mediate zu trennen. Um die Dynamik des elektronisch angeregten Zustands selektiv
zu beobachten, ist es daher notwendig, die Fluoreszenz nach Anregung zeitaufgelost
ZU messen.

Bisher wurden jedoch nur zwei zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen des primé-
ren Schritts der Photoreaktion von BR verdffentlicht [90, 91]. In beiden Experimenten
wurde die Up-Conversion Technik verwendet. Du et al. [90] fanden drei Zeitkonstan-
ten mit Werten von 90-240 fs, 0.6-0.9 ps und 9.0-13.0 ps. Die Amplitude der dritten
Zeitkonstante wurde mit bis zu 25% angegeben. Es konnte aber nicht sichergestellt
werden, dafl die Probe zwischen zwei Anregungsimpulsen vollstdndig ausgetauscht
wurde. Haacke et al. [91] beobachteten nur zwei Zeitkonstanten. Die kurze Zerfalls-
zeit wachst mit zunehmender Wellenlénge von 150 fs auf 400 fs an. Die lange Zeit-
konstante wird mit ~10 ps angegeben und hat eine Amplitude von 4%. Allerdings
ist die Zeitauflosung dieses Experiments nur ca. 250 fs, so dafl die Zeitverlaufe im
Subpikosekundenbereich nicht besser aufgelost werden kénnen. Obwohl beide Expe-
rimente dhnliche Ergebnisse aufweisen, unterscheiden sie sich doch deutlich in der
Dynamik des Subpikosekundenbereichs und der Amplitude der langen Zeitkonstante.

Da diese Abweichungen voneinander und von den Ergebnissen transienter Ab-
sorptionsmessungen dringend der Klarung bediirfen, wurden zeitaufgeloste Fluores-
zenzmessungen an BR unter klar definierten Bedingungen durchgefiihrt. Es wurde
darauf geachtet, die Probe zwischen zwei Anregungsimpulsen auszutauschen und die
zeitliche und spektrale Korrektur der MeBdaten so akkurat wie moglich durchzufiih-
ren. Im Laufe der Experimente wurde in mehreren Mefireihen die Anregungsdichte
zwischen ~0.07 und ~40 Photonen pro BR-Molekiil variiert.

4.2 Fluoreszenzmessung mit niedriger
Anregungsdichte

Zur Gewéhrleistung von Anregungsbedingungen, die den in der Natur vorkommenden
— soweit dies in zeitaufgelosten Experimenten {iberhaupt zu erreichen ist — moglichst
nahe sind, wurden relativ niedrige Anregungsdichten zwischen ~0.07 und ~1 Pho-
tonen pro BR-Molekiil gewéhlt. In diesem Bereich wurden keine systematischen Ab-
weichungen der Ergebnisse der einzelnen Messungen voneinander gefunden. Wegen
des besseren Signal- zu Rauschverhéltnises wird hier bei der Darstellung der Daten
die Messung mit der Anregungsdichte von ~0.3 Photonen pro Molekiil der Messung
mit der Anregungsdichte von ~0.07 Photonen pro Molekiil vergezogen. Nach Anre-
gung mit Impulsen einer Wellenléinge von ~565 nm emittiert BR eine spektral brei-
te und kurzlebige Fluoreszenz (Abb. 4.2). Im Spektralbereich zwischen 630 nm und
900 nm zerfallt die Fluoreszenz auf der Subpikosekunden- bis Pikosekundenzeitskala.
Wiéhrend im kurzwelligeren Spektralbereich die Spektren sehr schnell zerfallen, ist
die Lebensdauer im langerwelligen Spektralbereich etwas grofier (~0.5 ps). Zusétzlich
gibt es noch eine Komponente mit einer Lebensdauer von mehreren Pikosekunden
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Abbildung 4.2: Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektren von BR, Uberblick (niedrige Anre-
gungsdichte, ~0.3 Photonen pro BR-Molekiil).

und sehr kleiner Amplitude.

Diesen Zerfallsmustern iiberlagert ist ein dynamischer Stokes-Shift. In der fiir
einen Stokes-Shift {iblichen Darstellung in Abb. 4.4 sind die Wellenldngen maxi-
maler Emission zu jedem Mefizeitpunkt gegen die Verzogerungszeit aufgetragen. Sie
verschieben sich innerhalb weniger 100 fs von ~630 nm hin zu ~750 nm. In einer
anderen Darstellung ist der Stokes-Shift ebenfalls zu erkennen. Im Hohenlinienbild
der Fluoreszenzspektren fiir frithe Mefizeiten (Abb. 4.3) sind die Emissionsmaxima
bei jeder Wellenldnge gegen die Zeit aufgetragen. Auch hier ist eine Verschiebung
von ca. 100 fs in Form eines verzogerten Anstiegs zu sehen, welche im Bereich von
630 nm bis 750 nm besonders ausgeprigt ist.

Fiir eine globale Anpassung der Daten wird eine Testfunktion mit mehreren
Zerféllen verwendet. Der dynamische Stokes-Shift wird dadurch simuliert, daf der
Zeitnullpunkt als freier Parameter gewahlt wird. Eine solche Behandlung der Da-
ten kann wie schon bei der Auswertung der Daten von 4-Nitro-4’-(Dimethylamino)-
Azobenzol (siehe Kapitel 3) nur eine Naherung darstellen, da bei der Anregung einer
Probe in den niedrigsten elektronischen Zustand ein Ratenmodell mit mehreren Zer-
fallskonstanten - insbesondere unter Einbeziehung eines dynamischen Stokes-Shifts
- nicht gerechtfertigt ist. Um einen Uberblick iiber die Dynamik der Fluoreszenz zu
ermoglichen, wird ein solches Modell hier dennoch benutzt.

Die globale Anpassungsfunktion liefert drei Zeitkonstanten von ~50-150 fs,
~450 fs und ~3-10 ps. Da dem Zerfall der Fluoreszenz im kurzwelligen Spektralbe-
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Abbildung 4.3: Hohenlinienbild der Fluoreszenzspektren von BR (niedrige Anregungs-
dichte). Die Linie zeigt die Lage der Fluoreszenzmaxima bei jeder Wellenlénge.

reich ein dynamischer Stokes-Shift {iberlagert ist, kann die schnellste Zeitkonstante
nicht genauer angegeben werden. Deren Amplitudenspektrum hat am kurzwelligen
Rand der Emission seinen hochsten Wert und nimmt zu gréferen Wellenlédngen hin
ab. Die zweite Zeitkonstante ist mit ~450 fs deutlich lénger als die Zeit des dy-
namischen Stokes-Shifts, ein Ratenmodell ist hier eher angebracht. Das zugehorige
Amplitudenspektrum besitzt ein Maximum bei ca. 750 nm, der Wellenldnge des Ma-
ximums des statischen Fluoreszenzspektrums. Das Amplitudenmaximum der letzten
Zeitkonstante liegt noch weiter im langwelligen Teil des Spektrums. Da die Ampli-
tude sehr klein ist (< 5%), ist eine genauere Angabe der Zerfallszeit nicht moglich.
Da diese Zeitkonstante in etwa mit der Fluoreszenzlebensdauer von BR-Molekiilen
mit sterisch behindertem Retinal iibereinstimmt [91, 92], wird sie nicht der Dynamik
von voll funktionsfdhigem BR sondern inaktiven BR-Molekiilen zugeschrieben.

In Kapitel 1 wurden unter (i)-(iii) die fiir ultraschnelle Photoreaktionen charak-
teristischen Eigenschaften der zugehédrigen Fluoreszenzspektren aufgelistet. In den
BR-Daten sind alle diese Eigenschaften wiederzufinden. Die Maxima der Fluoreszenz-
spektren verschieben sich innerhalb ca. 200 fs (dynamischer Stokes-Shift). Gleich-
zeitig findet ein Zerfall der integrierten Fluoreszenzintensitit statt (Reduktion der
Emissionswahrscheinlichkeit auf Grund einer Bewegung grofler Amplitude). Interne
Konversion in den Grundzustand innerhalb 0.45 ps beendet schliellich die Emission
nahezu.

Die letzten beiden Beobachtungen treten auch in transienten Absoprtionsexperi-
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Abbildung 4.4: Dynamischer Stokes-Shift der Fluoreszenzspektren von BR (niedrige
Anregungsdichte). Das stufenformige Verhalten der Daten ist das Resultat eines nicht
vollstandig korrigierbaren MeBartefakts. Als Hilfestellung fiir die Betrachtung wurde eine
gestrichene Linie eingezeichnet.

menten in Form eines biexponentiellen Verhaltens mit Zeitkonstanten von 100 - 200 fs
und ~500 fs auf [82, 83, 86]. Uberraschenderweise wurde der hier gefundene dyna-
mische Stokes-Shift in den bisherigen Verdffentlichungen experimenteller Daten noch
nicht ausdriicklich erwdhnt. In der Tat wurde in vielen transienten Absorptionsex-
perimenten ein nahezu instantaner Anstieg der Fluoreszenz beobachtet [83, 85, 86].
Es wurden jedoch auch Anzeichen fiir einen dynamischen Stokes-Shift gefunden.
In den Daten von Ye et al. [93] ist im Spektralbereich von 800 nm - 950 nm ein
verzogerter Anstieg der stimulierten Emission von ~20 fs zu sehen. Da sich aber in
transienten Absorptionsexperimenten bei BR im Bereich des Fluoreszenzmaximums
zu frithen Verzogerungszeiten die Absorption des elektronisch angeregten Zustands
und die stimulierte Emission zum Teil gegenseitig kompensieren [83, 85, 86] und
beide Beitrdge ein unterschiedliches zeitliches Verhalten aufweisen konnen, ist das
Herausarbeiten eines Stokes-Shifts aus Absorptionsdaten kaum moglich.

In den beiden bisher veroffentlichten Fluoreszenzexperimenten [90, 91] wurde
offensichtlich kein besonderer Nachdruck auf den Nachweis eines Stokes-Shifts gelegt.
Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, daf ein solcher Effekt zwar in den Daten
vorhanden war, aber nicht entdeckt wurde. Ein dynamischer Stokes-Shift wird hier
das erste Mal explizit gezeigt.

Im Folgenden soll dieser Stokes-Shift mit den im Rahmen theoretischer Mo-
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delle gemachten Vorhersagen zur Primérreaktion von BR verglichen werden. Diese
Modelle koénnen in zwei Gruppen unterteilt werden. Die Zwei-Zustands Modelle
(82, 83, 89, 94-97] bendtigen zur Beschreibung der Photodynamik von BR den
Grundzustand und den ersten angeregten Zustand. In den Drei-Zustands Modellen
[85, 98] wird zusétzlich die Potentialfliche eines zweiten angeregten Zustands einge-
fithrt, welche mit derjenigen des ersten angeregten Zustands wechselwirkt. Die Zwei-
Zustands Modelle konnen dariiberhinaus durch die Art und Weise unterschieden
werden, in der die Dynamik des angeregten Zustands behandelt wird.

Das einfachste Zwei-Zustands Modell ist das Ein-Moden Modell, in welchem die
Torsion um die Cy3 = Cy4 Doppelbindung die einzige Reaktionskoordinate darstellt.
Im inertialen Fall [96] ist der Zerfall des elektronisch angeregten Zustands schnell
gegeniiber der Schwingungsrelaxation. Im tiberddmpften Fall [82, 83] (Abb. 4.5 a)
verlafit das im angeregten Zustand erzeugte Wellenpaket den Franck-Condon Bereich
in weniger als 0.2 ps. Im Laufe dieser Bewegung relaxiert die Schwingungsanregung
des angeregten Zustands zumindest teilweise. Im Zwei-Moden Modell [89, 94, 97]
(Abb. 4.5 b) gibt es nicht nur eine niederfrequente Torsionskoordinate sondern auch
eine hochfrequente Streckkoordinate. In einer initialen Bewegung in Form einer Re-
laxation von C-C Bindungen verlafit das Wellenpaket den Franck-Condon Bereich
in Richtung eines stationdren Punkts. Das Wellenpaket bewegt sich dann innerhalb
von ca. 0.5 ps entlang der Torsionskoordinate in Richtung eines konischen Schnitts.
Das Viel-Moden Modell [95] (Abb. 4.5 c) beinhaltet neben einer niederfrequenten
Torsionskoordinate mehrere hochfrequente Moden. Entlang einer Reaktionskette, in
deren Verlauf sukzessive jeweils eine andere Schwingungskoordinate angeregt wird,
wird der isomerisierte Zustand innerhalb von ca. 3.5 ps erreicht.

In den Drei-Zustands Modellen [85, 98] (Abb. 4.5 d) existieren aufgrund von
Wechselwirkungen zwischen dem ersten und dem zweiten elektronisch angeregten
Zustand Barrieren entlang der Torsionkoordinate. Nach Photoanregung in einen re-
lativ flachen Franck-Condon Bereich wird die Barriere in Richtung des konischen
Schnitts innerhalb ca. 0.5 ps iiberwunden. Wegen des recht flachen Franck-Condon
Bereichs und der Notwendigkeit, vor dem Erreichen des reaktiven Bereichs eine Bar-
riere zu iiberwinden, wird in diesem Modell kein Stokes-Shift erwartet. Aus diesem
Grund paflt der hier gefundene dynamische Stokes-Shift nicht in dieses Modell.

Andererseits ist wiederum fiir den iiberdampften Fall des Zwei-Zustands Mo-
dells auf jeden Fall ein dynamischer Stokes-Shift auf der Zeitskala der Bewegung des
Wellenpakets aus dem Franck-Condon Bereich erforderlich. Abhéngig von der ini-
tialen spektralen Verteilung und der Relaxation entlang der hochfrequenten Streckko-
ordinate kann auch das Zwei-Zustands, Zwei-Moden Modell die Erklarung fiir einen
dynamischen Stokes-Shift liefern. Schliefilich kann das Auftreten eines dynamischen
Stokes-Shifts auch durch Modelle erklért werden, welche einen Verzweigungsmecha-
nismus beinhalten. Ein solcher Ansatz wiirde mehrere unterschiedliche Reaktionsko-
ordinaten erfordern [86]. Zum Beispiel konnte eine Verzweigung in eine reaktive und
eine nicht reaktive Schwingungskoordinate zu einem dynamischen Stokes-Shift auf
der Zeitskala der Relaxation der nicht reaktiven Schwingung fithren, wahrend der
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Abbildung 4.5: Reaktionsmodelle der Primérreaktion von BR nach Photoanregung. a)-c)
Zwei-Zustands Modelle: a) tiberddmpfter Fall [82, 83], b) Zwei-Moden Modell [89, 94, 97],
c¢) Viel-Moden Modell [95]. d) Drei-Zustands Modell [85, 98].

