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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Farbstoffe — wer kommt heutzutage nicht téglich mit ihnen in Kontakt? In nahezu alen
Gegenstanden des taglichen Lebens sind sie enthalten, um unsere Umwelt freundlich und bunt
Zu gestaten: in Autolacken, Kleidung, Mobeln, Spielzeug und vielem mehr. Farbstoffe
erfullen aber auch andere wichtige Funktionen. Wer kennt nicht die warnende rote Farbe von
Verkehrszeichen und die leuchtend rote Farbe von Feuerwehrfahrzeugen? Man erkennt

schnell, dal3 die heutige Welt ohne Farbstoffe grau und einténig wére.

Neben diesen altaglichen werden immer mehr spezialisierte Anwendungen entwickelt, die
auf einer besonderen Eigenschaft der Farbstoffe beruhen: Fluoreszenz. Die Eigenschaft,
absorbiertes Licht wieder in Form von Licht auszusenden, zeigt sich nur bei wenigen der
vielen tausend bekannten Farbstoffstrukturen in ausgeprégter Weise. Man spricht von einer
hohen Fluoreszenzquantenausbeute. Farbstoffe mit dieser speziellen Eigenschaft eignen sich
in besonderem Mal3e zum Einsatz in vielen Gebieten, wie z.B. Erzeugung kurzer Lichtpulse
[1, 2], aktives Medium in Farbstofflasern [3,4,5], Lichtsammler in Solarzellen [6],
Fluoreszenzimmunoassays [7], um nur einige zu nennen. In welcher technischen Sparte ein
Farbstoff auch eingesetzt wird, er erflllt immer eine sehr spezielle Aufgabe, fur die ganz
spezielle Eigenschaften nétig sind. Zu den wichtigsten zdhlen die Lichtechtheit
(Photostabilitét), wie erwdhnt die Fluoreszenzquantenausbeute, die Lebensdauern angeregter
Zustande, die Ubergangswahrscheinlichkeiten in transiente Zustande sowie die Absorptions-
und Emissionswellenlangen. Nun stellt sich nattrlich die Frage, wie man einerseits Farbstoffe
finden kann, die genau vorbestimmte Eigenschaften aufweisen sollen und wie man

andererseits diese Eigenschaften mif3t.

In der Vergangenheit beruhte das Auffinden geeigneter Farbstoffe zumeist auf dem
Zufallsprinzip, d.h. man untersuchte eine moglichst grof3e Anzahl Farbstoffproben. Viel
einffacher ware es, wenn man auf eine Systematik zurlickgreifen konnte, die den
Zusammenhang zwischen Molekllstruktur und Molekiileigenschaften aufzeigt. Doch auch
nach mehreren Jahrzehnten der Forschung auf dem Gebiet der Farbstoffe ist dies nur in
Ansdtzen gelungen. Dies liegt zu einem grof3en Teil an der Schwierigkeit, die verschiedenen

Molekllparameter zu messen. Geht es um Eigenschaften wie Photostabilitdt, Absorption,

1



1 Einleitung

Fluoreszenz und Fluoreszenzquantenausbeute, so stehen hierzu kommerzielle Gerdte zur
Verfugung, die schnell und reproduzierbar Ergebnisse liefern. Was alerdings die
Bestimmung der Eigenschaften von elektronisch angeregten Zustanden betrifft, ist man auf
Blitzlicht- bzw. Laserphotolyse-Methoden angewiesen [8, 9, 10, 11, 12, 13]. Leider findet
man in der Literatur oft widerspriichliche Aussagen Uber angeregte Zustande. Selbst bei dem
bekanntesten Laserfarbstoff Rhodamin 6G streuen die Werte z. B. fur Intersystem-Crossing
Ratenkonstante und Triplett-Lebensdauer in luftgeséttigter ethanolischer Lésung von 4.2:10°
bis 2.8:10" s, bzw. zwischen 50 ns und 4 ps [14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21]. E. Thie
entwickelte eine Mel3apparatur [22] — das sogenannte Transientenspektrometer - die es
erlaubt, sehr prézise Informationen Uber angeregte Zustdnde von Farbstoffmolekilen zu
erhalten. Mit der sehr genauen Messung der Eigenschaften angeregter Zustande kann nun der
Zusammenhang zwischen Molekilstruktur und den daraus resultierenden Eigenschaften
untersucht werden. Das Ziel all dieser Untersuchungen ist das Versténdnis der Ursache,
warum sich ein bestimmter Farbstoff so und nicht anders verhadlt und welche strukturelle
Modifikation einzufiihren ist, um einen Molekilparameter in einer ganz bestimmten Weise zu
beeinflussen. Der Traum eines jeden Farbstoffchemikersist es sicherlich, von einer auf einem
Stick Papier skizzierten Strukturformel auf die molekularen Eigenschaften schlief3en zu

konnen.

1.2 Problemstellung

In der vorliegenden Arbeit wird zum einen die technische Weiterentwicklung des in [22]
beschriebenen Transientenspektrometers dargestellt. Dieses nutze die Farbe, genauer gesagt
die Absorption, als Eigenschaft der Farbstoffe zur Bestimmung der Melidaten. Auf dieser
Grundlage aufbauend soll zum anderen eine neue Mefdtechnik etabliert werden. Diese nutzt
die Fluoreszenz als Mel3grofie.

Die technische Weiterentwicklung soll den Anwendungsbereich des Spektrometers
wesentlich erweitern. So war bisher der Einsatz von viskosen LoOsungsmitteln wie
Ethylenglykol Voraussetzung fur die Messung transienter Zusténde [23]. Zusétzlich konnten
Menge und Zusammensetzung von geldsten Gasgemischen im Ldsungsmittel nur sehr

eingeschrankt eingestellt werden. Dies stellt eine erhebliche Begrenzung des M ef3systems dar.

Weliterhin weist die zu Grunde liegende Mel3methode Grenzen in der Auswertung der
gewonnenen Mefdsignale auf, wenn Absorptionen angeregter Zusténde oder von

2



1 Einleitung

Photoprodukten im Bereich der Mef3wellenlange auftreten (s. Kapitel 4.4). Messungen dieser
Art lassen sich nicht oder nicht eindeutig auswerten. Daher wird in einem weiteren Teil der
Dissertation die Entwicklung eines neuen Mef3verfahrens dargestellt, das auf der Fluoreszenz
als Mel3grofie berunt und gegen die beschriebenen Stérungen von Natur aus unempfindlich
ist.

Mit Hilfe dieser beiden Entwicklungen sollen Messungen an Laser- und
Fluoreszenzfarbstoffen vorgenommen werden. Die Auswahl orientiert sich einerseits an der
Unterstiitzung aktueller Forschungsgebiete und andererseits an grundlegenden Fragen
bezlglich inter- und intramolekularen LoOschprozessen und der Bestimmung der

Eigenschaften transienter Zustande.
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2 DasTransientenspektrometer — Verfahren zur Unter suchung anger egter
Zustande

E. Thiel entwickelte eine Mef3methode — das sogenannte Transientenspektrometer - zur
Untersuchung schwach besetzter angeregter elektronischer Zustande [22]. Diese wurde von
R. Menzel weiterentwickelt und fur die Anwendbarkeit auf stark fluoreszierende
Laserfarbstoffe optimiert [24]. Mef3prinzip und Meldverfahren sollen im folgenden kurz
dargestellt werden.

21 Mel3prinzip

Das Prinzip der Messung beruht darauf, dal3 verschiedene elektronische Zusténde eines
Moleklls zumeist auch unterschiedliche Absorptionseigenschaften aufweisen. Dies |83t sich
in folgender Weise zur Untersuchung angeregter Zustéande nutzen. Wie in Abbildung 2.1
dargestellt, bewegt sich die zu untersuchende Probe in Form eines Flussigkeitsfilms mit der
Geschwindigkeit  Vpgpe 1IN X-Richtung. Mit einem fokussierten kontinuierlichen
Anregungslaserstrahl, dessen Wellenléange Aa im Absorptionsbereich der Probe liegen muf3,
wird ein Teil der Probenmolekiile in angeregte Zusténde gebracht. Diese Molekiile gelangen
bei ausreichend hoher Lebensdauer des angeregten Zustandes durch die Bewegung der Probe
in den Fokusbereich eines zweiten Laserstrahls (Wellenlange Ay), der zur Messung
verwendet wird. Die nun aus einer Mischung aus Molekilen in Grund- und angeregten
Zustanden bestehende Probe weist im algemeinen eine gegentiber einer unbestrahlten Probe
verdnderte Absorption auf. Somit tritt eine Differenz in der Transmission fir den
Mefdaserstrahl M zwischen einer angeregten und einer nicht angeregten Probe auf. Diese
Differenz enthdlt Informationen Uber die Eigenschaften angeregter Zusténde. Die Messung
bei unterschiedlichen Abstanden Ax zwischen Anregungs- und Mef3ort erlaubt bei bekanntem

Vprobe €1 N€ Bestimmung der Lebensdauern angeregter Zustande.
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-JeL Vprobe
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Abbildung 2.1 Mel3prinZip  des Transientenspektrometers, A — Anregungsstrahl, M — Mef3strahl,
Vproe - Probengeschwindigkeit. Der Jet ist hier perspektivisch in der Seitenansicht

dargestellt.