Weg iiber die reaktive Koordinate in die Bildung der isomerisierten Konfiguration

minden wiirde.

Die einfache Betrachtung der hier dargestellten Daten erlaubt jedoch noch nicht
die eindeutige Festlegung eines Mechanismus fiir die Primérreaktion von BR. Hierzu
wiren weitergehende theoretische Berechnungen auf der Basis der verschiedenen Mo-
delle im Vergleich mit den experimentellen Daten notwendig. Es soll hier lediglich
festgehalten werden, dafl zeitaufgeloste Fluoreszenzdaten solche Berechnungen er-
leichtern wiirden, da im Gegesatz zu transienten Absorptionsexperimenten die Ab-
sorption des angeregten Zustands nicht beriicksichtigt werden muf.
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4.3 Fluoreszenzmessung mit hoher Anregungsdichte

Bei Anregung von BR mit kurzen Laserimpulsen sehr hoher Intensitdt sind Mehr-
photonen- und/oder Mehrstufenprozesse zu erwarten. Insbesondere sind nach An-
regung bei einer Wellenldnge von 565 nm mittels Zweiphotonenabsorption iiber
eine resonante Zwischenstufe T T T T
(So — S — S,) elektro-
nisch angeregte Zustédnde im
spektralen Bereich von 280 nm

effizient zu erreichen. In der 1000 |
Tat wurden bereits Anzeichen
fiir solche Prozesse in Fluores-

100

Intensity [a.u.]

zenz- [99] und Absorptionsex-
perimenten [100] gefunden.
Mit der Besetzung hoher 10

angeregter Zustdnde S, sollte

sich auch die Emissionsdyna- — 10000 |
mik von BR dndern. Zur Uber- g

priiffung dieser These wurde — |
in einer Reihe zeitaufgeloster %' 1000
Messungen die Anregungsdich- %

te in mehreren Schritten von r- 100

0.07 auf 40 Photonen pro BR-
Molekiil gesteigert. Bei Anre- 10
gungsdichten zwischen ~0.07
und ~1 Photon pro BR-Mole-
kiil werden keine Abweichun-
gen von den oben beschriebe-
nen Resultaten mit ~0.3 Pho-
tonen pro BR-Molekiil gefun-
den. Mit weiter steigender An-
regungsdichte zeigen sich in-
dessen zunehmende Anderun- 10
gen des spektralen und zeitli-
chen Verhaltens. 0 1 2 3
In Abb.4.6 sind die Zeitver- :
laufe bei drei verschiedenen Wel- Time [ps]
lenldngen (650 nm, 730 nm

10000 |

1000 [

100

Intensity [a.u.]

und 800 nm) auf einer loga- Abbil'dung 4.6: Zeifclverléiufe der Fluoresze‘nz von BR bei

. . .. verschiedenen Wellenléngen und Anregungsdichten (durchge-
rithmischen Intensitétsskala ge- zogene Linie: 0.3 Photonen pro Molekiil, gestrichene Linie:
gen die (lineare) Verzégerungs- 40 Photonen pro Molekiil). Die Zeitverldufe wurden bei einer
zeit aufgetragen. Die durchge- Verzogerungszeit von 0.3 ps aufeinander normiert. (a) 650 nm.

zogene Linie ist das Fluores- (b) 730 nm. (c) 800 nm.
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4 Untersuchung der Primarreaktion von Bakteriorhodopsin

zenzsignal bei einer geringen Anregungsdichte von ~0.3 Photonen pro Molekiil,
wahrend die gestrichene Linie das Fluoreszenzsignal bei einer hohen Anregungs-
dichte von ~40 Photonen pro Molekiil ist. Es werden zwei signifikante Anderungen
beobachtet:

(i) Mit zunehmender Anregungsdichte steigt die Amplitude der schnellsten Zeit-
konstante (< 0.15 ps) stark an. Dieser Effekt nimmt zu grofleren Wellenlénge hin zu.
Die Emissionsmaxima verschieben sich dabei geringfiigig zu spéteren Verzogerungs-
zeiten (siche Abb. 4.6, gestrichene Linie).

(i) Mit zunehmender Anregungsdichte verldngert sich die zweite Zerfallszeit von
~0.45 ps auf ~0.7 ps (siehe ebenfalls Abb. 4.6, gestrichene Linie). Die spektrale Sig-
natur des Amplitudenspektrums dieser Zeitkonstante &ndert sich dabei nicht.

Diese Effekte lassen sich am besten durch Anregungsprozesse in héhere Zustande
erkliren. Zum einen konnen strahlende Ubergéinge zwischen hoher angeregten
Zusténden (S, — Sy,) auftreten. Da der Zerfall hoher angeregter Zusténde durch
interne Konversion sehr schnell sein sollte, wird eine kurzlebige, zeitlich leicht ver-
schobene Fluoreszenz erwartet. Wegen den im allgemeinen relativ zum S; — Sy
Ubergang kleineren Energicliicken zwischen hher angeregten Zustéinden, sollte das
Emissionsspektrum zu grofferen Wellenléingen hin verschoben sein. In der Tat ist
dies in den Fluoreszenzspektren mit hoher Anregungsdichte zu sehen. Die Ampli-
tude einer kurzlebigen und rotverschobenen Komponente nimmt mit wachsender
Anregungsdichte deutlich zu (Abb. 4.6).

Zum anderen miissen Molekiile, welche vom S; Zustand in hoher angeregte
Zusténde gebracht werden, auch wieder in diesen Zustand zuriickkehren. Da die
Repopulation des ersten angeregten Zustands durch interne Konversion eine gewisse
Zeit benotigt, sollte eine scheinbare Verldngerung der Lebensdauer zu sehen sein.
Tatséchlich tritt mit steigender Anregungsdichte eine Verlangerung der Lebensdauer
von 0.45 ps auf 0.7 ps auf (Abb. 4.6). Da dabei das zugehorige Spektrum gleich
bleibt, kann davon ausgegangen werden, daf§ auch wirklich der Zerfall des S; Zu-
stands beobachtet wird.

4.4 Zusammenfassende Bemerkung

Die Photoprozesse in BR werden seit iiber 30 Jahren untersucht. Obwohl Uber-
einstimmung darin besteht, dal nach Photoanregung eine Isomerisierung des Reti-
nals stattfindet, ist der Ablauf dieser Primérreaktion noch immer nicht detailliert
aufgeklart. Ein grofler Teil der experimentellen Information basiert auf transienten
Absorptionsmessungen. Da sich bei transienten Absorptionsmessungen die Signal-
beitrage von stimulierter Emission und Absorption des angeregten Zustands und der
frithen Intermediate iiberlagern, erweist sich ein Vergleich mit theoretischen Modellen
als schwierig. Dagegen sind die Anforderungen an eine theoretische Auswertung von
Fluoreszenzdaten viel geringer, da nur der elektronisch angeregte Zustand und der
Grundzustand zum Signal beitragen.

In dieser Arbeit wurden erstmals zeitaufgeloste Fluoreszenzexperimente an BR
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bei unterschiedlichen Anregungsdichten durchgefiihrt. Aufgrund der zuvor gemach-
ten Uberlegungen kénnen die Anderungen der zeitaufgelosten Spektren bei hoher An-
regungsdichte Mehrphotonenabsorption zugeordnet werden. Dies erlaubt es, einige
der in der Literatur gefundenen Abweichungen zu erklaren. Im Bereich niedriger An-
regungsdichte wurde hier das erste Mal ein dynamischer Stokes-Shift gefunden. In
Ubereinstimmung mit anderen Experimenten wurden Zeitkonstanten von < 0.15 ps
und 0.45 ps bestimmt.
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5 Untersuchung der Primarreaktion von
Proteorhodopsin

5.1 Ubersicht

Bis vor einigen Jahren waren rhodopsinartige Proteine nur als Bestandteil von Ar-
chaeen (z.B. Bakteriorhodopsin (BR), Halorhodopsin, Sensorrhodopsin I und II) und
Eukaryonten (z.B. Photorezeptorzellen der Retina des Auges) bekannt. Kiirzlich je-
doch wurde das Proteorhodopsin (PR) als neues Mitglied der retinalbindenden Pro-
teinfamilie des Typs I entdeckt [101, 102]. Erstmals wurde es durch Gensequenzierung
von natiirlich in Meerwasser vorkommenden Planktonbakterien gefunden. Die Auf-
schliisselung des Genoms von ~-Proteobakterien ergab eine sehr grofie Ahnlichkeit
der Aminosauresequenzen von Proteorhodopsin und Rhodopsinen aus Archaeen. In
den folgenden Jahren wurde weltweit eine grofle Zahl homologer Sequenzen in ver-
schiedenen Planktonbakterienarten identifiziert [103—-105] (sieche Abb. 5.1).

Ebenso wie BR ist auch PR eine lichtgetriebene Protonenpumpe. Der auf diese
Weise entstehende Protonengradient kénnte - wie auch bei BR - der Sicherung des
Energiebedarfs der Zelle dienen. Die weite Verbreitung von PR in Meeresbakterien
wiirde in diesem Fall den Schlufl nahelegen, daf es sich bei diesem Mechanismus um
eine alternative und bisher unbekannte Art der Energiegewinnung durch Photosyn-
these handeln konnte.

Nach Photoanregung durchlduft PR einen Photozyklys, welcher demjenigen in
BR sehr dhnlich ist. Die verschiedenen Intermediate werden mit K, M, N und O
bezeichnet [106-110]. Der primére Protonenakzeptor Asp97 des PR-Molekiils besitzt
einen pK,-Wert zwischen 7.1 [107] und 7.68 [108]. Der Protonentransport ist daher
abhingig vom pH-Wert. In der natiirlichen, leicht basischen Umgebung von PR
werden Protonen aus dem Zellinneren nach aufien transportiert [107, 108]. In saurer
Umgebung findet dagegen kein Protonentransport [111] oder gar ein zelleinwérts
gerichteter Protonentransport statt [108]. In Abhéngigkeit vom pH-Wert verschiebt
sich das Absorptionsmaximum von 518 nm (pH = 11.5) nach 539 nm (pH = 4.0)
[108]. Dieser Effekt wird dem Protonierungsgrad des priméren Protonenakzeptors
Asp97 zugeschrieben [111].

Wie in allen anderen rhodopsinartigen Proteinen ist der Schliisselschritt des
Photozyklus auch in PR die Photoisomerisierung des Retinals. Das Verhéltnis von
all-trans zu 13-cis Retinal in PR betréigt bei basischem pH ca. 60% zu 40% im licht-
adaptierten und ca. 80% zu 20% im dunkeladaptierten Zustand. Bei saurem pH tritt
keine Licht-/Dunkeladaption auf, das Verhéltnis von von 13-cis zu all-trans Retinal
ist stets ca. 80% zu 20% [108]. Licht- und dunkeladaptiertes PR zeigt im Gegensatz
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Abbildung 5.1: Phylogenetischer Stammbaum rhodopsinartiger Gene (nach Venter et al.
[105])

zu BR keine Verschiebung des Absorptionsmaximums, lediglich der Extinktionskoef-
fizient ist bei Lichtadaption ca. 10% niedriger [108].

Da die Photoisomerisierung des Retinals von solch grofier Bedeutung fiir die
Funktionalitét von PR ist, wurde bereits von Huber et al. [112] ein transientes Ab-
sorptionsexperiment mit einer Zeitauflosung im Femtosekundenbereich an PR bei
pH = 9 und pH = 6 durchgefiihrt. Es wurden drei Zeitkonstanten von < 0.2 ps,
~0.4 ps und ~8 ps bei basischem pH und < 0.2 ps, ~0.7 ps und ~15 ps bei saurem
pH bestimmt. Die erste Zeitkonstante (< 0.2 ps) wird analog der Modellbildung bei
BR [82, 83, 89, 94, 95, 97] einem schnellen Verlassen des Franck-Condon Bereichs
entlang einer Reaktionskoordinate (z.B. Relaxation von C-C Bindungen) zugeordnet.

Fiir das Auftreten der beiden anderen Zeitkonstanten sind zwei Erklarungen
vorstellbar: (i) In der PR Probe kénnten zwei unterschiedliche Spezies mit unter-
schiedlichem spektralen und dynamischen Verhalten existieren. Da sich das Retinal
in PR stets teilweise im 13-cis und teilweise im all-trans Zustand befindet und beide
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Zustande ein sehr dhnliches Absorptionsverhalten besitzen [108], konnte moglicher-
weise auch die 13-cis-Form mit Licht angeregt werden und eine von der all-trans-Form
verschiedene Dynamik aufweisen. (ii) Das Verlassen des Franck-Condon Bereichs
konnte in PR, wie z.B. bereits fiir die Isomerisierung des Retinals in Halorhodopsin
vorgeschlagen wurde [113], auf unterschiedlichen Reaktionswegen stattfinden (Abb.
5.2). Die konische Durchschneidung (CI) wird entweder direkt (7;) oder {iber einen
Zwischenzustand (73) erreicht. Von dort relaxiert das Retinal entweder wieder zuriick
in den Grundzustand oder isomerisiert und leitet damit den Photozyklus ein (7).

Die pH-Abhéngigkeit der zweiten und dritten Zeitkonstante legt nahe, dafl die
Geschwindigkeit und Effizienz der priméren Photoreaktion in BR von der Ladungs-
verteilung in der N&he der Schiffschen Base kontrolliert wird.