2.2 MelRaufbau

Der experimentelle Aufbau ist in Abbildung 2.2 dargestellt.

Abbildung 2.2 Mef3aufbau des Trans entenspektrometers; P — Probe, A — Anregungsstrahl, M - Mef3strahl,
C - Chopper, La und Ly, —Achromaten (Brennweite: 60mm), L — Achromat (Brennweite:
100 mm), S — Spiegel, ST — Srahlteiler, D — Detektor (Monochromator mit Photodiode),
LI — Lock-In-Verstarker (Model 5101, Fa. EG&G ), A — A/2—Platte(low order, Fa. Halle),
F — Polarisationsfilter.

Durch die beiden Achromaten L, und Ly werden der Anregungs- und der Mefdaserstrahl in
der Weise in die Probe fokussiert, dal} die beiden Laserfoki beim Abstand Ax =0
(s. Abbildung 2.1) maximal Uberlappen. Durch das Verstellen der Linse Lo um den Abstand
Ax mittels eines Schrittmotors (Linearmefdtisch, Modell LM 60, 50 mm Hub, 2-Ph-SM 440,

Fa. Owis) erreicht man dieselbe Verschiebung des Laserfokus in der Probe. Bel kleinen
5
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Werten fur Ax (bis 2mm) kénnen dabei Abbildungsfehler vernachldssigt werden. Die
Probenfihrung — der sogenannte , Jet“ — wird dadurch erzeugt, dal3 die zu untersuchende
Farbstofflésung durch eine Dise geprefdt und so ein dinner Flissigkeitsfilm gebildet wird.
Bel der Verwendung von ausreichend viskosen Losungsmitteln (zumeist Ethylenglykol)
bildet sich dadurch ein Film mit parallelen Grenzflachen, der die fir die Messung notwendige
optische Qualitét aufweist. Die verwendete Duse wurde einem Farbstofflaser (CR 599, Fa.

Coherent Radiation) entnommen.

Durch die Modulation des Anregungslichtes und die phasenrichtige Detektion des Mef3signals
kann das Signal-zu-Rausch-Verhdtnis so weit erhoht werden, dald auch geringste
Besetzungen angeregter Zusténde detektiert werden kénnen (relative Mef3empfindlichkeit von
10°). Das Modulieren des Anregungslichtes wird durch einen Chopper (Modell 650/651, Fa
EG&G) bewerkstelligt. Die Ubliche Frequenz liegt dabei bei ca. 1kHz. Das eigentliche
MeRsignal ist durch die Anderung der Meflichtintensitit Al im Verhdtnis zur
Gesamtintensitét | gegeben. Dabei wird Al durch die Anderung der Transmission fiir den
Mefdaserstrahl M hervorgerufen, bedingt durch das Ein- und Ausschaten des
Anregungslaserstrahls (s. Kapitel 2.1). Die Aufnahme der experimentellen Daten wurde mit
einem PC gesteuert (M20 Schrittmotorkarte, AD-Wandlerkarte ASO 1600, Fa. Keithley). Als
Lichtquellen dienten ein Krypton-lonen-Laser (CR 3000K, Fa. Coherent Radiation), zwei
Argon-lonen-Laser (Innova 300 bzw. 3000, Fa. Coherent Radiation), ein Farbstofflaser (CR
599, Fa. Coherent Radiation) und ein Helium-Neon-Laser (Fa. Melles Griot, Mod. 3225H-
PC). Zur Detektion des Mef3signals wurde das Mefdlicht durch einen Raumfilter und einen
Monochromator (H20 IR, Fa. Jobin Yvon) auf eine Si-Photodiode (Model 404, Fa. Spectra
Physics) abgebildet und das Signal Uber einen Stromverstarker (427 current amplifier, Fa.
Keithley) an den Lock-In-Verstarker (Model 5101, Fa. EG&G) welitergeleitet. Die genaue
Beschreibung des Aufbaus findet sich in [25].

2.3 Theorie

Die theoretische Beschreibung der Mef3signale ist ausfuhrlich in [22] beschrieben. An dieser
Stelle sollen nur die zur Auswertung wesentlichen Zusammenhange kurz zusammengefal3t

werden.

Zur Beschreibung der elektronischen Zusténde eines Farbstoffmolekils und den moglichen
elektronischen Ubergangen verwendet man zumeist ein sogenanntes Jabl onski-Diagramm:
6
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SI’]
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Abbildung 2.3 Jablonski-Diagramm;

S —Sngulett-Grundzustand, S, —erster angeregter Sngulett-Zustand, T, — Triplett-
Zustand, S, u. T, —hoher angeregte Triplett-Zustande, ke, — Geschwindigkeitskonstante der
Fluoreszenz, kg —Geschwindigkeitskonstante der  stimulierten  Emission, knr—
Geschwindigkeitskonstante der strahlungslosen Desaktivierung, ksr — Ratenkonstante fir
Intersystem-Crossing, T — Triplett-Lebensdauer, & — Extinktionskoeffizient der
Grundzustands-Absorption, & — Extinktionskoeffizient der  S-S-Absorption, & —
Extinktionskoeffizient der Triplett-Triplett-Absorption.

Wie bereits in Kapitel 2.1 dargestellt, wird durch das Einschalten des Anregungslasers die
Transmission der Probe fur den Mefdaserstahl verandert. Der Lock-In-Verstarker filtert bei
phasenrichtiger Detektion die Differenz Al zwischen der Meldichtintensitét bei
eingeschaltetem (1) und ausgeschaltetem Anregungsstrahl (1) heraus. Die eigentliche
Mef3grofe ergibt sich gemal3:

—=— 21

Diese Mef3grofde kann

a) positiv sein, wenn die angeregten Zustande einen kleineren Extinktionskoeffi-

zienten fUr Absorption aufweisen als der Grundzustand, oder

b) negativ sein, wenn die angeregten Zusténde einen grofReren Extinktionskoeffi-

zienten fur Absorption aufweisen a's der Grundzustand, oder
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c) null sein, wenn die angeregten Zustande dieselben Extinktionskoeffizienten fir

Absorption aufweisen wie der Grundzustand.

Im Fall a) spricht man von sogenannten ,, Ausbleichmessungen, da die Absorption der Probe
durch Fehlen von Molekilen im Grundzustand abnimmt — die Probe bleicht aus. Dies tritt
zumeist dann auf, wenn die Weélenlange des Meldaserstrahls im Bereich der
Hauptabsorptionbande liegt. Fall b) beschreibt die sogenannten ,transienten
Absorptionsmessungen”. Hier befindet sich die Welenlange des Mefdaserstrahls im
Absorptionsbereich transienter Zustande, an denen die Probe gewohnlich keine oder nur eine
sehr geringe Absorption im Grundzustand aufweist. Fall ¢) beschreibt die Situation, in denen

die Absorptionen aus Grund- und angeregtem Zustand identisch sind.

In Abbildung 2.4 und Abbildung 2.5 ist ein typisches Mef3signal einer Ausbleichmessung von
Rhodamin 6G in Ethylenglykol dargestellt, das mit der Kapitel 2.1 und 2.2 beschriebenen
M ef3methode aufgenommen wurde.

Rhodamin 6G



2 Das Transientenspektrometer — Verfahren zur Untersuchung angeregter Zustande
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Abbildung 2.4 Typisches Mefisignal; Rhodamin 6G in Ethylenglykol, 80 mwW Anregungsleistung
(514,5 nm), 5 MW Mef3eistung (514,5 nm).
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Abbildung 2.5 VergrofRerte Darstellung der Abbildung 2.4.

Das Erscheinungsbild des Mefisignals resultiert aus der teilweisen Entvolkerung des

Grundzustandes. Hierbei ist von Bedeutung, ob die dem Grundzustand entzogenen Molekile
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kurz- oder langlebige angeregte Zusténde besetzen. Die Besetzung des kurzlebigen S;-
Zustandes ergibt einen symmetrischen Anteil des Mef3signals. Die Halbwertsbreite wird dabel
durch den Laserfokus bestimmt, da die Lebensdauer des S;-Zustandes (ns-Bereich)
wesentlich kirzer ist als die Zeit, in der die Farbstoffmolekiile den Fokus des Anregungslasers
passieren (Fokus ca. 10 pm, Vprone Ca. 10 — 15 m/s). Dagegen werden Molekile in langlebigen
Zustéanden, wie z.B. der Triplett-Zustand, aus dem Fokus des Anregungslasers
herausgetragen. Dies ergibt einen asymmetrischen Signalanteil. Die Uberlagerung beider
Anteile ergibt das Mef3signal, dessen Maximum nicht bei Ax = 0 liegt (s. Abbildung 2.5). Dies
erklart sich durch die Akkumulation von Molekilen in langlebigen angeregten Zusténden,

wahrend die Probe den Fokus des Anregungslasers passiert.

Die theoretische Berechnung des Mef3signal s ergibt sich folgendermalien:

% — 10°le e Teo+eee e ver (xy)Teo—en)] _ 1 -

Man erkennt, dal? alle in Abbildung 2.3 dargestellten Prozesse Einfluf3 auf das Mef3signal
nehmen.