Abbildung 5.2: Energie- und Reaktionsschema der ersten Schritte des PR-Photozyklus
nach Huber et al. [112]

5.2 Zeitaufgeloste Fluoreszenzmessung

Die zeitaufgelosten Experimente von Huber et al. [112] wurden mit einer nicht solu-
bilisierten Probe durchgefiihrt, d.h. die PR-Molekiile sind noch in Membranstiicken
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5 Untersuchung der Primarreaktion von Proteorhodopsin

der sie exprimierenden E. coli Bakterien verankert. Da nicht solubilisierte Molekiile
wegen der Streuung des Lichts an den Membranstiicken schwerer zu handhaben
sind als solubilisierte Molekiile, wurde eine solubilisierte PR Probe bei ihrem natiir-
lichen, leicht basischen pH-Wert von ~8.0 sowohl in zeitaufgeloster Emission als auch
in transienter Absorption vermessen. Die zeitaufgelosten Emissionsmessungen sind
dabei die ersten, die bislang an PR durchgefiihrt wurden. Es soll getestet werden,
ob zwischen beiden Probenformen (solubilisiert und nicht solubilisiert) Unterschiede
auftreten. Weiterhin soll durch die zeitaufgeloste Fluoreszenzmessung gezielt die Dy-
namik des elektronisch angeregten Zustands untersucht werden. Es wurde bei den
Messungen darauf geachtet, die Anregungsdichte niedrig genug zu halten, so daf
keine Mehrphotoneneffekte, wie in Kapitel 4 beschrieben, vorkommen.

Nach Anregung der Probe mit Impulsen einer Wellenldnge von ~525 nm emit-
tiert PR #@hnlich wie BR eine spektral breite und kurzlebige Fluoreszenz (Abb. 5.3).
Im Spektralbereich zwischen 500 nm und 850 nm zerfillt die Fluoreszenz auf der
Subpikosekunden- bis Pikosekundenzeitskala. Anders als bei BR ist bei PR jedoch
ein Zerfall im Pikosekundenbereich mit deutlich groBlerer Amplitude zu beobachten.
Zusétzlich gibt es zu spéiten Verzogerungszeiten noch einen Offset mit kleiner Am-
plitude. Dieser wird aber, wie schon bei BR, inaktiven PR-Molekiilen zugeschrieben
(91, 92].
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Abbildung 5.3: Zeitaufgelste Fluoreszenzspektren von PR, Uberblick (niedrige Anre-
gungsdichte, ~0.4 Photonen pro Molekiil)

Ebenso wie bei BR findet man auch bei PR einen dynamischen Stokes-Shift. Die fiir
einen Stokes-Shift iibliche Darstellung in Abb. 5.5 zeigt die Maxima der Emission
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5.2 Zeitaufgeloste Fluoreszenzmessung

fiir jeden Mefizeitpunkt aufgetragen gegen die Wellenlénge. Innerhalb weniger 100 fs
verschieben sie sich von ~580 nm hin zu ~700 nm. Im Hoéhenlinienbild der Fluo-
reszenzspektren fiir frithe Mefzeiten (Abb. 5.4) sind die Emissionsmaxima bei jeder
Wellenlénge gegen die Zeit aufgetragen. Es tritt hier ebenfalls eine Verschiebung von
ca. 100 fs in Form eines verzogerten Anstiegs auf.
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Abbildung 5.4: Hohenlinienbild der Fluoreszenzspektren von PR. Die Linie zeigt die Lage
der Fluoreszenzmaxima bei jeder Wellenlénge.

Zur Gewinnung eines Uberblicks iiber die Zerfallsdynamik der Fluoreszenz von PR
wird analog zum Vorgehen bei BR eine globale Anpassung der Daten mit einer
Testfunktion mit mehreren Zeitkonstanten vorgenommen. Der dynamische Stokes-
Shift wird durch einen freien Zeitnullpunktsparameter simuliert. Natiirlich ist ein
solches Vorgehen beim Auftreten eines Stokes-Shifts, wie schon im vorhergehenden
Kapitel dargelegt, fiir frithe Verzogerungszeiten nur eine Naherung der tatsdachlichen
Dynamik.

Aus der globalen Anpassung ergeben sich drei Zeitkonstanten von ~50-150 fs,
~450 fs und ~4 ps. Da sich zu frithen Verzogerungszeiten der Zerfall der Fluoreszenz
und der dynamische Stokes-Shift iiberlagern, kann die schnellste Zeitkonstante nicht
genauer angegeben werden. Thre Amplitude ist am kurzwelligen Rand des Spektrums
am grofften und auf der langwelligen Seite fast verschwunden. Die zweite und die
dritte Zeitkonstante besitzen sehr dhnliche Spektren mit Maxima bei ca. 700 nm,
deren Amplituden in etwa im Verhéltnis 10:3 stehen. Da diese Zeiten deutlich grofier
als die Dauer des Stokes-Shifts sind, ist ein Ratenmodell fiir sie als gerechtfertigt
anzusehen.
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Abbildung 5.5: Dynamischer Stokes-Shift der Fluoreszenzspektren von PR. Das stufenfor-
mige Verhalten der Daten ist das Resultat eines nicht vollstdndig korrigierbaren MeBarte-
fakts. Als Hilfestellung fiir die Betrachtung wurde eine gestrichene Linie eingezeichnet.

Die transienten Absorptionsexperimente an solubilisiertem PR kommen zu den glei-
chen Ergebnissen wie bereits in Ref. [112] fiir nicht solubilisiertes PR gezeigt, aber
mit besserem Signal- zu Rauschverhéltnis. Ebenso stimmen die transienten Absorp-
tionsdaten sehr gut mit den Fluoreszenzdaten iiberein. Die dritte Zeitkonstante wird
fiir die transiente Absorption zwar global mit ~8 ps angegeben, jedoch ergibt eine
isolierte Anpassung der Kanile mit stimulierter Emission in Ubereinstimmung mit
den Fluoreszenzdaten einen Wert von ca. 3-6 ps fiir den langsamen Fluoreszenzzerfall.

Die sehr groBe Ahnlichkeit der Spektren der zweiten und der dritten Zeitkon-
stante stiitzen das in [112] vorgeschlagene Potentialschema und die darin enthaltenen
Reaktionswege (Abb. 5.6). Da mit 75 ~450 fs und 73 ~4 ps zwei deutlich voneinan-
der verschiedene Zeitkonstanten auftreten, miissen unter der Voraussetzung, dafl in
der PR-Probe keine unterschiedlichen Spezies mit unterschiedlichem spektralen und
dynamischen Verhalten existieren, nach dem schnellen Verlassen des Franck-Condon
Bereichs (SYC) zwei verschiedene Zustéinde besetzt werden. Wegen der fast identi-
schen Spektren der zweiten und der dritten Zeitkonstante kénnte man nun schlieflen,
daB einer der beiden Zustiinde (SI®*) ein spektroskopisch dunkler Zwischenzustand
ist und die gesamte Emission aus dem Bereich der konischen Durchschneidung (S¢{?)
stammt. Die konische Durchschneidung S{! wiirde somit entweder direkt mit der
Zeitkonstante 7 oder indirekt mit der Zeitkonstante 73 iiber den Zwischenzustand
(Stelax) hesetzt werden. Von dort wiirde das Retinal dann entweder wieder zuriick in

52



5.2 Zeitaufgeloste Fluoreszenzmessung
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Abbildung 5.6: Energie- und Reaktionsschema der Primérreaktion von PR nach Photoan-

regung

den Grundzustand relaxieren oder isomerisieren und damit den Photozyklus einleiten

(72).

Findet das Verlassen des Franck-Condon Bereichs gegeniiber dem Zerfall der
anderen Zusténde sehr schnell statt (7, < 72,73), so liefert die Losung des Raten-
gleichungssystems fiir den Zerfall der Zustinde S}** und S¢! folgende zeitabhiingige

Besetzungen B(t) (siehe z.B. [114]):

l —k t
B aa:(t) - Orela:ce relaw >

k
BC] (t) _ Crela;p relax

efkrelazt + CCIekaIt.

kCI - krelaz
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5 Untersuchung der Primarreaktion von Proteorhodopsin

krelaw = Ti und kcor = Ti sind die Ratenkonstanten fiir den Zerfall der jeweiligen
Zustande. Cleqr und Cgop sind Konstanten, die durch die initiale Besetzung der
Zustinde St und S§T gegeben sind.

Da sowohl die Ratenkonstanten Kyex = 2.5 <10 s7t und kep = 2.2 -10*2 s71 als
auch das Verhiltnis der Amplituden der zugehorigen Zerfille (Ayepar : Acr = 3 :10)
aus der Auswertung der experimentellen Daten bekannt sind, ist es moglich, die
initiale Besetzung der Zustdnde zu berechnen. Nach kurzer Rechnung ergibt sich fiir

die initialen Besetzungen ein Verhiltnis von BT (0) : B¢1(0) = 0.65 : 0.35.

5.3 Zusammenfassende Bemerkung

In diesem Experiment wurden zum ersten Mal zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen
an Proteorhodopsin durchgefiihrt. Neben einem dynamischen Stokes-Shift wurden
drei Zeitkonstanten von ~50-150 fs, ~450 fs und ~4 ps gefunden. Es wird fest-
gestellt, dafl die Ergebnisse gut mit den Ergebnissen transienter Absorptionsexperi-
mente iibereinstimmen. Weiterhin ist festzuhalten, daf3 die bereits in den transien-
ten Absorptionsexperimenten bestimmten Zeitkonstanten auf Grund der Analyse
der zeitaufgelosten Fluoreszenzdaten alle der Dynamik des elektronisch angeregten
Zustands von PR zuzuordnen sind. Da zudem die zweite und dritte Zeitkonstan-
te dhnliche Spektren und Amplituden aufweisen, wird das von Huber et al. [112]
vorgeschlagene Energie- und Reaktionsschema gestiitzt.
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ABSTRACT An improved Kerr-based set-up for time-resolved
emission spectroscopy in the femtosecond regime is presented.
The Kerr gate is switched by femtosecond NIR pulses of
~ 1100 nm. Thereby, practically no background emission of
the Kerr medium is observed for wavelengths smaller than
1000 nm. This allows for the simultaneous acquisition of emis-
sion spectra in the spectral range from 350 nm to 1000 nm.
By employing mainly reflective optics, the dispersion of the
gate set-up could be kept below 0.2 ps (500—-800 nm). The
time resolution of the set-up was ~ 100 fs. Its performance is
demonstrated by recording the spectro-temporal behaviour of
a white-light continuum and of the fluorescence emissions of
B-carotene and an azobenzene derivative.

PACS 32.50.+d; 42.65.Re

1 Introduction

Transient absorption techniques in the femtosec-
ond regime rely more and more on broadband detection
schemes (see for example [1,2]). The absorption changes
of a sample induced by an ultrashort laser pulse can be in-
terrogated by a suitably delayed continuum pulse which is
spectrally dispersed and detected after passing the sample.
Thereby, complete transient absorption spectra at a given
delay time can be obtained, which in turn dramatically re-
duces the acquisition times. Femtosecond fluorescence spec-
troscopy is an important complement to absorption tech-
niques. While the latter senses signals from ground and elec-
tronically excited states, the former exclusively detects ex-
cited states and their dynamics. This simplifies the assign-
ment of photo-induced spectral changes to the underlying
processes.

The standard experimental approach to femtosecond flu-
orescence spectroscopy is fluorescence up-conversion [3].
In its traditional implementation it yields fluorescence de-
cay traces at defined detection wavelengths and not complete
spectra. This restriction is founded in the mechanism of fluo-
rescence up-conversion. The fluorescence light of interest is

5d Fax: +49-89/2180-9202,
E-mail: Peter.Gilch@physik.uni-muenchen.de

mixed in a non-linear crystal with a femtosecond laser pulse
(gate pulse), where the sum frequency of both light fields is
generated. This process requires a phase matching condition
which depends on the light frequency and the crystal orienta-
tion. In general, only narrow spectral slices of the fluorescence
emission are up-converted simultaneously. The acquisition
of complete spectra then requires multiple delay scans and
re-alignment of the up-conversion crystal. Recently, this re-
striction of the up-conversion technique has been softened
considerably [4]. The combination of a thin low-dispersion
crystal and a near-infrared gate pulse greatly enhances the
up-conversion bandwidth. In this fashion, the simultaneous
acquisition of time-resolved fluorescence spectra with a width
of ~ 7000 cm~! has been demonstrated.

An alternative technique for fluorescence spectroscopy in
the femtosecond regime relies on the optical Kerr effect. This
effect has been employed as an optical gate from the early
days of mode-locked lasers [5]. Its usage for fluorescence
spectroscopy has seen a renaissance in recent years [6, 7]. In
a Kerr set-up, the fluorescence light passes two crossed po-
larisers between which an isotropic Kerr medium (usually
a glass plate) is placed. In the closed state of the set-up, no
fluorescence light is transmitted. The shutter is opened by
a gate pulse focused onto the medium, where it induces opti-
cal anisotropy. This anisotropy changes the polarisation state
of the fluorescence light from linear to elliptical. A fraction
of this light is now transmitted by the second polariser and
can be detected. In this gate scheme, no phase-matching con-
dition has to be fulfilled. Therefore, in principle the spectral
window that can be recorded simultaneously should only be
limited by the transmittance of the optical components and
the sensitivity range of the detector. In the practical applica-
tion, several effects reduce the open spectral window: (i) Gate
light scattered by the Kerr medium is several orders of mag-
nitude more intense than the fluorescence signal, and has to
be suppressed by suitable filters, thereby blocking that spec-
tral region; (ii) Multi-photon absorption of the gate pulse in
the Kerr medium can cause a strong background emission [7].
This emission may reduce the sensitivity in the spectral area
where it overlaps with the fluorescence emission. However,
for a weak fluorescence emission, it may also prohibit meas-
urements; and (iii) The dispersion of the optical components
influences the arrival times of different spectral components
of the fluorescence light — blue parts of the spectrum are de-
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layed with respect to red parts. This dispersion of arrival times
has to be taken into account when choosing the delay settings
and, therefore, increases the acquisition time.

Here, a novel design for a Kerr shutter is presented that re-
laxes most of these constraints and offers an open detection
window ranging from 350 nm to 1000 nm. The design uses
a gate pulse that is centred in the NIR at ~ 1100 nm, which
strongly reduces emission of the Kerr medium. The optics
which image the fluorescence light onto the Kerr medium and
the broadband wire-grid polarisers have very little dispersion,
in order to minimise spectral delay of the arrival times.

2 Experimental

Femtosecond laser pulses were generated by
a Clark CPA 2001 laser/amplifier system running at 775 nm.
It supplied pulses with a duration of 150 fs (FWHM) and an
energy of 0.9 mJ at a repetition rate of 1 kHz. A part of the
output (210-220 wJ) of the CPA was used to pump a two-
stage non-collinear optical parametric amplifier (NOPA) [8]
which generated femtosecond laser pulses tunable throughout
the visible and NIR. These pulses excited the sample. For the
experiments described here, the NOPA was tuned to 475 nm.
At the sample location, the pulse energy was attenuated to
~ 1 wJ. For the generation of NIR gate pulses, another part of
the CPA output (250 pJ) was directed to a (collinear) optical
parametric amplifier (OPA). The amplifier design borrowed
from that described in ref. [9, 10]. This OPA was a two-stage
amplifier. Each stage consisted of a type-II BBO crystal and
was pumped by the laser fundamental. In the first stage (pump
energy ~ 30 wJ), a3 mm BBO crystal was seeded by a white-
light continuum generated in a sapphire plate. Signal pulses
were then amplified in a second 4 mm BBO crystal (pump
energy ~ 200 pJ). The idler pulses were separated from the
signal pulses by a polariser. The signal pulses were com-
pressed in a SF10 prism compressor. The OPA was adjusted
to deliver NIR pulses at 1100 nm with a duration of 40 fs. At
the Kerr gate these pulses had energies of ~ 10 pJ.
Sample solutions of B-carotene (Aldrich) were prepared
freshly by dissolving 20 mg in 50 ml toluene (Merck, UVA-
SOL grade). 4-nitro-4’-dimethylaminoazobenzene was syn-
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thesized according to ref. [11], purified by re-crystallisation
and characterized by NMR. 33 mg of this sample was dis-
solved in 200 ml toluene. To avoid the signal contributions
of the photo-products, the sample solutions were pumped
rapidly through flow cells (fused-silica cuvette, optical path
length of 1 mm).

3 Results and discussion

31 Description of the Kerr shutter

An efficient optical gate in the femtosecond regime
should be able to collect a large solid angle of the (isotropic)
fluorescence emission, thereby introducing as little dispersion
as possible. This requires reflective optics. In the set-up de-
scribed here (Fig. 1), two Cassegranian microscope objectives
(Ealing, numerical aperture 0.5, focal length 13 mm) collect
the fluorescence light and focus it onto the Kerr medium.
A 1 mm thick fused silica plate (SUPRASIL 300 as supplied
by Helma) serves as the Kerr medium. The fluorescence light
is polarised by a wire-grid polariser (ProFlux™ PPL04C,
substrate thickness 0.7 mm, extinction 1 : 1000) placed be-
tween the second Cassegranian and the Kerr medium. A sec-
ond crossed polariser behind the Kerr medium extinguishes
(in the absence of the gate light) the fluorescence light. The
gate pulse that opens the shutter is reflected towards the Kerr
medium by a tiny 45° mirror placed in the obscuration of the
second Cassegranian. Its polarisation plane is rotated by 45°
with respect to the transmission axis of the first polariser. The
fluorescence light and the gate light propagate collinearly in
the Kerr medium. This geometry reduces deterioration of the
time resolution resulting from a non-collinear arrangement.
The transmitted light is collected by an off-axis parabolic
mirror. Its aperture was chosen to fit those of the Casseg-
ranians. An achromatic lens then focuses the fluorescence
light onto the entrance slit of a spectograph. A dielectric mir-
ror (HR 1060 nm, 45°) placed at an angle of 0° in front of
the entrance slits rejects the light of the gate pulse. Long-
pass filters (OG 515 from Schott for the fluorescence ex-
periments, OG 495 for the white-light experiments) mounted
at the same location remove the residual light of the pump
pulse. The spectrograph (Acton Research, Spektra Pro 3001,

Spectrometer

CCD-Camera

HR1060nm

Longpass
Filte%p

Polariser

FIGURE 1 Scheme of the Kerr set-up
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f =300 mm, aperture 0.25) is equipped with a 150 lines/mm
grating and images the dispersed fluorescence onto an liquid-
nitrogen-cooled CCD-camera (Princeton Instruments, Spec-
10 : 400B). The spectrograph/detector set-up covered a spec-
tral range from 350 nm to 1000 nm.

3.2 Characterisation of the Kerr shutter

3.2.1 Background emission of the Kerr medium. In the fem-
tosecond regime, only solid materials (mostly glasses) are
suitable as Kerr media, because in liquids orientational con-
tributions to the Kerr non-linearity deteriorate the time reso-
lution (for a comparison of the Kerr response of the liquid CS,
and a glass see for example [12]). Among glasses suitable for
a Kerr application, those with a high Kerr non-linearity seem
to be the best candidates. Unfortunately, glasses with a high
non-linearity usually also show a large dispersion (see for ex-
ample [13]). Such a dispersion reduces the time resolution due
to large differences of the group velocities of the gate pulse
and the gated fluorescence light. Therefore, a material — fused
silica — with a rather low Kerr non-linearity was chosen for
the set-up described here. Fused silica yielded the best time
resolution among the materials tested (SrTiO3, BK 7 glass,
SF 5 glass). It offered the additional advantages that its
bandgap is far in the UV and emission following multi-
photon absorption is rather weak. This applies already for
gate pulses centered around 800 nm (the fundamental of
common titanium—sapphire systems) for which a weak un-
structured emission is detected (data not shown). However,
using laser fundamental pulses as gate pulses excludes the in-
teresting spectral region around 800 nm from spectroscopic
investigations (Fig. 2, grey area). NIR (1100 nm) pulses,
as in the set-up described here, open this region for spec-
troscopic investigation (see Fig.2). In addition, the broad
background due to multi-photon fluorescence emission is
now virtually missing. This applies not only to fused sil-
ica glasses such as Kerr media, for which this emission
is generally weak, but also to other media like SF5 (data
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FIGURE 2 Background emission of the Kerr medium (solid line) when ex-
citing with the 1100 nm gate pulses. The grey area symbolizes the spectral
region blocked when employing 775 nm gate pulses. A time-resolved fluo-
rescence spectrum of B-carotene (dashed line) at zero delay is depicted for
comparison

not shown). The only background emission observed is
a rather sharp peak centred at 550 nm. This peak presum-
ably stems from second-harmonic generation at the surface
of the Kerr glass. Its magnitude varies somewhat between
different fused silica samples; the smallest emission was
observed for a SUPRASIL 300 plate which was the Kerr
medium used in the following. To illustrate the magnitude of
the second harmonic background, the emission of this glass
is compared with a time-resolved fluorescence spectrum in
Fig. 2.

3.2.2 Temporal resolution and dispersion. The ideal light
source for the characterisation of a time-resolved fluorescence
spectrograph can be switched on and off instantaneously and
its emission spectrum should cover the whole spectral range
of the detector. A femtosecond white-light continuum gen-
erated when tightly focusing an ultrashort laser pulse into
a transparent medium approaches that ideal. The duration of
this continuum in a given spectral region may be shorter than
the laser pulses generating it, and it is therefore well suited
for the determination of the temporal resolution of a par-
ticular set-up. In the present experiment, the continuum was
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FIGURE 3 Spectral and temporal characteristics of a white-light con-
tinuum used to characterise the Kerr set-up. a Spectrum of the continuum
generated by focussing 475 nm NOPA pulses into a 2 mm thick CaF; plate.
The spectrum is corrected for the spectral sensitivity of the set-up. The cut-off
of the spectrum beyond 520 nm is due to a long-pass filter. b Gated intensity
versus delay time and wavelength as recorded with the Kerr set-up
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produced by focusing the NOPA light (475 nm) into a ro-
tating 2 mm thick CaF, plate placed at the sample location.
The white-light spectrum was recorded using the Kerr set-up
(Fig. 3a). The apparent time dependence of this continuum
pulse obtained with the Kerr shutter is depicted in Fig. 3b. The
contour plot shows the emission intensity versus wavelength
and pump-gate delay. The banana shape of this emission is
due to the group velocity dispersion of the Kerr shutter. To
quantify this dispersion, the wavelength dependence of the
maxima of the emission along the time axis was determined.
Between 500 nm and 800 nm, the peak shift caused by the set-
up amounted to only 0.2 ps. Three components in the Kerr
shutter cause this delay: the CaF, plate (2 mm), the wire-grid
polariser (0.7 mm of Corning 1737F industrial grade sub-
strate) and the Kerr medium (1 mm of fused silica). In the
calculation of this delay, it was assumed that the continuum
was generated in the centre of the CaF, plate, i.e. the effect-
ive length is 1 mm, and that the whole length of Kerr medium
contributed to the delay. This calculation yielded a value of
209 fs, in good agreement with the experimental result. The
time-resolved fluorescence spectra presented in the following
are corrected for this time zero dispersion. The correction pro-
cedure relies on the white-light data presented above and adds
the contribution of the solvent. This contribution is calculated
from dispersion data (the values for the solvent toluene used
here were taken from [14]).

The white-light experiment not only yielded the arrival
times of different wavelengths, but also a lower limit for the
instrumental response function of the set-up. This time reso-
lution was ~ 80 fs (FWHM).

33 Femtosecond fluorescence spectra

Before we turn to the acquisition of time-resolved
fluorescence spectra, the procedures used to correct for the
spectral sensitivity of the set-up will be described. There are
two contributions to this sensitivity: the “cw sensitivity” and
the wavelength dependence of the gate efficiency g()1). The
“cw sensitivity” stems from the reflectivity and the transmis-
sion of the optical components and the quantum efficiency
of the CCD detector. This sensitivity is easily determined
and corrected for using a black-body radiator as a reference.
The gate efficiency g(A) is expected to decrease with increas-
ing wavelength, since for a given Kerr anisotropy the phase
shift becomes smaller with increasing wavelength. This de-
pendence was obtained experimentally by the following pro-
cedure: The cw fluorescence spectrum S, (A) was recorded
and compared with the temporal integral of the time-resolved
spectra S(A, 1), i.e.

1 fo° S, ndt
Tec Sew (1)

Here, . is the opening time of the shutter (taken as the
FWHM of the instrumental response function). Assuming
that the dispersion of the non-linear refractive index respon-
sible for the Kerr effect can be neglected, the gate efficiency
g(%) should be proportional to ,\% [6], i.e. multiplication of
the time-integrated spectrum with A? should recover the cw
spectrum. This is indeed the case as the spectra depicted
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FIGURE 4 Steady-state spectra of fB-carotene in toluene. The sample
concentrations were 1.5 x 107 M and 7.5 x 10~* M for the absorption and
the emission spectra, respectively. The spectrum is corrected for the spectral
sensitivity of the set-up. The cut-off of the spectrum beyond 510 nm is due
to a long-pass filter. The emission spectra were recorded with the Kerr set-
up either with parallel polarisers (cw spectrum, solid line) or by numerically
integrating the time-resolved fluorescence signal. These spectra are depicted
with (dashed line) and without (dotted line) A2 correction (see text)

in Fig. 4 demonstrate. Therefore, in the following, all time-
resolved spectra are presented with a A% correction factor.

The dynamics of two fluorophores were studied to demon-
strate the performance of this Kerr shutter under real ex-
perimental conditions. The first one, p-carotene, has a very
large optical transition moment (the extinction coefficient in
cyclohexane is &£ = 134300M~'cm~! [15]) and was there-
fore expected to exhibit a strong transient fluorescence signal.
The time-resolved emission of this compound has already
been subject to numerous studies [15—17] and therefore al-
lows the checking of the consistency of the results. The other
one, 4-nitro-4'-dimethylaminoazobenzene is a weaker emit-
ter (with an extinction coefficient of e = 17000 M~ !cm~! in
benzene). To our knowledge, its time-resolved emission has
never been reported. Because of its photo-inducible trans-cis-
isomerisation, many time-resolved experiments on the par-
ent part of the molecule, the azobenzene, have been reported
(e.g.[18,19]).

B-carotene in toluene was excited with a NOPA (1 wJ),
centred at 475 nm, close to the maximum of its absorption
spectrum (see Fig.4). Time-resolved fluorescence spectra
(Fig. 5) were recorded with a gate pulse energy of 10 wJ, and
the exposure time for each delay time was set to 3 s. With
this setting, the acquisition of the complete fluorescence dy-
namics depicted in Fig. 5 could be recorded in only 3 min,
with a good signal-to-noise ratio. The time-resolved spectra
peak at 545 nm. Apart from a modest broadening, the shape
of the fluorescence emission does not change during the de-
cay. This behaviour is in excellent agreement with the results
of Macpherson and Gillbro [15], who report a maximum of
542 nm and a shape invariance. The time dependence of the
fluorescence emission close to the maximum at 545 nm is
compared with a model function in Fig. 5b. The trial func-
tion is the sum of two decaying exponentials convoluted with
a Gaussian to model the instrumental response function, and
describes the data very well. The best fit parameters were
135 fs for the response function (FWHM) and 103 fs for the
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FIGURE 5 Time-resolved fluorescence spectra of B-carotene in toluene.
The data are corrected for the dispersion of time zero, the spectral sensitivity
and the gate efficiency. a Time-resolved spectra. b Time trace at the max-
imum of the fluorescence spectrum. The line describes the result of the fit as
described in the text

decay time with the dominant amplitude. The second time
constant was determined to be 415 fs and carried an ampli-
tude of only 3% as compared to the 103 fs component. The
value of 103 fs is close to the time constant of 144 fs de-
termined by up-conversion measurements [15]. The slightly
shorter time constant reported here can at least partially be
ascribed to the bi-exponential fit function employed here as
compared to the single exponential trial function of ref. [15].
The time resolution of 135 fs derived from the fit of the fluo-
rescence decay does not reach the value of ~ 80 fs obtained
by the white-light measurements. Presumably this is because
the white-light emission originates from a smaller volume
than the fluorescence emission and the optical path length dif-
ferences are, therefore, somewhat larger for the fluorescence
experiments. With this response time, an absolute value of
the gate efficiency g as defined by (1) can be determined. At
the spectral maximum of the p-carotene emission, this effi-
ciency is 3—4%, which is comparable to the values reported by
Takeda et al. [6].