Aus dem Mef3signal lassen sich folgende Informationen Uber angeregte Zusténde gewinnen:
1) Triplett-Lebensdauer tr

2) Konzentration an Molekilen im ersten angeregten Singulett-Zustand S; (ci(X, Y))
und im Triplett-Zustand T1 (cr(X, y))

3) Ratenkonstante fir Intersystem-Crossing kst

2.3.1 Bestimmung der Triplett-L ebensdauer Tt

Sobald die beiden Foki von Anregungs- und Mefdaserstrahl nicht mehr Uberlappen, ist der
erste angeregte Singulett-Zustand, bedingt durch seine kurze Lebensdauer, nicht mehr
bevolkert (ci(x, y) = 0). Fur diesen Sonderfall vereinfacht sich Gleichung 2.2 zu:

ﬁ — 1OdT(X:y)[G€O_€T) -1

2.3

10



2 Das Transientenspektrometer — Verfahren zur Untersuchung angeregter Zustéande

Wie in [25] naher beschrieben 183 sich dieser Ausdruck fur €, >>¢r folgendermal3en

umformen:

|nB“JH= const -t X 24
ol o

TT Pr obe

Damit erhdt man bei einer logarithmischen Auftragung des Mef3signals gegen den Ort x eine
Gerade, aus dessen Steigung sich die Triplett-Lebensdauer gewinnen [&[t.

2.3.2 Bestimmung der Besetzung des S;- und des T;-Zustandes (c1(X, y) und cr(X, Y))

2.3.2.1 Besetzung des T;-Zustandes

Aus Gleichung 2.3 erhélt man mit gy >> €7

C; (X, Yo) = L DogEM+l§ 25

| &,

Diese Beziehung liefert die Besetzung des Triplett-Zustandes fur nicht Uberlappende Foki von
Anregungs- und Mefdaserstrahl. Mit Gleichung 2.5 1&8/% sich die Besetzung des Triplett-
Zustandes bei exakt Uberlappenden Foki (cr(0,0)) berechnen, welche zur Bestimmung der
Intersystem-Crossing Ratenkonstante (s. Kapitel 2.3.3) benttigt wird:

. 26 Ginh?H™H
XD — Cexp(- y )

c:(0,0) %yz + o Qiﬁyz + (*’2) ym- o exp@- Y:El:ﬁ nh’ @g@

2.6

Die Groéf3en y und w sind folgendermal3en gegeben:
1 Jn

== = 2.7
y VProbe Ij'-T a

Hierbei beschreibt vergne Wiederum die Probengeschwindigkeit, 1+ die Triplett-Lebensdauer
und a den Durchmesser des Laserfokus, der fir Anregungs- und Mef3aserstrahl identisch

angenommen wird.

11



2 Das Transientenspektrometer — Verfahren zur Untersuchung angeregter Zustéande

2.3.2.2 Besetzung des S;-Zustandes

Fur die Besetzung des S;-Zustandes gilt folgende Beziehung:

c,(00) e, +e —&,)+¢,(0,0) e, — &) TlEﬂogBM +1H 2.8

Diese l&a[d sich unter den Annahmen &g >> €1, € >> €5 Und &g >> €1 vereinfachen:

c,(00) = % fog: '(IO’O) ¥ 1@— ¢, (0,0) 29

0

Durch die Gleichungen 2.5 und 2.6 ist man nun in der Lage, die Besetzung des ersten

angeregten Singulett-Zustandes bei exakt Uberlappenden Laserfoki zu berechnen.

2.3.3 Ratenkonstante fur Intersystem-Crossing Ksr

Fur die Intersystem-Crossing Ratenkonstante | &3t sich folgende Beziehung herleiten:

¢ (0,0) = ¢,(0,0) K, [, IM 2.10

Der Faktor M ist eine dimensionsose Grof3e und ergibt sich fur identische Foki a fur

Anregungs- und Mefllaserstrahl zu:

M=21+ Y o [(ExpB— Y gnnYEH 211

3@ 2+ ) mly + o) wb  Dwij

Die Groéfen y und w sind in Gleichung 2.7 beschrieben.

2.3.4 Auswertung eines Mef3signals

Zur Auswertung werden die Parameter, die fir die Gleichungen 2.6 und 2.9 nétig sind, an das
Mel3signal angefittet, d.h., man setzt das Signal aus den Anteilen zusammen, die durch die $;-
und Ti;-Besetzung hervorgerufen werden. Als Ergebnis erhdlt man den Laserfokus a, die
Konzentrationen von Molekllen im ersten angeregten Singulett-Zustand c; und im Triplett-
Zustand cr, die Ratenkonstante fur Intersystem-Crossing kst und den dimensionslosen Faktor
M. Hierbei muf betont werden, dal3 die Auswertung nur dann richtige Werte liefern kann,
wenn erstens die Laserfoki fir Anregung und Messung identisch eingestellt werden und
zweitens die Annahmen €y >> €1, €, €1 zutreffen. Liegt die Mef3wellenlange im Bereich der

Hauptabsorptionsbande, so diirften diese Voraussetzungen erfillt sein [22].

12



2 Das Transientenspektrometer — Verfahren zur Untersuchung angeregter Zustande

2.3.4.1 Anisotropieeffekt

Bel der Beurteilung der Auswertung mufld der sogenannte Anisotropieeffekt berlicksichtigt
werden. Dieser beschreibt die durch eine polarisierte Bestrahlung auftretende nicht
gleichméldige Orientierung angeregter Molekile. Die Anisotropie wird bestimmt durch die
Polarisationsrichtung des eingestrahlten Lichtes, das Ubergangsdipolmoment der
absorbierenden Molekile und deren Rotationsgeschwindigkeit und der Lebensdauer der
angeregten Zustande. Dieser wirkt die Molekularbewegung entgegen, d.h. die Anisotropie
klingt mit der Zeit ab. Daher muf3 in die Auswertung die Polarisationsrichtung von
Anregungs- und MefJaserstranl mit einbezogen werden. Eine genaue Betrachtung der
Auswirkung der Anisotropie auf die Messung transienter Zustdnde mit dem
Transientenspektrometer findet sich in [24]. Eine wesentliche Aussage betrifft die

Bestimmung der Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr. Danach erhdt man
unterschiedliche MeRgréRen fur parallel (kg ) und senkrecht (kg ) zueinander polarisierte
Anregungs- und Mefdaserstrahlen. Je viskoser das Losungsmittel ist, desto grofer wird der
Quotient kg, /ky. . Aus diesen Mef3groRen 183t sich die Intersystem-Crossing Ratenkonstante

kst nach den folgenden Beziehungen bestimmen:

n_ A0

Mit =44 2.12
c, +2k;
und Gleichung 2.10 erhalt man:
o _
= K ket 213
Ksr + 2Kg;
Die GroéfRen ¢r(0,0), M und t sind nicht anisotropieabhangig [24].
Fur kst gilt schliefdlich:
kg =(@-1) kg =1+ 2r) kg 2.14
mit Kst — Intersystem-Crossing Ratenkonstante
ke — MeRgroRe bei paralleler Ausrichtung der

Pol arisationsrichtungen von Anregungs- und Mef3laserstrahl
Ko — MefgroRe bei senkrechter Ausrichtung der

Pol arisationsrichtungen von Anregungs- und Mef3aserstrahl

13



2 Das Transientenspektrometer — Verfahren zur Untersuchung angeregter Zustéande

C, — Besetzung des S;-Zustandes bei paralleler Ausrichtung der
Pol arisationsrichtungen von Anregungs- und Mefdaserstrahl
c, — Besetzung des S;-Zustandes bel senkrechter Ausrichtung der
Pol arisationsrichtungen von Anregungs- und Mef3aserstrahl
r — Anisotropie

Zur Bestimmung der Intersystem-Crossing Ratenkonstante muissen demzufolge zwel
Messungen durchgefihrt werden, bei der einmal die Polarisationsrichtungen von Anregungs-
und Mefdaserstrahl senkrecht und einmal parallel zueinander ausgerichtet sind. Dies 183t sich
durch die Kombination von A/2-Pléattchen mit Polarisationsfiltern leicht bewerkstelligen
(s. Abbildung 2.2).

An dieser Stelle sei betont, da3 es sich bei den MelRgroRen kg, und kg nicht um

verschiedene Intersystem-Crossing Ratenkonstanten handelt, denn diese ist eine
Moleklleigenschaft und nicht abhangig von der Meldmethode. Sehr wohl 183t sich durch die

Bestimmung von k¢, oder kg, die Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr abschétzen.

2.4 Vor und Nachtelleder , Jet-M elimethode"
Die,, Jet-Mel3methode* zeichnet sich durch verschiedene Vor- aber auch Nachteile aus.
Zu den Vorteilen zahlen:

1) Eigenschaften angeregter Zusténden mef3bar (Abklingdauer, Absorptions-

koeffizienten, Ubergangswahrscheinlichkeiten)
2) hohe MeRRgenauigkeit (relative MeRgenauigkeit bis zu 10°)

3) grofies Signal-zu-Rausch-Verhaltnis durch Kombination von cw-Laser mit Lock-
In-Technik

4) Messungen von photoinstabilen Farbstoffen moglich (s.u.)
5) leichte Beimischung von Gasen in die Farbstoffl6sung (s.u.)