The acquisition of femtosecond fluorescence spectra of
the azobenzene derivative is more challenging since its os-
cillator strength is an order of magnitude smaller than that
of B-carotene and its fluorescence decay is bi-phasic, with
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FIGURE 6 Time-resolved fluorescence spectra of 4-nitro-4'-dimethy-
laminoazobenzene in toluene. The data are corrected for the dispersion of
time zero, the spectral sensitivity and the gate efficiency. a Time-resolved
spectra. b Time trace at the maximum of the fluorescence spectrum. The line
describes the result of the fit as described in the text

one component carrying only a small amplitude (see be-
low). This behaviour is already visible in a single acqui-
sition scan (recording time ~ 5 min, data not shown). In
order to demonstrate the long-term stability of the set-up
and to increase the signal-to-noise ratio, 50 scans were ac-
cumulated (Fig. 6). By inspections of the single scan data
it was assured that no long-term drifts deteriorated the sig-
nal. The time-resolved emission spectra obtained in this
fashion show pronounced spectral dynamics during their
decay (Fig. 6). Immediately after excitation, a structured
spectrum with a peak at 550 nm and a shoulder at 580 nm
is observed. This spectrum decays rapidly to a broad un-
structured emission (Fig. 6b). A bi-exponential fit with
the instrumental response function set to 135 fs produces
time constants of 80fs and 620fs. The amplitude of the
620 fs component amounts to 4.5% with respect to the
80 fs component. A rapidly decaying strong component and
a longer lived contribution carrying a weak amplitude has
already been observed for the parent compound azoben-
zene [20]. These up-conversion measurements yielded time
constants of 200—300 fs and 1-2 ps for the two contributions,
i.e. in the azobenzene derivative studied here, the photo-
isomerization seems to be accelerated as compared to the
parent compound.
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4 Conclusion

It has been demonstrated that the performance of
a Kerr shutter for femtosecond fluorescence is strongly im-
proved by using gate pulses centred at 1100 nm. Apart from
a very weak emission around 550 nm, the gate pulses generate
virtually no emission background in the spectral range from
350 nm to 1000 nm. This allows simultaneous acquisition of
time-resolved emissions in this broad range. In addition, since
in a Kerr shutter the gated fluorescence light is not shifted in
frequency, a direct comparison between the stationary fluores-
cence spectrum and the time-resolved spectra is possible.
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The ultrafast photoisomerization of a pugbull substituted azobenzene (4-nitre(dimethylamino)azobenzene,

NA) is studied by means of femtosecond fluorescence and absorption spectroscopy. The fluorescence dynamics
is biphasic. The initial fluorescence with a narrow and intense spectrum decayB0ih fs. This decay is
accompanied by the rise of broad red-shifted and much weaker emission. The same time constants recur in
the transient absorption spectra which hold additional information on the ground-state dynamics. The ground
state recovers in 0.8 ps, demonstrating that only the longer time constant is associated with an internal
conversion process. Small spectral changes occurring thereafiegpg) point to vibrational cooling in the

ground state. The results are analyzed in comparison with the behavior of the parent compound azobenzene.
Though the pushpull substitution of azobenzene strongly alters the character of its excited states, the
photodynamics are surprisingly robust with respect to that substitution.

1. Introduction SCHEME 1

transAzobenzenes can be interconverted to their cis isomers HQ i
and vice versa by photoexcitation. Because of the prototypical N~ch, N~cH,
character of this isomerization, azobenzene and its derivatives Q
have become one of the “hydrogen atoms” of femtochemistry. N=N _N—N
Femtosecond absorption and more recently fluorescence studies
have established the time scale of this photoreaction to be of | o QI)/
the order of 100 fs to 1 ps (see, e.g., refs4). One central : z
issue of these studies has been the mechanism of the isomer- . . . .
ization (inversion versus rotation). A distinction between the fluorescenpe experiment exclusively monitors the transition from
two mechanisms based on spectroscopic results alone is difficultthe potential surface of the lowest excited state*jrio that of
if not impossible. Thus, such studies have to be supplementedth® ground state ¢S For azobenzene the energy gap of this
by quantum chemical calculations. Results of different calcula- transition depends strongly on the nuclear coordinates and
tions point to either mechanism, and the subject is therefore Should strongly decrease when moving along the reaction
still under debate (a very recent status report can be found incoordinate out of the FranekCondon range. Therefore, the
the introduction of ref 5). We recently focused dinetic motion pf the photoisomerizing azobenzene has alarge impact
differences in the photodynamics of the transcis versus the on the time resolved fluorescence spectra. Since the absorption
cis — trans direction by means of femtosecond transient CT0SS sections between the &d the m* surface are weak,
absorption spectroscopy and continuous wave (Cw) fluorescencdhe transient absorptlon S|gn_al is dominated by transition from
spectroscop§. For the trans— cis reaction the transient the rn*_state to higher excited states. Strong excited-state
absorption spectrum attributed to the excited state predominantly2Psorption may happen all over thernsurface. Roughly
decays with time constants of 0.34 and 3.0 ps which carry nearly SPéaking, the time dependence of the fluorescence emission
equal amplitudes. The opposite direction is faster (0.1 ps) and monitors the motion of the excited m_olecyle out of the F_ranck_
nearly single exponential. To determine the origin of the biphasic ondon region, whereas the absorption signal reports this motion
behavior of the trans form, a quantitative comparison of the @nd the decay of the excited state. Apparently, tians
cw-fluorescence of the trans form and the cis form was @zobenzene the motion out of the Fran@dondon range and
performed. This comparison led to the conclusion that only the the internal conversion to the ground state occur on different
0.34 ps component contributes significantly to the fluorescence time scales; in the cis form such a partitioning of time scales
emission. A time resolved fluorescence study indeed showeddoes not exist.

that the longer componenthough not completely absenhas In an attempt to investigate whether the biphasic behavior of
a much weaker amplitude in the time resolved fluorescence the trans— cis direction is rather general for azobenzenes or a
experiment as compared to the absorption measurehigme. peculiarity of the azobenzene parent molecule, we investigated

different signatures of the photodynamics of the trans form in @ Push-pull substituted azobenzene. Here results of a joint

the two spectroscopic techniques were attributed to the different fémtosecond absorption and fluorescence study on 4-riiro-4

radiative transitions predominantly detected by tifete  (dimethylamino)azobenzene (NA, see structure in Scheme 1)
are presented. Azobenzene substituted only by a dimethylamino

* Corresponding author. Fax-49-89/2180-9202. E-mail: Peter.Gich@ ~9roup has already been studied by femtosecond absorption
physik.uni-muenchen.de. spectroscopyand has been shown to undergo internal conver-

10.1021/jp0495747 CCC: $27.50 © 2004 American Chemical Society
Published on Web 04/24/2004
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T T T T T T polarizers. The Kerr gate is operated by a femtosecond NIR
laser pulse obtained from a two-stage optical parametric
amplifier again pumped by a portion (220) of the amplifier

output. Employing the NIR pulses at 1100 nm instead of the

3.0

w
[=)

25

N
(2]

20 20 g amplifier output has the advantage of opening the spectral region
> from 700 to 950 nm for fluorescence measurements and

1.5 1572 improving the temporal resolution. After passing the Kerr gate

ok 1.0 E the fluorescence light is dispersed bfy=a 300 nm spectrometer

(Acton Research, Spectra Pro 300i) equipped with a 150 lines/
05 mm grating blazed at 800 nm and detected with a liquid nitrogen

cooled CCD camera (Princeton Instruments, Spec-10:400B). The
recorded spectra were corrected for spectral sensitivity using a

0.5

Extinction coefficient [104 1/ (mol cm)]

ooL L 1 1 0.0

300 400 500 600 700 800 900 blackbody radiator as a reference. The duration of the instru-
Wavelength [nm] mental response function of the setup is 360 fs (fwhm).
Figure 1. Steady-state absorption and emission spectraanis4- The spectral dependence of time zero induced by the group

nitro-4-(dimethylamino)azobenzene (NA) dissolved in toluene. The velocity dispersion of the optical components was derived by
absorption spectrum dfans-azobenzene (dotted line) is included for recording the spectrotemporal behavior of a white light con-
comparison. tinuum generated at the sample location. When correcting for
this dependence, the contribution of the solvent was added using
suffice to decide upon a biphasic behavior. The substitution tabulated values of the linear dispersion of the solyent. For. the
pattern chosen here is expected to alter the electronic charactef@t@ presented here at every setting of the delay line the signal
and thereby the photodynamics more drastically than the aboveWaS accumulated fcb s or5000 laser shots; then signal traces
monosubstitution. The change of the electronic states becomef 20 scans of the delay line were averaged. To record steady-
evident when comparing the absorption spectrum of NA with state fluorescence spectra this same setup was used where the
that of azobenzene (see Figure 1). Azobenzene has one weal@ate pulses were bloqked and the analyzer of the Kerr shutter
electronic resonance in the visible at 440 nm which is attributed turned to a parallel alignment.

to an nr* excitation and strongerr* transition in the UV The absorption experiments were performed using a setup
around 310 nm (the spectroscopy of azobenzenes has beetased on a home-built Fisapphire laser chirped pulse amplifier
reviewed in ref 8). In NA these transitions nearly coincide and (CPA) system operated at 800 riifhA single-stage NOPA
overlap with a charge transfer (CT) transition absent in pumped by the Ti:Sa amplifier (1 kHz) provided excitation
azobenzen&Even in a solvent with a polarity as moderate as pulses at 490 nm. These pulses were compressed to a duration

sion within ~1 ps. The time resolution of this study did not

benzene this CT transition dominates the visible spectiihe of 40 fs by a prism compressor and focused onto the sample
strong CT character of the visible transition of NA was also cell (optical path length 1 mm). At the sample location the
inferred from its resonance Raman spectfinA detailed excitation light had a diameter of 50m and an energy of 0.5

analysis of this spectrum yielded the initial structural distortion «J. For the probing of the induced absorption changes, a white
of NA upon photoexcitation which is in line with a transition light continuum was generated by focusing a small portion of
from a neutral to a zwitterionic form as shown in Scheme 1. the amplifier output ortt a 2 mmsapphire plate monitoring the
The change of the electronic character also alters the ground-absorption changes. The white light was split into a probe and
state kinetic properties. While the thermal isomerization of a reference beam which both crossed the excitation beam at
azobenzene occurs within hours, nitroaminoazobenzenes refornthe sample location. The reference pulses arrived at the sample
their trans isomer on the time scale of minutes or even prior to the excitation pulse; the arrival of the probe pulses was
milliseconds depending on the solvent polatity. adjusted by a delay stage. Probe and reference pulses were
In this paper we will (i) demonstrate the importance of a detected by a multichannel setup allowing the simultaneous
simultaneous application of femtosecond absorption and fluo- acquisition of the transient absorption in a spectral range from
rescence techniques for the separation of excited- and ground-470 to 730 nm with a resolution of 6 nm. The time resolution
state dynamics in photoactive systems, (ii) present the influenceof the setup was determined by analyzing the coherent artifact
of a strong pushpull substitution on the photoisomerization of the neat solvent4 to be 100 fs. This artifact, which is
dynamics of azobenzene, and (i) show that the biphasic naturesomewhat smaller than the actual signal, was properly scaled
of the reaction dynamics ¢fans-azobenzene is maintained also  (considering the absorption of the solute) and subtracted from

in push—pull substituted azobenzenes. the raw signal to to obtain the pure response of the solute. For
) _ the data presented here at every delay setting the signals of 100
2. Experimental Section laser shots were accumulated and the results of three scans were

The setup for femtosecond fluorescence experiments has beefveraged. For special absorption experiments with higher time
described before in detail in ref 12. In brief: The experimentis resolution the white light probe setup was replaced by a single-
based on recording the fluorescence emission by a Kerr gateStage NOPA identical to the one used in the pump branch. That
driven by femtosecond NIR pulses. Excitation pulses were NOPA was tuned to 650 nm, and its output was compressed to
generated from the output-@00 uJ) of a femtosecond laser/ 28 fs (fwhm). For the NOPA/NOPA pump probe experiments
amplifier system (Clark CPA 2001 running at 775 nm with a 100 laser shots were accumulated and five scans were averaged.
repetition rate of 1 kHz) via a tWO_Stage noncollinear optica| The temporal resolution of this eXperiment was better than 40
parametric amplifier (NOPA) tuned to 480 nm. Compressed fS.

NOPA pulses with an energy &1 «J were focused onto the 4-Nitro-4'-(dimethylamino)azobenzene was synthesized ac-
sample cell. The emission generated by this excitation was cording to ref 15, purified by recrystallization, and characterized
collected with reflective optics and imaged onto the Kerr by NMR. Concentrations of NA in the toluene solutions were
medium (a fused silica plate) placed between two wire grid chosen to reach an optical density (OD) in the 1 mm sample
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Figure 2. Absorption spectra of NA in toluene recorded after steady-
state illumination at time intervals of 10 s indicating the reformation
of the trans isomer.

cell of ~2 OD and~1 OD for the fluorescence and the
absorption experiments, respectively. Sample solutions were
circulated rapidly through the sample cell to ensure a replace-
ment of the sample after each laser shot. Large volumes of the
sample solutions of~10—100 mL were chosen to avoid
accumulation of the cis photoproduct. (The cis isomer thermally
reforms the trans isomer in70 s; therefore, the photostationary
concentration of the cis isomer is negligible here.)

Intensity [a.u.]

3. Results

3.1. Steady-State SpectroscopyVhen the visible absorption
band of NA in toluene peaking at 464 nm is excited with a
NOPA pulse centered at 480 nm, a very weak fluorescence
emission is recorded (Figure 1). The emission spectrum features
a rather sharp rise to a maximum at 590 nm and a long tail
extending to the NIR. lllumination of NA in toluene leads to a
reduction of the absorption in the visible due to the cis formation
(note that for azobenzene itself an increase of the visible
absorption is observed). This reduction relaxes with a time
constant of 70 s, the time constant of the etstrans reaction

Intensity [a.u.]

(Figure 2).

3.2. Femtosecond Fluorescence Spectroscopy overview
of the fluorescence spectra recorded as a function of time is 500 600 700 800 900
given in Figure 3a. As expected for a chromophore with a small Wavelength [nm]

fluorescence quantum yield, the fluorescence of NA decays very Figure 3. Time resolved fluorescence spectra of NA in toluene. (a)
fast, within less than a few hundred femtoseconds (Figure 3). Overview. (b) Time traces at different wavelengths. (c) Time-dependent

A closer inspection of this decay at two wavelengths (Figure specira at the delay times given in the figure. The steady-state
3b) shows the emission dynamics depends on the detectionfluorescence spectrum is plotted as a dashed line.

wavelength. At the blue edge of the emission spectrum (530

nm) the time trace is nearly symmetric, indicating that the concerning inner filter effects is in place. The fluorescence light
fluorescence decay time is on the order of or below the which is generated close to the front window of the sample
instrumental response time which is equal to 150 fs (fwhm). In cell has to pass that cell before it is detected. Thereby, it could
the red wing of the emission (800 nm) a significantly slower be attenuated by either the static absorption of the sample (static
decay with a characteristic time of1 ps is observed. This inner filter) or its transient absorption (dynamic inner filter).
wavelength dependence of the fluorescence lifetime is equivalentThe shape of the fluorescence spectrum does not change upon
to a change of the emission spectra with time (Figure 3c). dilution; therefore, the static inner filter effect is not of
Immediately after photoexcitation the emission spectrum featuresimportance here. As will be shown in the next section, the
the sharp peak also present in the steady-state spectrum (brokefluorescence emission overlaps spectrally with a transient
curve). However, the tail in the NIR is by far less pronounced. absorption band which might distort the fluorescence signal
As the spectrum with the sharp peak decreases in amplitude, adynamic inner filter). However, by normalizing the fluorescence
very broad spectrum centered around 700 nm emerges whichexperiments to the excitation conditions of the absorption
then decays in-1 ps, thereby retaining its shape. This biphasic experiments, it can be shown that this effect does not surmount
decay of the fluorescence emission is the origin of the peculiar 10%. Therefore, considerations of dynamic inner filter effects
shape of the cw spectrum of NA (see Figure 3c). The peak stemswill be disregarded in the discussion of the fluorescence decay.
from a strongly emitting but very short lived species, and the  To extract dynamic parameters on the fluorescence decay,
tail is caused by the weak but longer lived emission centered atthe data were fitted globally using a multiexponential trial
700 nm. Prior to a numerical analysis of these results, a note function convoluted with a Gaussian. The Gaussian represents
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Figure 4. Decay associated spectra obtained by global analysis of the
time resolved fluorescene data presented in Figure 3. The insert gives

the time dependence of the “numerical” delay zero. 10 ! ! !
the experimental response function; its width was determined E 0.8

in an independent experiment @rtcarotene to be 150 fs (fwhm). ) ’

The decay traces at all wavelengthb50 nm are nicely 8 06

reproduced by a biexponential trial function using two time ]

constants. At the blue edge of the emission spectium 550 § 0.4

nm) the global fit was only successful if the delay zero was 8

treated as a free-fitting parameter (insert in Figure 4). Thistime 8 0.2

zero shift is attributed to a molecular process occurring on a €

time scale of~50 fs which is not accounted for in further 0.0

discussion since its dynamics are faster than the instrumental : : :
response function of the emission experiment. The global fit 020 -0.10 0.00 0.10 0.20
yielded time constants of 80 fs and 0.8 ps. Most of the emission Delay Time [ps]

intensity decays with the 80 fs component, its amplitude being gigyre 5. Transient absorption measurements on NA in toluene. (a)
~10 times higher than that of the 0.8 ps component. The Overview. (b) Rise behavior of the transient absorption of NA at 645
spectrum associated with the 80 fs time peaks at 570 nm andnm (solid line) in comparison with the experimental rise determined
features the sharp maximum around time zero in the time from the measured cross correlation function (dashed line).

resolved spectra. Beyond 700 nm the spectrum of the 80 fs

015 T T T T
component is negative, indicating a delayed rise of the long-
wavelength emission. The signal that emerges during that rise 0.10
is strongly red shifted as compared to the 80 fs spectrum and 5
extends to 900 nm. The decay of this spectral signature with a o 005
time constant of 0.8 ps terminates the emission of NA in toluene. § -0.00
3.3. Femtosecond Absorption Spectroscopyhe results of % ' X
the femtosecond absorption experiments on NA covering a broad E 005
spectral region from 470 to 730 nm are depicted in Figure 5a.
The time resolution in these experiments (fwhm of the cross- -0.10
correlation function) was equal to 100 fs. Immediately after 0.5 . , 0.10 ps |

photoexcitation at 490 nm the bleach of the ground-state
absorption results in a negative difference absorption (bleach
of the NA absorption) for wavelengths smaller than 530 nm.
Toward longer wavelength a positive difference absorption
spectrum is detected with a maximum at 650 nm and a shoulder

at 580 nm. This transient absorption signal decays on the j ¢ time constant of 70 fs exists (obtained by fitting the time

picosecond time scale, leaving a tiny offset at long delay times. yace in Figure 5b) and determines the buildup of the absorption
In a second set of experiments the rise of the transient absorptionys g45 nm.

is investigated at 645 nm (solid curve in Figure Sb). In these  Thjs delayed rise is more difficult to identify in the transient
experiments the time resolution (fwhm of the cross correlation absorption spectra due to the limited time resolution of this
function) was equal to 37 fs. The rise of the transient absorption experiment. A global fit procedure exerted on the transient
of NA is fast but slower than the experimental limit, which is Spectra’ however’ recovers a time constant of the same order
represented by the convolution of the correlation function with (100 fs versus the 70 fs determined above). The resulting decay
an instantaneous rise (broken curve). A control experiment on associated spectra are depicted in Figure 6; the respective time
the stimulated emission of the laser dye rhodamine 6G constants are 100 fs, 0.8 ps, 4 ps, and infinity. The shortest
reproduces qualitatively the broken curve (data not shown). time constant of~100 fs is related to a negative difference
Apparently the signal rise in NA is delayed relative to the spectrum representing the delayed rise of the long-wavelength
instantaneous response; i.e., a molecular relaxation process witlabsorption. The dominant part of the positive signal (increased

500 550 600 650 700
Wavelength [nm]

Figure 6. Decay associated spectra derived from the toluene absorption
data. The corresponding time constants are given in the figure.
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absorption) decays withir0.8 ps. This decay is accompanied assign this decay to a large amplitude motion on the excited-
by a partial recovery of the ground-state absorption spectrum. state surface along the isomerization coordinate. This motion
The remaining part of the signal decays in some picosecondshrings the excited molecule closer to a conical intersection with
(4 ps) and changes sign around 520 nm. A very small offset the ground state. This 100 fs process is not associated with the
(absorption changes at late times) follows the steady state cis decay of the excited state: The disappearance of the intense

trans difference spectrum.

4, Discussion

The most prominent experimental observations are the
following: (i) Fluorescence emission has a strong contribution
decaying witht = 100 fs. (i) This fluorescence emission is
strongly red shifted and shows a narrow peak at 575 nm. (iii)
A weaker emission at still longer wavelengths (broad peak at
700 nm) decays withr = 0.8 ps. (iv) The transient absorption
changes display the same time constants. (v) The longer time
constant is related to the decay of strong absorption changes
(vi) The short time constant is mainly connected with the rise
of absorption changes.

We now want to present a molecular model which is able to

emission around 575 nm goes along with the rise of a weak
and broad emission spectrum at 700 nm which demonstrates
that NA is still in its excited state after the 100 fs process. A

partial decay to the electronic ground state with 100 fs is

excluded by the absorption experiments. The time traces in the
spectral region of the ground-state absorption lack the 100 fs
contribution (see Figure 6); i.e., the ground state is not partially

recovered with 100 fs. The strong decrease of the emission
intensity within 100 fs is thus not a consequence of the depletion
of the excited state but is due to the change (decrease) of the
emission probability. The ground-state absorption only recovers
with a time constant of 0.8 ps as can be seen from the transient
absorption traces in Figure 5. The broad emission spectrum
associated with the 0.8 ps might be an indication that the

localized vibrational wave packet generated by the photoexci-

describe the experimental observations. The existence ofi54ion gets spread over the potential energy surface and does

fluorescence emission decaying with the two time constants of

100 fs and 0.8 ps indicates that these processes must be

connected to reactions in the excited electronic state or to
internal conversion to the ground state. A very striking feature
which has to be explained first is the strong red shifted
fluorescence spectrum of NA observed immediately after
photoexcitation (Figure 3) peaking at 575 nm. The peak
wavelength corresponds to a Stokes shift, of 4200 cnt™.
This Stokes shift between absorption and fluorescence should
be related to the reorganization energyssociated with the
optical transition. If the excited-state lifetime is longer than the
vibrational and solvent relaxation times, the shifts should

be equal to 2. A resonance Raman study on NA in benZene
yielded a total reorganization energy of 2429¢énThis energy
was partitioned into a high-frequency intramolecular contribution
Ay of 1004 cnt! and a solvent portiois of 1425 cntl. The
solvent reorganization energy was subdivided into a fast
inertial part4; of 630 cnT! and slow diffusive parf, of 795
cm1. The Stokes shiffAvs observed here corresponds to an
effective reorganization energy of 2100 chwhich indicates
that the relaxation of the high-frequency contributigrand of

a major part of the solvent contributidig has occurred within

not immediately find the conical intersection to the ground state.

From the transient absorption data we learn that optical
excitation initially populates a state, which shows very small
absorption changes. It is only with the decay of this state (within
80—100 fs) that the strong transient absorption of the excited
state (see Figure 5) is built up. Apparently the molecular
configuration of NA is changed with the 100 fs process in a
way to yield the broad increased absorption between 550 and
750 nm. The molecule has moved along the reaction coordinate
away from the FranckCondon region.

The strong excited-state absorption decays with the 0.8 ps
time constant. Very little absorption change is left afterward.
Thus the absorption of the ground-state NA molecules is
essentially reformed. This observation together with the transient
fluorescence emission signal clearly proves that the 0.8 ps
process is connected to the decay of the excited state and the
formation of a ground-state molecule (in the cis or the initial
trans form). The subsequent 4 ps dynamic process has a spectral
signature-absorption decrease on the long-wavelength side of
the NA absorption and an increase toward the absorption-peak
indicative for vibrational cooling. This behavior is well expected

the instrumental response time of the femtosecond experiment’Since most of the excitation energy is still stored in the vibrations

i.e., within~100 fs. A residual dynamic signature of the buildup

of the NA molecule. The time scale for this cooling process is

of the Stokes shift is the time dependence of delay zero depictedtypical for molecules of that sizeand is comparable with values

in Figure 4, insert, which is equivalent to a red shift of the early
emission spectrum with time. This red shift presumably stems
from the slower contributions to the solvent reorganization
energy. An analysis of this dynamic Stokes shift is not possible
since its initial parts are extremely fast and since the slower
parts are truncated by the decay of the emission after 100 fs.

obtained for azobenzene (see beldWjhe weak absorbance
change remaining at later delay times shows the signature for
the formation ofcis-NA and can be assigned to the isomerized
molecules.

The absorption dynamics of NA are surprisingly similar to
those of the parent molecule azobenzene. Differences originate

These observations are in line with the resonance Raman resultsmainly from the changed character of the initially excited

The distortions of NA upon photoexcitation derived from this
Raman study can be completely assigned to the transition from
the neutral form of NA to the zwitterionic structure (see Scheme
1); no signature of a distortion due to the trans cis
isomerization was detected.

The onset of this isomerization may be connected to-th@0

state: an n* character for azobenzene and a CT character for
NA. Transient absorption measurementst@ns-azobenzene

in ethanol yielded biphasic time traces for the excited-state
dynamics with time constants of 0.32 and 2@shis compares
with the values of 0.1 and 0.8 ps reported here; i.e., a moderate
acceleration is observed in NA. The femtosecond fluorescence

fs decay of the intense fluorescence signal centered around 57%ignatures are again very similar. Ttrans-azobenzene fluo-

nm. This decay is most likely not associated with a transition
between different excited states. As shown by analysis of the
absorption spectrum of NAthe primarily excited state (the
CT state) is lowest in energy; thus a transition between this
state and for instance therhstate cannot occur. We, therefore,

rescence decay (in hexane) can be described biexponeftially.
A fast 200 fs component carries most of the amplitude and is
most dominant in the blue part of the fluorescence spectrum.
When moving to the red a longer lived contribution gains some
amplitude. This-apart from the numerical values of the time
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constants-exactly mirrors the temporal behavior found in NA. an inversion or rotation mechanism is not possible yet. However,
Thus the interpretation put forward for the behavior of fluo- the detailed time resolved fluorescence data should be much
rescence of azobenzene also seems to apply to NA. Aftermore accessible to a comparison with quantum chemical
photoexcitation a steep slope of the excited-state surface drivescalculations than absorption data, since only the ground-state
the vibrational wave packet out of the FrargRondon vicinity. surface andne excited-state surface have to be determined.
This movement occurring in~100 fs in NA reduces the

fluorescence emission probability drastically. After that rapid References and Notes
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Abstract

The impact of varying excitation densities (~0.3 to ~40 photons per molecule) on the ultrafast fluorescence dynamics of
bacteriorhodopsin has been studied in a wide spectral range (630-900 nm). For low excitation densities, the fluorescence dynamics can
be approximated biexponentially with time constants of <0.15 and ~0.45 ps. The spectrum associated with the fastest time constant peaks at
650 nm, while the 0.45 ps component is most prominent at 750 nm. Superimposed on these kinetics is a shift of the fluorescence maximum
with time (dynamic Stokes shift). Higher excitation densities alter the time constants and their amplitudes. These changes are assigned to

multi-photon absorptions.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Photosynthetic activity in halobacteria is based on the
membrane protein bacteriorhodopsin (BR), which acts as a
light-driven proton pump [1]. BR consists of 248 amino
acids and contains only one chromophore, a retinal
molecule, which is linked via a protonated Schiff base to
the lysine 216 of the sequence of the protein. In the
functionally active light-adapted form of BR, the retinal
molecule adopts the all-trans configuration. Its function is
initiated by the all-trans—13-cis photoisomerisation of the
retinal molecule after photoexcitation. This primary step in
the photocycle proceeds on the picosecond time scale and is
very efficient (quantum yield ~0.6 [2-5]).

The dynamics of this primary step have been the topic of
many time-resolved transient absorption measurements
[2,6—12]. Early studies [2,6,7] have revealed a sub-pico-
second decay of the first excited state S; after optical

* Corresponding author. Tel.: +49 89 2180 9243; fax: +49 89 2180
9202.
E-mail address: Peter.Gilch@physik.uni-muenchen.de (P. Gilch).
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excitation. Later transient absorption experiments have
shown the ultrafast dynamics of BR in more detail.
Immediately after excitation, a broad transient hole appears
in the absorption spectrum whose amplitude remains
constant for about 0.2 ps [9]. For the initial excited state
dynamics, a biphasic behaviour with time constants of
<0.15 and ~0.45 ps is observed [8,11]. Studies with high
time resolution also find an oscillatory behaviour of the
transient absorption signal due to wavepacket motion on the
excited state and the ground state surface [12-14].
Subsequent to the decay of the S; state within ~0.45 ps, a
red-shifted absorption band is observed, which can be
associated with the buildup of the J intermediate [8,10,11].
This absorption decays within 3-5 ps, indicating the
transition of the J intermediate to the K ground state [2,5].