Zur Erkléarung der Punkte 4) und 5) mul3 der Aufbau ndher erkl&rt werden. Die durch die feine

Duse geprefdte Farbstofflosung (s. Kapitel 2.2) wird mit einem kleinen Trichter aufgefangen,

14



2 Das Transientenspektrometer — Verfahren zur Untersuchung angeregter Zustande

einem Vorratsgefald zugefuhrt und von dort wieder zur Diise gepumpt. Das Gesamtvolumen
der Losung betragt ca. 50 ml. Bedingt durch dieses grof3e Gesamtvolumen ist es méglich,
auch photoinstabile Farbstoffe zu messen, da im allgemeinen zum Ausbleichen der gesamten
Losung eine wesentlich langere Zeit benttigt wird, als fur die jeweilige Messung. Entstehen
alerdings Photoprodukte, die bel der Mel3wellenlénge absorbieren, kann auch ein geringer
Prozentsatz an photozerstorten Farbstoffmolekilen die Messung verfalschen (s. Nachteile).
Das beschriebene Vorratsgefal ist so gearbeitet, dald wahrend der Messungen Beimengungen
zur Farbstofflosung méglich sind. Dadurch lassen sich sowohl Gase als auch beliebige
chemische Zusétze der Farbstoffl6sung zugeben.

Zu den Nachteilen zahlen:

1) Auswertung der Messung ist nur richtig fir g >> €1, €g, €. Dabel sind die Werte

der einzelnen Extinktionskoeffizienten zusétzlich oft nicht bekannt.

2) Absorptionen aus angeregten Zustanden - von der Probe selbst oder von

Photoprodukten - kdnnen die Messung storen oder sogar verhindern.

3) Die Probengeschwindigkeit kann nur in einem sehr engen Rahmen eingestel It

werden (ca. 10 — 15 m/s).

4) Die zeitliche Auflésung bei der ,, Jet-Mef3methode” liegt — bedingt durch die
geringe Probengeschwindigkeit —bei ca. 0.7 ps.

5) Durch das grof3e Probenvolumen muf3 eine grof3e Menge an Farbstoff eingesetzt
werden, um eine Messung moglich zu machen. Dies ist besonders bei wertvollen
Proben von grof3em Nachteil.

6) DieMefdintensitat muld wesentlich geringer gewahit werden als die Anregungs-
intensitét, da sonst die Verteilung der Molekile auf die verschiedenen elektroni-
schen Zustande verandert wiirde. Da photoinstabile Proben eine geringe Anre-

gungsintensitét erfordern, kann hier eine Messung erheblich erschwert werden.
7) Der Gasgehalt der Probe kann nur sehr ungenau eingestellt werden.

8) Esist keine Referenzmessung moglich (s.u.).
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2 Das Transientenspektrometer — Verfahren zur Untersuchung angeregter Zustéande

9) Das Austauschen der Probe gegen eine andere ist sehr aufwendig (intensives
Spuilen des Jet-Systems, um sicherzustellen, dal3 keine Proben-Reste die néchste

Messung verfélschen).

10) Essind nur Losungsmittel mit einer ausreichend hohen Viskositét verwendbar, da
ansonsten kein Flussigkeitsfilm gebildet werden kann, der den optischen

Anforderungen gentgt.

Punkt 8) beschreibt die Schwierigkeit, die haufig bei einer neuen Justage des Systems bei
einer neuen Farbstoffklasse auftritt. Trotz gewissenhafter Justage ist es manchmal nicht
maoglich, ein Mef3signal zu erhalten. Dabel stellt sich dann die Frage, ob dies an einer falschen
Justage liegt, oder ob das Fehlen eines Mel3signals bereits das Ergebnis darstellt. Wére eine
Referenzmessung mit einer Farbstoffprobe méglich, die bei den eingestellten Parametern ein
Mef3signal liefert, so ware ein sofortiges Unterscheiden zwischen Ergebnis und ungentigender
Justage mdglich. Dies ist bei der Jet-Mef3methode nur sehr eingeschrankt moglich, da nach
einer Referenzmessung das System zunachst wieder flr die neue Probe vorbereitet werden

mufite.
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3 Verbesserung der Jet-Melimethode — Die Rotationskivette

3 Verbesserung der Jet-M eldmethode — Die Rotationskiivette

Im Kapitel 2 wurde mit dem Transientenspektrometer ein Mel3system vorgestellt, dal3
zuverlassig und sehr prézise Informationen Uber angeregte Zustande liefert. Ebenso wurden
die Einschrénkungen aufgezéhlt, die die universelle Anwendbarkeit begrenzen. Die
entscheidendsten apparativen Einschrénkungen ergeben sich durch die Verwendung der Jet-
Technik, die eine Begrenzung auf viskose Losungsmittel, eine nahezu invariable
Probengeschwindigkeit und die fehlende Mdglichkeit einer Referenzmessung bedingt.
Besonders der Einflul? verschiedener Ldsungsmittel auf die Eigenschaften angeregter
Zustande kann durch das Mef3system nicht untersucht werden. Ebenso dirfen die auftretenden

Abklingdauern nicht zu gering sein, da sie ansonsten nicht mef3bar sind.
Mit

()]
Tpin = 3.1
VProbe

ergibt sich aus dem Durchmesser des Laserfokus @ (ca. 10um) und der Proben-
geschwindigkeit Vprgpe (Maximal 15 m/s) die Zeitauflésung Twin, zu 0.67 ps. Zuletzt liefern
insbesondere Referenzmessungen oftmals wertvolle Informationen, wenn man verschiedene
Proben unter identischen Bedingungen direkt miteinander vergleichen will. Um das
Mef3system weiterzuentwickeln, wurde die sogenannte Rotationskiivette entworfen. In den

folgenden Kapiteln wird das weiterentwickelte Mef3system vorgestellt.

3.1 DieRotationskivette

In Zusammenarbeit mit der Firma Hellma wurde eine Quarzglaskivette entwickelt, die zwel
konzentrische Probenkammern enthdt. Die sogenannte Rotationskivette ist in Abbildung 3.1
dargestellt, wobei links eine Aufsicht und rechts eine Seitenansicht gezeigt ist. Die folgende

Ubersicht enthélt die experimentell wesentlichen geometrischen Daten:

Durchmesser der Kuvette: 150 mm
Durchmesser der @uf3eren Proben-Spur: 130 — 140 mm
Durchmesser der inneren Proben-Spur: 105 - 115 mm
Schichtdicke der Proben-Spuren: 0.2 mm
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3 Verbesserung der Jet-Mef3methode — Die Rotationskiivette

Durchmesser der Einfill-Offnungen: 5mm

Volumen der Proben-Spuren: innen: 0.35 ml, auf3en: 0.42 mi

Einfull6ffnung

Aussparung zum An-
bringen einer Welle

innere Proben-Spur —__|

<

aulere Proben-Spur /!

Abbildung 3.1 Rotationskiivette; Die Abbildung zeigt eine vereinfachte schematische Zeichnung. Die linke
Zeichnung ist mafistabsgetreu. Die Probenkammer der rechten Zeichnung sind zur
besseren Ansicht verstarkt dargestellt.

Die runde Aussparung in der Mitte der Klvette dient dem Anbringen einer Motorwelle. Mit

einem Elektromotor (Typ SA 2444 S BL2, Fa. Faulhaber) ist man in der Lage, die

Rotationskiivette mit einer Frequenz von bis zu 170 Hz rotieren zu lassen. Somit lassen sich

Probengeschwindigkeiten von bis zu 70 m/s erreichen. Damit ergibt sich eine Zeitaufldsung

von 140 ns mit der Rotationskivette gegeniiber 0.67 us mit der Jet-Technik.

3.1.1 Montage der Verbindungselemente

Um die Rotationskivette mit dem Motor zu verbinden, mufdten entsprechende Werkstticke
aus Aluminium entworfen werden. Abbildung 3.2 und Abbildung 3.3 zeigen die mal3stabs-

getreuen Zeichnungen.
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3 Verbesserung der Jet-Melimethode — Die Rotationskivette

2,00
5,00 - |
) IR S 4.3
Ausfrasung | i 1!
fiir O-Ring ~ M4-Gewinde ! Bohrung fir
M4-Gewinde M4-Schraube

Motor F—= 4400 1200

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

.
Halterung mit Nabe . . gpp Abdeckplatte
Abbildung 3.2 Verbindungsel emente zwischen Rotationskiivette und Antriebsmotor.

O-Ring, @ =21 mm

I> Bohrung fur M4-
M adenschrauben
I O-Ring, ¥ =11 mm
Abbildung 3.3 Seiten- und Aufsicht von Halterung und Abdeckpl atte.

Abbildung 3.4 zeigt die Rotationskivette nach Montage der Verbindungselemente im
Idealfall (s. Kapitel 3.1.2).
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-

O-Ringe
M4 M adenschraube

Imbusschraube M4

.
Abbildung 3.4 Rotationskiivette nach erfolgter Montage der Verbindungselemente, nicht maf3stabsgetreu.