Transient absorption experiments probe processes in the
ground state and the excited states. Ground state bleaching,
stimulated emission, excited-state absorption, wavepacket
motions and absorbance changes due to the formation of
photoproducts overlap in the spectra and have to be
deconvoluted to distinguish ground state dynamics from
excited-state dynamics. This makes it difficult to assign
processes to excited states unambiguously. Here, time-
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resolved fluorescence spectroscopy is superior since only
electronically excited states show fluorescence emission.

So far, only a few time-resolved fluorescence measure-
ments of the primary step of the photocycle of BR in the
femtosecond regime have been reported [15,16]. Du and
Fleming [15], using the up-conversion method, excited their
sample at 608 nm with 3 nJ pulse energy at a repetition rate
of 100 kHz. The pump-gate cross-correlation function of
these experiments had a FWHM of 0.06-0.07 ps. They
reported time constants of 0.09-0.24, 0.6-0.9 and 9.0-13.0
ps. The amplitude of the third time constant has been
specified with up to 25%. Haacke et al. [16], also using the
up-conversion method, excited their sample at 585 nm with
a repetition rate of 80 MHz. A time resolution of 0.25 ps
was achieved in these experiments. The data have been
treated biexponentially with a short time constant in the sub-
picosecond range and a longer time constant of 10 ps. The
short time constant varies with the detection wavelength and
values increasing from 0.15 to 0.4 ps when moving towards
longer wavelengths have been determined. The second time
constant of 10 ps carrying only a small amplitude of 4% was
found to be wavelength independent. Both experiments
draw a similar picture of the fluorescence dynamics of BR;
nevertheless, distinct deviations concerning especially the
sub-picosecond behaviour and the amplitude of the long
time constant are present. These deviations may be due to
different excitation conditions and could be clarified by
examining the fluorescence dynamics of BR as a function of
excitation density.

In this paper, we present results of time-resolved
fluorescence measurements with a Kerr gate set-up. The
BR sample has been excited from the ground state to the
first excited state with different excitation densities ranging
from ~0.3 to ~40 photons per molecule. These experiments
give new insight in the fluorescence dynamics of BR.

2. Experimental

The femtosecond fluorescence experiments used a set-up
based on a Kerr gate described in detail in Ref. [17]. Here
only the most important features are described. Briefly, a
part of the output (~200 pJ) of a femtosecond laser/amplifier
system (Clark CPA 2001 operated at 775 nm with a
repetition rate of 1 kHz) pumped a two-stage noncollinear
optical parametric amplifier (NOPA) tuned to 565 nm.
Compressed NOPA pulses of ~0.05 ps were used as
excitation source and were focused onto the sample cell.
The excitation pulses were polarised under an angle of 45°
with respect to the polarisation plane of the detection. The
emission generated by this excitation was collected with
reflective optics and imaged onto the Kerr medium (a fused
silica plate) placed between two wire grid polarisers.

The excitation density as used in the following is defined
as the product of the absorption cross section of BR and the
photon density (number of photons per area). It thus

represents the number of photons a BR molecule actually
‘sees,” when excited with a laser pulse with a certain energy
(regardless of the duration of the laser pulse and the
concentration of BR molecules). The extinction coefficient
of BR of ~6x10% 1 mol™" ecm™' [2,8] translates into an
absorption cross section of ~2.3x107'® ¢cm?. The photon
density is calculated by dividing the number of photons per
pulse by the focal area of the excitation spot. The excitation
spot diameter was varied between 80 and 160 pm by
adjusting an aperture in the beam path and measured by a
homebuilt beam profile analyser at the sample location. The
energy of the excitation pulses was varied between ~100
and ~3600 nJ per pulse. The excitation densities determined
from these parameters range from ~0.3 (pulse energy ~100
nJ at an excitation spot size of 160 pm) to ~40 (pulse energy
~3600 nJ at an excitation spot size of 80 um) photons per
molecule.

An excitation density of 0.3 photons per molecule was
shown to be a good compromise between signal to noise
ratio and retaining a linear excitation regime. This was
verified by performing experiments with an excitation
density as low as 0.07 photons per molecule. No systematic
deviation between the 0.07 and the 0.3 run could be
detected. Trivially, the 0.3 run features a better signal-to-
noise ratio and it was thus used to extract the numerical
parameters for the linear regime.

Obviously, not only the excitation density but also the
light intensity has to be considered when discussing the
presence or absence of nonlinear signal contribution. The
light intensity of the 0.3 run was equal to ~10'"" W cm ™2,
which is of the same size or even lower than the intensities
commonly employed in transient absorption experiments on
BR [8,10,11,18-20].

The Kerr gate is operated by 0.045 ps NIR laser pulses at
1100 nm generated by a two-stage optical parametric
amplifier again pumped by a portion (250 pJ) of the CPA
output. The use of NIR pulses at 1100 nm from the OPA
instead of fundamental CPA pulses at ~800 nm has the
advantage that it opens the spectral region from 700 to 950
nm for fluorescence measurements and improves the
temporal resolution. After passing the Kerr gate, the
fluorescence light is dispersed by a /=300 mm spectrograph
(Acton Research, Spectra Pro 300i) equipped with a 150
lines/mm grating blazed at 800 nm and detected with a
liquid nitrogen cooled CCD camera (Princeton Instruments,
Spec-10:400B).

The spectra reported here are corrected for the spectral
sensitivity of the set-up and for the 1*-dependence of the
gate efficiency (for details, see Ref. [17]). A dielectric
mirror placed in front of the spectrometer to reject the light
of the gate pulses introduces modulations of the spectra.
Though this measurement artefact has been corrected to the
best of our knowledge; slight modulations remain never-
theless. These modulations are the origin of the step-like
shape of the data in Fig. 2. The duration of the instrumental
response function of the set-up is ~0.15 ps (FWHM). Its
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width was determined in an independent experiment using
spontaneous Raman scattering of water as a reference.

The spectral dependence of time zero induced by the
group velocity dispersion of the optical components was
derived by the following procedure. The BR sample was
replaced by pure water and a white light continuum was
generated at an increased pump pulse energy in the water-
filled sample cell. The continuum is generated via a
nonlinear off-resonant process, which is assumed to be
instantaneous on the time scale of our experiment. There-
fore, in the sample cell, all spectral components of the
continuum are generated at the same instant. Due to
dispersion the spectral components then collect wavelength
dependent delays on their way to the Kerr medium. These
delays were determined by measuring the peak position of
the continuum pulse along the time axis at a given
wavelength. The resulting time zero dependence is in good
agreement with predictions based on the dispersion data of
the materials involved. The recorded fluorescence data were
corrected using these peak positions. The uncertainty of this
time zero correction is estimated to be about +0.02 ps and
stems mainly from the uncertainty of the exact position of
the white light generation in the 1.0-mm-thick sample cell.

For the data presented here at every setting of the delay
line the signal was accumulated for 3-6 s or 3000-6000
laser shots, then signal traces of 12-24 scans of the delay
line were averaged.

Isolation of bacteriorhodopsin from cells was carried out
according to the standard procedure [21]. After lysis of the
cells in the presence of DNAse I (Sigma, Steinheim,
Germany), the resultant membrane fragments were washed
with water and then purified by centrifugation on a sucrose
gradient (25-45% w/w). Membrane fractions of buoyant
density 1.18 g/ml were collected, washed repeatedly with
water and then resuspended in the appropriate buffer
solution (pH=7.5) for spectroscopic measurements. The
samples were circulated through fused silica flow cells with
an optical path length of 1.0 mm.

The absorbance of the sample was 2.0 OD at 568 nm. In
the experiments on the intensity effects, this high optical
density in combination with the cell length of 1.0 mm can
lead to intensity-dependent penetration depths. These in turn
might deteriorate the temporal resolution in the high-intensity
experiments due to group velocity differences between
excitation and fluorescence light. Calculations based on
water dispersion data predict maximal apparent shifts in the
temporal behaviour of the fluorescence of 0.04 ps. In this
prediction, it was assumed that fluorescence light stemming
from the whole length of the sample cell contributes to the
signal. Yet, the optics used to collect the fluorescence light
have a depth of field of 0.5 mm at best. Therefore, these shifts
are not expected to be higher than 0.02 ps, being smaller than
all other temporal effects discussed here.

Attention was paid to adjust the circulation speed, such
that the sample was replaced after each laser shot. BR was
light-adapted by continuous illumination with the light of a

cold light source (KL 2500 LCD, Schott), which passed OG
550 and KG 5 filters, which suppress the UV and NIR part
of the spectrum, respectively.

3. Results
3.1. Low excitation density

In order to investigate BR under conditions similar to
native, we performed experiments where the excitation
density was kept at 0.3 photons per BR molecule. Under
these conditions, nonlinear signal contributions are highly
unlikely (see “Experimental” and the next section). BR
excited with femtosecond pulses at 565 nm emits a broad
and very short lived fluorescence (Fig. 1a). In the spectral
range (630 nm—900 nm) covered by the Kerr gate set-up,
this emission decays on the sub-picosecond to picosecond
time scale. A qualitative analysis shows a predominant fast-
decay component in the blue part of the spectra and a
somewhat slower (~0.5 ps) decay component in the red part
of the spectra. Additionally, there is also a picosecond decay
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Fig. 1. Time-resolved fluorescence spectra of bacteriorhodopsin excited at
low excitation density (~0.3 photons per molecule). (a) Overview. (b)
Contour plot of the behaviour around time zero. The line represents the
peak of the fluorescence at a given wavelength.
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component with a rather small amplitude that can be seen as
a small offset at later delay times.

In addition to these decay patterns, a spectral shift on the
time scale of a few 0.1 ps is observed. To illustrate this shift,
we first adopt the usual representation and plot the
fluorescence maxima at a given delay time versus that time
(Fig. 2). From this representation, it seems to be clearly
evident that the fluorescence emission red shifts with time.
Immediately after photoexcitation, the maximum of the
fluorescence is located at 650 nm. It then approaches the
steady state maximum of 750 nm in about 0.2 ps and
remains nearly constant thereafter. Assigning these features
to a dynamic Stokes shift seems to be close at hands.
However, the wavelength-dependent decay kinetics men-
tioned above could also mimic such a shift. An analysis of
this contribution is easier when using a different representa-
tion of the shift dynamics. In Fig. 1b, we mark the peak of
the fluorescence intensity along the time axis for a given
wavelength. Trivially, in that representation, a shift is also
present. The peak moves to longer delay times for increasing
wavelengths. This dependence could stem from the afore-
mentioned increasing decay times towards longer wave-
lengths. For a finite instrumental response time, an increased
decay time moves the peak of the fluorescence intensity to
later delay times. Simulations demonstrate that this effect is
indeed present but not sufficient to explain the experimen-
tally observed shift (see Fig. 3). Depicted is the emission as a
function of time (time traces in the following) recorded at
the blue (650 nm, crosses) and the red side (800 nm,
triangles) of the fluorescence spectrum. The peaks of these
time traces are ~0.08 ps apart. We tried to reproduce this
effect by fitting the data using a common time zero for the
650 and 800 nm time trace (Fig. 3, solid and dashed line). A
prolonged decay time at 800 nm indeed shifts the peak
towards longer delay times. However, this accounts for only
less than one third of the experimentally observed shift.
Thus, we are indeed dealing with a dynamic Stokes shift.
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Fig. 2. Dynamic Stokes shift of the fluorescence spectra of bacteriorhodop-
sin (excitation with low excitation density, ~0.3 photons per molecule). The
step-like shape of the data results from the measurement artefact mentioned
in “Experimental”. The dashed line is inserted as a guide to the eye.
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Fig. 3. Normalised time traces of BR. Experimental data points are plotted
for 650 nm (crosses) and 800 nm (triangles). Simulated time traces at 650 nm
(solid line) and 800 nm (dashed line) are plotted with a common time zero.
The simulated shift of the maxima accounts only for one third of the
experimentally observed shift.

Dynamic parameters on the fluorescence decay were
extracted by a global fitting routine using a multiexponential
trial function convoluted with a Gaussian. The Gaussian
represents the experimental response function. In this fitting
routine, the time zero was treated as a free parameter for all
wavelengths to mimic the effects of the dynamic Stokes shift.

The decay traces at all wavelengths >630 nm are nicely
reproduced by a trial function using three time constants.
The global fit yielded time constants of 7,~0.05 to 0.15 ps,
7,~0.45 ps and 13~3 to 10 ps. The amplitude related to the
fast time constant has its maximum around 650 nm and
decays towards the red part of the spectra. The presence of a
dynamic Stokes shift indicates that an exponential model
cannot handle the data properly in the first few 0.1 ps. Thus,
the value for the shortest time constant given above is an
approximation—not only numerically but also conceptually.
As the second (~0.45 ps) and third (~3 to 10 ps) time
constants are longer than the dynamic Stokes shift, a rate
model is better justified for the determination of their value.
The amplitude maximum of the second time constant peaks
around 750 nm, the maximum of the steady state
fluorescence (decay associated spectra not shown here).
The third time constant has a very broad spectrum with its
amplitude maximum shifted even further to longer wave-
lengths. Since the amplitude is relatively low (<5% of the
initial fluorescence emission), only a wide range of 3—10 ps
can be given for this time constant.

3.2. High excitation density
In a series of time-resolved fluorescence measurements,

the excitation density was raised in several steps from 0.3 to
40 photons per molecule. All experiments with excitation
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densities below ~1 photon per molecule yielded results
identical to the 0.3 run described above. Experiments with
excitation densities ranging from 1 to 40 photons per
molecule showed increasing deviations in the spectro-
temporal behaviour of the data.

At three different detection wavelengths (650, 730 and
800 nm), decay traces are plotted on a logarithmic scale
versus delay time (see Fig. 4). The solid line represents the
fluorescence signal of BR at low excitation density of ~0.3
photons per molecule. The dashed line represents the
fluorescence signal of BR at high excitation density of
~40 photons per molecule. Two significant changes are
observed:

(i) The amplitude of the fastest time constant (<0.15 ps)
strongly increases with increasing excitation density.
This effect becomes more pronounced at longer
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Fig. 4. Time traces at different wavelengths and excitation densities (solid
line: ~0.3 photons per molecule, dashed line: ~40 photons per molecule).
The different time traces have been normalised with respect to each other at
~0.3 ps. (a) 650 nm; (b) 730 nm; (c) 800 nm.

wavelengths. Also, a shift of the peak of the
fluorescence towards later delay times is observed
(see Fig. 4, dashed lines).