Zuletzt mul3 der Motor in eine Halterung eingefligt werden, um die Klvette im Strahlengang

justieren zu kénnen.

3.1.2 Auswuchten der Kiivette

Um die Kivette as Probenfihrung im Transientenspektrometer verwenden zu kénnen,
mussen nach der Montage der Verbindungselemente zwei Fein-Justagen vorgenommen

werden.

3.1.2.1 Justage der Kuvette beztiglich der Motorwelle

Zunachst mufd sichergestellt werden, dald die Rotationskiivette exakt senkrecht zur
Motorwelle ausgerichtet ist. Abbildung 3.5 zeigt den gegenteiligen Fall. Diese , Unwucht*
[al3t sich mit einer Mef3uhr bestimmen. Es hat sich als zweckmaliig und dauerhaft erwiesen,
diese Unwucht durch Unterlegen von Teflonband zwischen Rotationskiivette und Halterung

auszugleichen. Mit dieser Methode 1803t sich die Unwucht auf weniger als 0.1 mm eingrenzen.
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5

Abbildung 3.5 Die Rotationskivette liegt schief auf der Welle.

3.1.2.2 Unwucht der Rotationskilvette radial zur Motorwelle

Da die Masse des rotierenden Systems (Kuvette mit Halterung und Abdeckplatte) zumeist
nicht exakt rotationssymmetrisch verteilt ist, treten beim Drehen des Systems radiae
Unwuchten auf. Auf dieses Weise erhdt man ein schwingféhiges System mit den
entsprechenden Eigenfrequenzen. Um die auftretende Unwucht ausgleichen zu kdnnen,
wurden in die Halterung 6 Bohrungen fur M4-Madenschrauben angebracht (s. Abbildung
3.3). Die Detektion der Unwucht wurde durch Anbringen eines Piezo-Elementes (HVPZT-
Trandator P-17810, Fa. Physic Instruments) unterhalb des Motors in der dafiir vorgesehenen
Halterung sichergestellt. Das beim Drehen durch das Piezo-Element hervorgebrachte Signal
wurde mit einem Stromverstérker (SR 570, Stanford Research Systems) verstérkt und mit
einen Lock-In Verstarker (SR 830, Fa. Stanford Research Systems) verarbeitet. Das dazu
notwendige Triggersignal wurde folgendermal3en generiert. Die Rotationskivette wurde auf
der einen Halfte schwarz getont und mit einem HeNe-Laser durchleuchtet. Der Laserstrahl
wurde dabel auf eine Si-Diode (Model 404, Fa. Spectra Physics) gerichtet. Dieses modulierte
Signal wurde als Trigger fur den Lock-In Verstarker verwendet. Das durch den Lock-In
Verstérker erhaltene Signal wurde dann durch Verdrehen der 6 Madenschrauben schrittweise
verringert, bis eine weitere Verringerung der Unwucht durch Drehen der Schrauben nicht

mehr moglich war. Die auftretende Unwucht ist, wie bereits angefihrt, drehfrequenzabhangig.
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3 Verbesserung der Jet-Mef3methode — Die Rotationskiivette

Der Vorgang des Auswuchtens wurde bei der Frequenz begonnen, bei der die Unwucht am
geringsten war, und bei der Frequenz der stérksten Unwucht beendet. Dadurch konnte
sichergestellt werden, dal3 das ,Unwucht-Signal® bei jeder Frequenz detektiert werden
konnte.

3.1.3 Befillung und Reinigung der Proben-Spuren

3.1.3.1 Befillung

Die Beflllung einer Proben-Spur kann ohne weitere technische Geréte erfolgen. Dazu wird
die Rotationskivette horizontal gelagert und die zu verwendende LOsung mit einer Pipette in
eine Einfulloffnung getropft. Durch Adhésionskréfte wird die Losung blasenfrei in die Spur
»gesaugt”. Dieser Vorgang geschieht um so schneller, je geringer die Viskositét der Losung
ist. Bel viskosen Losungsmitteln, wie z.B. Ethylenglykol, kann dieser Vorgang mehrere
Minuten dauern. Zur Beschleunigung des Vorgangs kann mit einem Pipettenhitchen bei der
zweiten Einflll6ffnung ein Unterdruck erzeugt werden. Dabei muld darauf geachtet werden,
da’ immer gentigend Lésung in der gegentiberliegenden Einflll6ffnung vorhanden ist, da

ansonsten Blasen in die Spur gesaugt werden.

3.1.3.2 Reinigung

Zur Reinigung der Proben-Spur wird mittels einer Wasserstrahlpumpe und einem PE-
Schlauch die Losung aus der Spur entfernt. Anschlief3end saugt man zur Reinigung Ethanol
und Aceton durch die Spur, um samtliche Reste der zuvor verwendeten Farbstoffldsung zu
entfernen. Ist eine Reinigung auf diese Weise nicht méglich, so hat sich das Einfillen von

Chromschwefel sdure Gber Nacht mit anschlief3ender Reinigung bewahrt.

3.1.4 Bestimmung der Probengeschwindigkeit Vprgpe

Zur Bestimmung der Probengeschwindigkeit vpope Verschiebt man die Rotationskiivette im
Strahlengang des Transientenspektrometers in der Weise, dal3 der Mefdlaserstrahl durch die
Einflll6ffnungen verléuft. Das dadurch modulierte Signal kann man auf einem Oszillograph
auswerten und so die Umdrehungsfrequenz und gleichzeitig auch die Probengeschwindigkeit

in der jeweiligen Spur bestimmen.
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3.1.5 Problem der Kreisbewegung

Da die zu untersuchende Farbstofflésung durch die Rotationskivette auf einer Kreisbahn
bewegt wird, muf3 untersucht werden, inwieweit dadurch eine stérende Abweichung von einer
linearen vertikalen Bewegung, wie es im Jet-System zuvor der Fall war, auftritt. Diese kann

einerseits berechnet, andererseits durch eine Messung untersucht werden.

3.1.5.1 Berechnung der Abweichung von der linearen vertikalen Bewegung

Zur Berechnung der Abweichung Ay werden die minimalen Radien ryi, der beiden Proben-

Spuren herangezogen, da bei diesen Ay maximal beztglich der jeweiligen Spur wird:
I'Min, innen = 5.25 CM, I'viin, augen = 6.5 €M

Abbildung 3.6 zeigt zur Veranschaulichung die beschriebene Abweichung Ay.

Bewegungsbahn
der Molekile

Abbildung 3.6 Abweichung 4y durch Kreisbewegung.
Zur Berechnung verwendet man die Kreisgleichung:

2

X 2+y 2=t 3.2
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Weiterhin gilt: y, tAy =r 3.3

Somit erhdt man fir die Abweichung Ay:

Ay=r—qr?-x2 3.4

Bel Messungen mit dem Transientenspektrometer betragen die Absténde Ax maximal

300 um. Somit ergibt sich fur Ay (x; = 300 um):
I'Minauen = 6.5 CM - Ay = 0.69 um

Bel einer Abtastung der angeregten Molekile mit einem Mef3aserstrahl, der auf ca. 8-10 um
fokussiert ist, sind somit Abweichungen von weniger als 1um vernachl&ssigbar.
Voraussetzung dafUr ist, daid die Anregung an einem geeigneten Ort der Proben-Spur erfolgt.
Eine Mdoglichkeit ist in Abbildung 3.6 dargestellt. Hier befindet sich der Anregungsfokus
vertikal auf halber H6he der Rotationskiivette. Molekile, die sich in einem Bereich von
Ax =300 um um den Anregungsort befinden, bewegen sich nahezu ausschliefdlich in
vertikaler Richtung. Somit 183 sich die Rotationskiivette problemlos als Probenfiihrung

elnsetzen.

3.1.5.2 Auffinden des optimalen Anregungsortes
Die Berechnung aus Kapitel 3.1.5.1 hat gezeigt, dal3 bel der Wahl eines geeigneten

Anregungsortes eine nahezu vertikale Bewegung der Molekile vorliegt. Um die
Rotationskiivette in der dazu notwendigen Weise im Strahlengang zu justieren, werden
Messungen durchgefihrt, die die Verteilung der angeregten Molekile in x- und y-Richtung
zeigen (sogenannte ,, 2D-Messungen). Dazu wird die Probe nicht nur in x- sondern auch in y-
Richtung (s. Abbildung 2.1) mit dem MefJaserstrahl abgetastet. Abbildung 3.7 und
Abbildung 3.8 zeigen eine Messung (DR 25 in Ethylenglykol), bel der die Rotationskiivette
nicht in der optimalen Hohe im Strahlengang positioniert ist. Man sieht deutlich die
Abweichung des Signal-Maximums in y-Richtung. Nach der Einstellung einer nahezu
optimalen Position der Rotationskivette im Strahlengang erhét man eine Messung, die durch

die Abbildung 3.9 und Abbildung 3.10 dargestellt ist. Hier verlauft das Maximum des Signals
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nahezu parale zur y-Achse. Die korrekte HoOhen-Justage der Rotationskivette im
Strahlengang ist Voraussetzung fur die Durchfihrung von Messungen, die mit der Jet-

Technik vergleichbar sind.
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Abbildung 3.7 Die Hohe der Rotationskivette ist nicht optimal im Strahlengang ausgerichtet;

Ausbleichmessung von DR 25 in Ethylenglykol.
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Abbildung 3.8 3D-Darstellung der Messung aus Abbildung 3.7; Zusatzlich sind Isolinien eingezeichnet,
die den Verlauf des Sgnal-Maximums verdeutlichen sollen.
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Abbildung 3.9 Die Hohe der Rotationskilvette ist nahezu optimal im Srahlengang ausgerichtet;

Ausbleichmessung von DR 25 in Ethylenglykol.
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Abbildung 3.10 3D-Darstellung der Messung aus Abbildung 3.9; Zusatzlich sind Isolinien eingezeichnet,

die den Verlauf des Sgnal-Maximums verdeutlichen sollen.

3.2 Uberprifen des neuen Systems

Bevor die neue Rotationskivetten-Technik genutzt werden kann, mul das System anhand von

Probemessungen Uberprift werden. Die folgenden Fragestellungen missen dazu beantwortet

werden.

1

2)

3)

4)

5)

Liefern Messungen, die mit der Rotationskivette durchgefihrt werden, die gleichen

Ergebnisse, wie Messungen mit der Jet-Technik?

Liefern Messungen in den beiden Spuren der Rotationskiivette die gleichen
Ergebnisse? Lassen sich also die beiden Spuren zur Durchfihrung von

Referenzmessungen nutzen?

Wie verhdt sich die Signalhdhe Al/l am Signal-Maximum beim Vergleich der

beiden Spuren?
Liefern die beiden Spuren das gleiche Verhalten fir 2D-Messungen (vgl. 3.1.5.2)?

Wird die Mef3zeit durch das geringe Probenvolumen eingeschrankt?
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6) Ist der Einsatz niederviskoser Losungsmittel unproblematisch?

7) Ergibt sich bel Variation der Probengeschwindigkeit ein konstanter Wert fur die
Abklingdauer und die Intersystem-Crossing Ratenkonstante?

3.21 Vergleich zwischen Messungen mit Rotationskuvette und Fllssigkeits et

Zur Uberprifung, ob beide Verfahren die gleichen Ergebnisse liefern, wurden
Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in Ethylenglykol durchgeftihrt. Zu diesem Farbstoff
liegen in [22, 24, 25] Vergleichswerte mit dem Jet-System vor. Abbildung 3.11 zeigt eine
Messung mit dem neuen Rotationskivetten-System, wahrend Tabelle 3.1 die Ergebnisse
gegenlberstellt. Dabei muld beachtet werden, dal3 bei der Rotationskiivetten-Technik die

Messung mit paraleler Ausrichtung der Polarisationsrichtungen von Anregungs- und
MeRlaserstrahl durchgefiihrt wurde. Die so ermittelte Mel3groke ki, (vgl. Kap. 2.3.4.1) ist

nach [24] in Ethylenglykol um 30 % geringer as die Intersystem-Crossing Ratenkonstante
ksr. Dieser Faktor ist in Tabelle 3.1 berlicksichtigt. Die Ergebnisse zeigen, dal3 die mit der
Rotationsklvetten-Technik erhaltenen Ergebnisse gut mit den Werten Ubereinstimmen, die
mit der Jet-Technik gewonnen wurden. Der Ersatiz des Fissigkeitgets durch die
Rotationsklvette ist somit gerechtfertigt.

Tabelle 3.1 Gegenuberstellung der Mel3ergebnisse fur Rotationskivetten- und Jet-
Technik fir Rhodamin 6G in Ethylenglykol.
Rotationsklvette |  Jet nach [22] Jet nach [24] Jet nach [25]
kstin10° st 74 1 75 6.4 7.6
Trinus 51 5 45 4.6

! _vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang
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Abbildung 3.11 Messung mit dem neuen Rotationskivetten-System; x — Messung, - — Fit, Rhodamin 6G in
Ethylenglykol, Anregung: 514.5 nm (120 mW, vertikal polarisiert), Messung: 533 nm
(10 mwW, vertikal polarisiert), Extinktionen (0.2mm): 533 nm-14, 514.5nm-0.7,
Vprobe — 14.3 mV/s (&ulRere Spur).

3.2.2 Vergleich zwischen Messungen in innerer und aul3erer Proben-Spur

Einer der genannten Vortelle der Rotationskiivetten-Technik soll darin bestehen, dal3 die
Moglichkeit der Referenzmessung gegeben ist. Dazu mul3 sichergestellt sein, dal3 Messungen
in innerer und &ulerer Proben-Spur mit identischen Proben die gleichen Ergebnisse liefern.
Um dies zu Uberprifen wurden wiederum Ausbleichmessungen mit Rhodamin 6G in
Ethylenglykol in beiden Proben-Spuren durchgefiinrt. Folgende Fragen sollen dabel
beantwortet werden:

1) Erhdt man trotz der unterschiedlichen Probengeschwindigkeiten vpyone in den
beiden Proben-Spuren (um moglichst wenige Mef3parameter zu verandern wurde
bei den Vergleichsmessungen die Rotationsfrequenz der Rotationskiivette nicht
verandert) die gleichen Werte fur die Intersystem-Crossing Ratenkonstante kst und
die Triplett-Lebensdauer 11?

2) Bleibt beim Wechsel der Proben-Spur durch Verschieben der Rotationskivette im
Strahlengang die Fokussierung der Laserstrahlen (Parameter a) gleich?

3) Ergibt der Vergleich der Signalmaxima (Al/lma) €in Verhalten, welches man fur

unterschiedliche Probengeschwindigkeiten bel identischer Probe erwartet?
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4) Erhalt man in beiden Proben-Spuren verglei chbare 2D-Messungen (vgl.
Kapitel 3.1.5.2)?

In Abbildung 3.12 ist der direkte Vergleich der Messungen in innerer und &auf3erer Spur
gezeigt. Die Mel3ergebnisse sind in Tabelle 3.2 zusammengefalit.

T T T T T T T T T T 1
-50 0 50 100 150 200 250 300 350
AX, pm -

Abbildung 3.12 Ausbleichmessungen Rhodamin 6G in Ethylenglykol in innerer (=) und auRerer (---)

Proben-Spur; Anregung: 514.5 nm (120 mW, vertikal polarisiert), Messung: 533 nm

(10 mwW, vertikal polarisiert), Extinktionen (0.2mm): 533 nm-14, 514.5nm-0.7,
Rotationsfrequenz. 54 Hz.

Tabelle 3.2 Vergleich der Mefdergebnisse von Rhodamin 6G in Ethylenglykol von
innerer mit aul3erer Proben-Spur.
Proben-Spur / | Rotationsfrequenz |  Vprobe Kst Tr Al ax a
Durchmesser Hz m/s 10°s* us 102 um
innen/ 11 cm 18.7 7.3 5.2 4.1 10.9
54
auflen/13.5cm 22.9 7.1 54 34 11.1
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Anhand dieser Ergebnisse lassen sich die ersten drei Fragen positiv beantworten. Die
Mef3ergebnisse, die man fur ksr, T und a mit den beiden Proben-Spuren erhdlt, sind nahezu
identisch. Auch der Vergleich der Signamaxima zeigt das Verhaten, das nach der
aufgestellten Theorie (s. Kapitel 2.3) zu erwarten ist. Demnach ist die Besetzung des S;-
Zustandes wie erwartet unabhangig von der im Experiment erreichbaren
Probengeschwindigkeit. Die Besetzung des T;-Zustandes dagegen ist direkt proportional zur
Probengeschwindigkeit. Damit erhdt man ebenfalls eine direkte Proportionalitét zwischen
dem Mefisignal Al/l und der Probengeschwindigkeit Vponee Je kleiner die
Probengeschwindigkeit ist, desto grofRer wird das Signalmaximum bei der Ausbleichmessung.
Das Verhdltnis der Probengeschwindigkeiten in innerer und auf3erer Proben-Spur bel gleicher
Rotationsfrequenz ergibt sich aus den unterschiedlichen Radien. Dabei wurde fur beide
Proben-Spuren der mittlere Radius angenommen (s. Zeichnung in Abbildung 3.2):

Verobeasen — Fagen — 135 =1.23 3.3
Vv r 11

Pr obe,innen innen

Somit mifte das Signalmaximum in der inneren Proben-Spur um 23 % grof3er sein alsin der
aulReren, wenn man Messungen mit identischen Proben bei konstanter Rotationsfrequenz
durchfiihrt. Aus Tabelle 3.2 geht hervor, dal3 das in der inneren Proben-Spur bestimmte
Signalmaximum um 21 % groler ist, as das in der &ulReren Spur bestimmte. Dieser Wert

stimmt sehr gut mit der Theorie Uberein.