(i) The decay time of the second time constant increases
from ~0.45 to ~0.7 ps with increasing excitation
density (see also Fig. 4, dashed line). The spectral
signature of the amplitudes of the second time constant
does not show a dependence on the excitation density.

4. Discussion

The experimental results can be summarised as follows.
At low excitation density, a biphasic behaviour with time
constants of <0.15 and ~0.45 ps and a dynamic Stokes shift
of the fluorescence maxima towards longer wavelengths are
observed. At high excitation density, there is at all
wavelengths a strong and fast decaying emission. The time
constant of the slower component is increased from ~0.45
to ~0.7 ps.

4.1. Low excitation density

Time-resolved fluorescence spectra of molecular systems
undergoing ultrafast photoreactions are expected to feature
the following characteristics. (i) Due to a (damped) motion
on the excited state surface, the energy gap between ground
and excited state decreases with time. Such dynamic Stokes
shifts are observed in molecular systems with bound and
reactive excited state potential energy surfaces. In bound
systems, this effect is often due to the dielectric relaxation of
the solvent surrounding the excited molecule [22,23]. The
shift induced by this relaxation conserves (apart from the v°
factor) the spectrally integrated fluorescence intensity. In
reactive systems, in addition to these solvent-induced
effects, shifts caused by a motion along reactive internal
coordinates may take place. (ii) In the course of these large
amplitude motions, the Franck—Condon factors for the
emission and/or the transition dipole moments may vary
causing a variation (usually a reduction) of the spectrally
integrated fluorescence intensity [23,24]. Such intensity
effects are frequently observed in time-resolved spectra of
molecules undergoing ultrafast processes. Examples range
from azobenzenes [25,26] over nitroanilines [27] to
triarylpyrylium dyes [24]. These experimental findings are
in line with quantum chemical calculations [27,28] that
often predict a substantial change of the transition dipole
moment upon large amplitude motion. (iii) Following these
processes in the excited state, its depletion by internal
conversion then terminates the fluorescence emission.

In the fluorescence data on BR reported here, all these
features can be identified. The peak of the fluorescence
spectra moves towards longer wavelengths with a charac-
teristic time of ~0.2 ps (dynamic Stokes shift). Concom-
itant with that shift, a decay of the overall fluorescence
intensity on the very same time scale is observed
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(reduction of the emission probability). Finally, with a time
constant of 0.45 ps, the greater part of the fluorescence
intensity is terminated (internal conversion). The last two
features are recovered in transient absorption experiments
in which a biphasic decay of excited state signatures with
time constants of 0.1-0.2 and ~0.5 ps is observed [8,9,11].
The recovery of the ground state and the formation of
photoproducts proceeds with the slower of the two time
constants [11]. This further substantiates the notion that the
<0.2-ps decay time is solely due to processes in the excited
state and not to a partial decay of this state.

Surprisingly, the spectral shift reported here has not been
mentioned in the literature hitherto. This applies to time-
resolved absorption as well as to fluorescence experiments.
In fact, most of the transient absorption experiments claim a
nearly instantaneous rise of the stimulated emission
[10,11,14,18]. There are, however, indications for such a
shift. In the data reported by Ye et al. [29], the rise of
stimulated emission recorded in the spectral range from 800
to 950 nm is delayed by ~0.02 ps. Evidently, this delay is
much smaller than the one described here. Since around the
fluorescence maximum, there is nearly no stimulated
emission in the transient absorption signal, the existence
of an excited state absorbance around the fluorescence
maximum was suggested [10,18,19]. As the excited state
absorption may respond differently to processes occurring in
the excited state than the stimulated emission (or the
fluorescence), one could imagine that the spectral dynamics
observed in time-resolved absorption and fluorescence
experiments need not to be identical. However, in the
spectral region of the stimulated emission, no (or only a
small tail of this) excited-state absorbance is detected
[10,11,18]. Therefore, the origin of the nearly instantaneous
rise of the stimulated emission in comparison to the
dynamic Stokes shift cannot be explained here on the basis
of experimental results and has to remain the object of
further investigation.

In the two other femtosecond fluorescence experiments
on BR [15,16], no emphasis was laid on the detection of a
delayed rise and it cannot be excluded that this effect was
therefore missed. Here, to our knowledge, a dynamic Stokes
shift is demonstrated for the first time.

In the following, we will compare this Stokes shift with
predictions made by the competing models on the primary
events in the photocycle of BR. These models (a very recent
overview is given in Ref. [30]) can be roughly divided in
two groups. The two-state models [8,9,14,30-33] claim that
two electronic states—the ground state and one excited
state—suffice to describe the photodynamics. In the three-
state models [10,34], the potential energy surface of a
second excited state comes into play, which is believed to
interact with that of the primarily excited state. The first
group can be further divided by the fashion in which the
motions on the excited state potential surface are treated.

The simplest model is the two-state, one-mode model.
Here, the only vibrational mode considered is the torsional

mode around the C;3=C;4 double bond, which is either
treated inertially or overdamped. In the inertial case [32],
the decay of the electronically excited state is fast relative to
the vibrational equilibration. In the overdamped case [8,9],
the wavepacket generated in the excited state is driven out
of the Franck—Condon region in less than 0.2 ps by a
reactive potential energy surface along a barrierless path.
This movement is accompanied by at least partial vibra-
tional relaxation in the electronically excited state. The
conical intersection with the ground state is believed to be
situated midway between the all-frans and the 13-cis
geometry. By internal conversion within ~0.5 ps, the
molecule relaxes to a hot electronic ground state from
where it either relaxes back to the all-trans configuration or
is fully isomerised into the J intermediate state. In this
model, the J intermediate state represents the 13-cis
electronic ground state from where the molecule relaxes
into the K ground state within 3-5 ps.

In the two-mode [14,31,33] model, in addition to the
low-frequency torsional coordinate, a high-frequency
stretching coordinate is involved. An initial motion out of
the Franck—Condon region towards a stationary point along
the stretching coordinate results in a relaxation of C—C
distances. The wavepacket then moves along the torsional
coordinate towards a conical intersection within ~0.5 ps.
Also, in this model, the J intermediate is said to have the
13-cis configuration.

The many-modes model [30] includes not only a low-
frequency torsional but several higher-frequency modes as
reaction coordinates. By following a reaction chain during
which in each step another vibrational coordinate is excited
the isomerised configuration that represents the K ground
state is reached within 3.5 ps. The pathways over the C—C
stretch and the HOOP (hydrogen out-of-plane) vibrational
relaxation lead to the nonreactive, i.e., nonisomerising
intermediates I and J in the electronically excited state.
The relaxation of these intermediates to the electronic
ground state occurs within 0.1-0.2 and 0.5 ps, respectively.

The three-state models [10,34] claim that due to
interaction between the S; and the S, state barriers along
the torsional coordinate exist. Following photoexcitation
into a relatively flat Franck—Condon active region, this
barrier is surmounted in ~0.5 ps. By passing this barrier, the
J intermediate is formed, which here is considered to be an
excited state species. The decay of the J intermediate
partially replenishes the all-frans ground state and partially
forms the K intermediate.

As the Franck—Condon active region in the three-state
model is relatively flat and separated from a steeply sloped
reactive region by a small barrier, no Stokes shift is expected
to be found. Instead, an instantaneous rise of the fluo-
rescence at all wavelengths is expected. Therefore, the
dynamic Stokes shift found here does not fit into this model
very well. On the other hand, the two-state overdamped
model clearly requires a dynamic Stokes shift on the time
scale of the motion of the wavepacket out of the Franck—
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Condon active region. The two-states, two-mode model is
able to provide an explanation for a dynamic Stokes shift as
well. The emission dynamics for early delay times in this
model depend on the initial spectral distribution and the
time scale of the relaxation along the high frequency
coordinate. Another possibility for the appearance of a
dynamic Stokes shift could be described by models that
include a branching mechanism out of the Franck—Condon
active region into distinct molecular pathways. Such an
approach would require several reaction coordinates instead
of only a torsional one [11]. For example a bifurcation into a
reactive and a nonreactive vibrational coordinate could lead
to a dynamic Stokes shift on the time scale of the relaxation
of the nonreactive vibration while the pathway over the
reactive vibrational coordinate would lead to the formation
of the isomerised configuration.

Definitely, simple inspection of the experimental data
presented here does not allow one to settle the mechanisms
of the primary reactions of BR. Such a decision would
require an in-depth comparison of simulated data based on
the various models with the experimental results. Here, we
just note that fluorescence data should simplify this
comparison. Contrary to absorption experiments, the
excited-state absorptions need not be considered.

Prior to advancing to the high excitation density experi-
ments, the third (picosecond-) time constant has to be
discussed. The amplitude related to such a time constant has
been found to be very small (<5%) compared to the other
two time constants. Since the amplitude is so small, only an
estimate of ~3 to 10 ps for this time constant can be given.
This is in good agreement with Ref. [16]. The much higher
amplitude of up to 25% reported by Ref. [15] might stem
from the fact that the sample in this experiment could not be
exchanged with each excitation pulse and therefore accu-
mulation of a steady state concentration of intermediates
could not be excluded.

Since a fluorescence decay time of =10 ps is found for
BR molecules with a locked retinal chromophore [16,35],
that component should not be assigned to the dynamics of
the excited state surface of fully functional BR molecules.
Instead, we suggest this remaining fluorescence to stem
from inactive BR molecules in the sample, like molecules
with steric hindrance.

4.2. High excitation density

By applying high-intensity ultrashort laser pulses to the
sample, multi-photon and multi-step absorption processes
with excitation of higher electronically excited levels can be
expected (in the following, we use the term multi-photon
absorption for both processes). In fact, indications of such
processes in BR have been found by fluorescence [36] and
transient absorption experiments [20]. Although the systems
are not completely comparable, there is evidence of a
saturation behaviour in the reaction centres of Photosystem
IT of green plants and of the purple bacterium Rhodobacter

sphaeroides at excitation densities above 0.5 photons per
molecule [37]. This is—particularly when considering the
slightly different ways of calculating the excitation den-
sities—of the same order as the saturation behaviour found
in this work.

The multi-photon process of lowest order to be consi-
dered is a 2-photon absorption. For the excitation at 565 nm
in the experiments described here excited states in the
spectral range of 280 nm are accessible. Since the 2-photon
process can occur via a resonant intermediate state
(Sp—™S178S,), it is expected to be rather efficient.

With the occupation of higher excited states S,, of BR, a
change in the emission dynamics should occur. One effect
of this occupation should be the observation of radiative
transitions between the S,, state and other electronic states.
Since the S, state is expected to decay rapidly via internal
conversion, the fluorescence emission caused by these
radiative transitions should be very short-lived. Never-
theless, such a process should delay the peak of the
emission by some time. As the energy gap between higher
excited states may be smaller than the S;—S, gap,
transitions among higher excited states may result in a
red-shifted fluorescence emission. Indeed, with increasing
excitation density, the ultrafast component (Fig. 4) gains
dramatically in amplitude. Apart from the observation of a
slight shift of the emission peak towards later delay times,
our time resolution does not allow to separate the ultrafast
component into a ‘normal’ low-intensity contribution and a
high-intensity part. But the spectral signature of the high-
intensity component—it is predominantly observed in the
red part of the spectra—underscores the notion that this
emission is due to transitions among higher electronic
states.

As a second effect of the 2-photon excitation one expects
an apparently increased lifetime of the S; state. Population
transferred from the S; to higher excited states has to return
to this state prior to its decay. Trivially, the internal
conversion from the higher excited states takes time,
resulting in the effectively increased lifetime. This increase
is experimentally observed. By analysing the second decay
component, an increase of the decay time was measured,
which ranges in the excitation regime of 1 to 40 photons per
molecule between 0.45 and 0.7 ps. Furthermore, the
spectrum associated with this decay is not affected by the
excitation density. This indicates that under all conditions,
the decay of the same state, namely the S;, is observed. Of
course, the transfer to higher excited states might open the
route to other reaction channels and/or other regions of the
S; surface might become accessible. However, such effects
if present leave no spectroscopic imprint here.

Both observations can be explained by a 2-photon
absorption according to our previous considerations. This
leads us to the conclusion that, compared to experiments
with low excitation density, the behaviour of BR is changed
under high excitation density conditions by preparing BR
molecules with a mixture of higher excited states.
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5. Conclusion

The photoprocesses of BR have been a topic of research
for over 30 years. After absorption of a photon, a reaction
cycle with several intermediates (J, K, L, M, N, O) is
initiated. Though the time constants associated with the
transformation of these intermediates are quite accurately
settled, the underlying processes particularly of the primary
reaction are still under debate. Since the efficiency of these
first steps is the basis for the high overall quantum yield of
the BR photocycle, a profound knowledge of these
processes is highly desirable. There is consensus that the
primary reactions lead to a retinal chromophore isomerised
around its C;3=C;4 double bond. The pathways to that
isomer—the numbers of vibrational modes and even
electronic states involved—are still not resolved in detail.
This situation reflects the fact that the problem is very
involved theoretically and experimental (mainly spectro-
scopic) results are often ambiguous. Most experimental
information rests on transient absorption spectroscopy.
Here, absorption signals of excited states render the
comparison with theoretical modelling particularly chal-
lenging. Not only the potential energy surface of the state in
which the photoreaction takes place has to be calculated but
also those of higher electronic states. In fluorescence
experiments, the demand on modelling is relaxed; only
the ground and one excited state contribute to the signal.
Here, for the first time, femtosecond fluorescence experi-
ments on BR employing the Kerr technique have been
presented. This technique is particularly suitable to record
complete time-dependent fluorescence spectra. By carefully
studying the dependence of the fluorescence signals on the
excitation densities, some discrepancies found in the
literature could be assigned to multi-photon effects. In the
one-photon regime, for the first time, a dynamic Stokes
shift, i.e., a red shift of fluorescence spectra with time, has
been detected. The shift proceeds with a characteristic time
of 0.2 ps and is indicative for a fast re-arrangement on the
reactive surface. In agreement with other experiments, time
constants of <0.15 and ~0.45 ps for the decay of the
fluorescence have been determined.
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