Die in beiden Proben-Spuren durchgefiihrten 2D-Messungen sind in Abbildung 3.13 bis
Abbildung 3.16 dargestellt. Auch hier zeigt sich, dal3 man mit beiden Proben-Spuren gleiche
Ergebnisse erhédt (selbstversténdlich unterscheiden sich die beiden Messungen durch die
Probengeschwindigkeit). Als Ergebnis |a3t sich somit festhalten, dal3 durch das
Rotationskivetten-System die Moglichkeit der Referenzmessungen gegeben ist.
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Abbildung 3.13 2D-Ausbleichmessung von Rhodamin 6G in Ethylenglykol; Parameter s. Abbildung 3.12;
innere Proben-Spur, Vprone — 18.7 NVs.
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Abbildung 3.14 2D-Ausbleichmessung von Rhodamin 6G in Ethylenglykol; Parameter s. Abbildung 3.12;
aufZere Proben- Sour, Vprgpe — 22.9 mvs.
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Abbildung 3.15 I soliniendar stellung von Abbildung 3.13.
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Abbildung 3.16 I soliniendar stellung von Abbildung 3.14.

3.2.3 Problem des geringen Probenvolumens

Das bei den Vorteilen der Rotationskivette diskutierte geringe Probenvolumen hat bel

Proben, die eine geringe Photostabilitéat aufweisen, Nachteile. Hier kann die gesamte Probe
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wesentlich schneller photozerstort werden als bei dem verhdltnismédldig grofen
Probenvolumen von ca. 50 ml beim Jet-System. Die folgenden Messungen sollen dieses
Problem untersuchen. Untersucht wurde eine Lésung von Rhodamin 6G in Ethylenglykol, die
in beide Proben-Spuren eingefiillt wurde. Nach jewells einem Zeitintervall von 30 Minuten
wurden in einem Zeitraum von 4 Stunden insgesamt 9 A usbleichmessungen in beiden Proben-
Spuren durchgefiihrt. Die @ufere Proben-Spur wurde wahrend der 4 Stunden durchgehend der
Laserstrahlung ausgesetzt (mit Ausnahme der zu vernachléssigenden Mefizeit fur die innere
Proben-Spur), wahrend dies in der inneren Spur nur wahrend der jeweiligen
Ausbleichmessungen der Fall war. Durch den direkten Vergleich mit den Ergebnissen der
inneren Proben-Spur soll sichergestellt werden, dal3 zwischen der Dauerbestrahlung und
anderen Ursachen fir etwaige Verdnderungen der Mef3ergebnisse unterschieden werden kann.
Abbildung 3.17 und Abbildung 3.18 zeigen die Ergebnisse fur innere und &ul3ere Proben-
Spur. Zur besseren Ubersicht sind nur jeweils 5 der 9 durchgefiihrten Ausbleichmessungen
dargestellt.

Man erkennt deutlich, dal3 die Messungen in der inneren Spur innerhalb der 4 Stunden
identisch sind. Dagegen ist in der auf3eren Proben-Spur eine deutliche Veranderung der
Mel¥ergebnisse mit zunehmender Bestrahlungszeit zu erkennen. Zusétzlich liefd sich bel
genauerer Betrachtung erkennen, dald sich nach 4 Stunden Bestrahlung eine Spur in die
Proben-Ldsung ,gebrannt” hatte. Diese zeichnete sich durch eine geringere Farbung
gegenuber den anderen Bereichen der Proben-Spur aus. Diese Beobachtung spiegelt sich in
den ermittelten Molekilparametern 1T+ und kst wieder. Die Abklingdauer des Triplett-
Zustandes nimmt mit der Zeit der Bestrahlung der Probe zu. Da allgemein angenommen wird,
dald der Triplett-Zustand durch molekularen Sauerstoff geldscht wird [22, 26], kann man
folgende Erklarung fur das beobachtete Verhalten heranziehen. Die angeregten Rhodamin
6G-Molekile werden durch eine Reaktion mit Sauerstoff photozerstort. Dadurch verarmt die
Proben-Ldsung an Sauerstoff, der durch die Einfulloffnung nur gering oder gar nicht
nachgeliefert werden kann. Dadurch wird die Triplett-Lebensdauer 1+ erhéht. Im Gegensatz
zur Triplett-Lebensdauer nimmt der Wert fir die Intersystem-Crossing Ratenkonstante kst in
der aulReren Proben-Spur mit der Zeit ab. Auch dies 183 sich mit der Verarmung der Proben-
Losung an Sauerstoff erklaren. Nach [22, 27, 28, 29] ist die Intersystem-Crossing
Ratenkonstante ksr proportional zur Konzentration an molekularem Sauerstoff in der Proben-
Losung. Demnach fuhrt die Verarmung an Sauerstoff zu einer Verminderung von Ksr.
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In der Tabelle 3.3 sind die Ergebnisse aller Ausbleichmessungen aufgefihrt. Zusétzlich ist
dort der ermittelte Wert fur die Grofe des Laserfokus a angegeben. Dieser soll

dokumentieren, da? sich wahrend der Mef3zeit von 4 Stunden keine Anderungen an der

optischen Justage ergeben haben.
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Abbildung 3.17 Zeitabhangige Ausbleichmessungen mit Rhodamin 6G in Ethylenglykol (innere Sour);
Anregung: 514.5 nm (120 mW, vertikal polarisiert), Messung: 533 nm (10 mW, vertikal
polarisiert), Extinktionen (0.2 mm): 533 nm— 1.4, 514.5 nm— 0.7, Vprope — 14.2 mMV/s.
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Abbildung 3.18 Zeitabhangige Ausbleichmessungen mit Rhodamin 6G in Ethylenglykol (duf3ere Spur);
Vprobe - 17.5 m/s, weitere Mef3parameter s. Abbildung 3.17.
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Tabelle 3.3 Zusammenfassung der zeitabhangigen Ausbleichmessungen mit Rhodamin
6G in Ethylenglykol (Mef3parameter s. Abbildung 3.17).

Proben-Spur Zeit in Minuten Trinus ksrins? ain um

0 5.2 7 11.7

30 5.3 6.9 11.7

60 5.2 7.1 11.7

innen 90 5.4 6.7 11.7

120 5.3 7 11.8

(ohne Dauerbestrahlung) 150 52 7 117

180 54 6.9 11.6

210 54 7 11.7

240 5.3 7 11.7

0 54 6.9 11.8

30 5.8 6.9 11.8

60 6.2 6.7 11.9

aURen 90 6.5 6.7 11.8

120 7.1 6.4 11.9
(mit Dauerbestrahlung) 150 75 6.4 12
180 7.8 6.4 12

210 8.8 6.3 11.8

240 9.6 6.3 11.9

Mit den ermittelten Ergebnissen lassen sich folgende Aussagen treffen. Ausbleichmessungen
mit photostabilen Laserfarbstoffen wie Rhodamin 6G lassen sich bel den gewéhlten
Mel3parametern nach spétestens 30 Minuten Dauerbestrahlung nicht mehr reproduzieren.
Daher sollte in jedem Fal eine Ausbleichmessung eine mdglichst kleine Zeitspanne
beanspruchen. Die wiederholten Messungen in der inneren Spur haben gezeigt, dal3
mehrfache Messungen, die jewells ca. 1-2 Minuten dauern, keine Probleme bezlglich der
Photostabilitat aufwerfen. Um die Zeitspanne fur eine Messung zu erhthen, wurde die
Positionierung der Rotationskivette im Strahlengang mit einem Linearmefdtisch (Modell LM
60, Fa. Owis) vorgenommen. Dieser konnte mit einer Steuereinheit programmiert werden.
Damit ist es moglich, die Rotationskiivette wahrend einer Messung horizontal innerhalb der

gewahlten Proben-Spur und senkrecht zur Einstrahlrichtung hin- und her zu bewegen und so
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das gesamte Volumen der Proben-Spur zu bestrahlen. Da dadurch der Durchmesser der
Kreisbewegung und somit auch die Probengeschwindigkeit wahrend einer Messung
permanent in geringem Mal3e verdndert wurde, wurde als Mittelpunkt der Bewegung die
Mitte der jeweiligen Proben-Spur gewdhlt. Als Durchmesser zur Bestimmung der
Probengeschwindigkeit vpone diente der mittlere Proben-Spur-Durchmesser (innere Proben-
Spur: 11 cm, aulRere Proben-Spur: 13.5 cm).

3.2.4 Einsatz niederviskoser Losungsmittel

Ein weiterer Vorteil der Rotationskivetten-Technik wurde mit dem Einsatz nahezu beliebiger
Losungsmittel genannt. Durch die Messung von Rhodamin 6G in Ethanol soll dies
stellvertretend fr niederviskose Ldsungsmittel Uberpriift werden. Abbildung 3.19 zeigt die
entsprechend Ausbleichmessung. Im Gegensatz zu den Messungen in Ethylenglykol ist in

niederviskosen Losungsmitteln wie Ethanol kein Unterschied zwischen den Mef3groRen k..

und kg mefbar, d.h., der Zahlenwert von kg und kg, ist dementsprechend identisch mit

dem der Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr (vgl. Kapitd 2.3.4.1). Die
Ausbleichmessung ergibt, dal3 Rhodamin 6G in Ethanol eine wesentlich geringere Triplett-
Lebensdauer und eine groRRere Ratenkonstante fir Intersystem-Crossing als in Ethylenglykol
aufweist. Gleichzeitig wird deutlich, dald der Einsatz von Ethanol als Losungsmittel keine
Schwierigkeiten aufwirft. Allerdings mul3 die Probengeschwindigkeit vpgpe Stark erhoht

werden, um die kurze Triplett-L ebensdauer bestimmen zu kdnnen. Man erhélt:

Rhodamin 6G in Ethanol: kst = 2.5-10°s?, 11 =390 ns

(Vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang)
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Abbildung 3.19 Ausbleichmessung von Rhodamin 6G in Ethanol; x — Messung, - — Fit, Anregung: 530.9 nm
(80 MW, horizontal polarisiert), Messung: 514.5 nm (5mW, horizontal polarisiert),
Extinktionen (0.2 mm): 530.9 nm—1.14, 514.5 nm— 0.63, Vpope — 53.3 m/s.
Beim Einsatz von Lésungsmitteln mit hohem Dampfdruck muR? darauf geachtet werden, dal3
die Probel6sung wahrend einer Messung nicht verdampft. Dies kann dadurch verhindert
werden, dal3 die Einfllléffnungen durch speziell angefertigte Stopfen verschlossen werden.
Durch dieses Verschlielfen der Proben-Spur ist es nun auch mdglich, Probelésungen
einzufdllen, die z.B. durch das Spilen mit einer bestimmten Gasmischung auf einen genau
bestimmten Sauerstoffgehalt eingestellt wurden. Das Verschlief3en verhindert dabei einen
Austausch mit der herrschenden Atmosphére. Diese Anwendung wird in Kapitel 4 genauer
beschrieben.

3.25 Variation der Probengeschwindigkeit Vprope

Um zu Uberprufen, ob durch die Variation der Probengeschwindigkeit unterschiedliche Werte
far die Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr und die Triplett-Lebensdauer 1+ erhalten
werden, wurde eine Losung von DR 25 in Ethylenglykol untersucht. Dabei wurde die
Probengeschwindigkeit in einem Bereich zwischen 17 und 47 m/s variiert. Abbildung 3.20
zeigt die Ausbleichmessungen als Funktion des Ortes, Abbildung 3.21 zeigt die Ergebnisse
nach Umrechnung auf die Zeit as x-Koordinate. Die Tabelle 3.4 fad die Ergebnisse

Zusammen.
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Abbildung 3.20 Ausbleichmessung von DR 25 in Ethylenglykol; Anregung: 568.2 nm (180 mW, horizontal
polarisiert), Messung: 550 nm (9 mW, horizontal polarisiert), Extinktionen (0. 2mm):

568.2 nm—0.64, 550 nm—0.3.
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Darstellung der Ausbleichmessungen aus Abbildung 3.20 umgerechnet auf die Zeit als x-

Abbildung 3.21
Koordinate.
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Tabelle 3.4 Ergebnisse der Ausbleichmessungen von DR 25 in Ethylenglykol.
Mef3parameter s. Abbildung 3.20.

Vprope IN M/S ksrin 10° st Tr, in us
17 m/s 6.3 4.6
21.2 6 4.2
25.4 6 4.4
339 59 4.2
46.7 6 4.2

vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang

Wie zu erwarten liefern alle Messungen im Rahmen der Mef3ungenauigkeit identische
Ergebnisse. Gleichzeitig erkennt man, dal3 sich bei Erhthung der Probengeschwindigkeit
weniger Molekile im Triplett-Zustand akkumulieren konnen. Dies zeigt sich an kleineren
Werten fur Al/l beim Triplett-Anteil des Melisignals. Fur die Anwendbarkeit des
Rotationskiivetten-Systems ergeben die Messungen, dal3 eine Ausbleichmessung bei jeder
beliebigen Probengeschwindigkeit durchgefiihrt werden kann.

3.3 Zusammenfassung

Im vorliegenden Kapitel wurde mit der Rotationskivette eine Weiterentwicklung des in
Kapitel 2 beschriebenen Transientenspektrometers vorgestellt. Es wurde beschrieben, wie die
Rotationskivette fur den Einsatz als Probenfiihrung vorbereitet, beflllt und gereinigt wird. Es
wurden erste Probemessungen durchgefiihrt, die zur Uberprifung der Anwendbarkeit des
neuen Systems dienten. Dabei zeigte sich, dal3 mit der neuen Rotationskiivetten-Technik
Mef3ergebnisse, die mit der Jet-Technik erzielt wurden, problemlos reproduziert werden
konnen. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, daf3 sich die zwei in der Rotationskivette
eingearbeiteten Proben-Spuren fir direkte Referenzmessungen verwenden lassen. Durch die
konzentrischen runden Proben-Spuren ergaben sich zwel Probleme. Zum einen bewegen sich
die Molekule im untersuchten vertikalen Mef3bereich von ca. 300 pm nicht exakt geradlinig.
Sowohl die Berechnung als auch die Uberpriifung durch 2D-Messung nach erfolgter Justage
der Rotationskivette im Strahlengang zeigten, dal3 die Abweichung von der geradlinigen
Bewegung vernachlassigbar ist. Zum anderen ergeben sich durch das geringe Probenvolumen
Schwierigkeiten bei Messungen mit photoinstabilen Proben. Die Uberprifung dieses
Sachverhaltes ergab, dald durch eine Beschrankung auf eine kurze Mefdzeit und durch die

Programmierung einer Hin- und Herbewegung der Rotationskiivette im Strahlengang dieses
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Problem minimiert werden kann. Bei der Variation der Probengeschwindigkeit hat sich
gezeigt, dal3 dies keinen Einflul? auf die Bestimmung der Parameter 1+ und ksr austibt.
Messungen mit dem neuen  Rotationskivetten-System  konnen  somit  bel
Probengeschwindigkeiten von bis zu 70 m/s durchgefiihrt werden. Zuletzt konnte gezeigt
werden, dal3 der Einsatz niederviskoser Lésungsmittel problemlos mdglich ist. Dabei 183t sich
das Verdampfen von Lésungsmitteln mit hohem Dampfdruck durch das Verschlief3en der
Einfull6ffnungen mit speziell angefertigten Stopfen verhindern. Somit steht mit der
Rotationskivetten-Technik ein verbessertes Mel3system zur Verfligung, das die folgenden

Vorteile gegeniiber der aten Jet-Technik aufweist:

1) Die Probengeschwindigkeit ist in einem Bereich bis ca. 70 m/s beliebig einstellbar.
Dadurch erhdt man eine verbesserte zeitliche Auflésung Twin von ca. 100-200 ns

(gegentiber 0.7 ps mit der Jet-Technik).

2) Durch die beiden in die Rotationsktivette eingearbeiteten Proben-Spuren sind

Referenzmessungen moglich.

3) Durch das geringe Volumen der Proben-Spuren (ca. 0.5 ml, Schichtdicke: 0.2 mm)
ist eine um den Faktor 200 geringere Probenmenge als bel der Jet-Technik (ca.
50 ml, Schichtdicke: 0.1 mm) fur eine Ausbleichmessung notwendig. z. B.
Rhodamin 6G: Kuvetten-Technik — ca. 0.1 mg, Jet-Technik — ca. 20 mg.

4) Der Austausch einer Proben-Losung 183t sich sehr schnell durchfihren.
5) Eslassen sich nahezu alle Losungsmittel einsetzen.

6) Der Gasgehalt der Proben-LOsungen |&(dt sich einstellen.
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4 Anwendung der neuen Rotationsklivetten-Technik

Nachdem im Kapitel 3 die Anwendbarkeit der neuen Rotationskiivetten-Technik Uberpruft
worden ist, sollen im vorliegenden Kapitel Messungen vorgestellt werden, die in dieser Form
mit der Jet-Technik nicht moéglich waren. Zunéchst werden Ausbleichmessungen von
Laserfarbstoffen in niederviskosen Lésungsmitteln dargestellt. In diesen Lésungsmitteln
liegen bis jetzt keine Daten Uber angeregte Zustande selbst fur einen so intensiv untersuchten
Farbstoff wie Rhodamin 6G vor. Weiterhin wird der Einflu3 des Sauerstoffgehaltes des
Losungsmittels auf die Intersystem-Crossing Ratenkonstante und die Triplett-Lebensdauer
untersucht. Zuletzt wird das MefRprinzip kritisch untersucht und erste Uberlegungen fir ein

auf Fluoreszenz beruhendes Mel3verfahren dargestellt.

4.1 Probenvorbereitung

Da es sich bei dem beschriebenen Transientenspektrometer um ein hochempfindliches
Mel3gerdt fur transiente Zustande handelt, ist es notwendig, die zu untersuchenden
Farbstofflésungen sorgfétig herzustellen. Dabei ist zum einen darauf zu achten, dal3 die
verwendeten Farbstoffproben eine mdglichst hohe Reinheit aufweisen, da bereits geringe
Verunreinigungen die Mef3ergebnisse verfaschen konnen. Die Reinheit der Proben wurde
chromatographisch tberprift. Die in den weiteren Kapiteln aufgefihrten Farbstoffe wiesen
keine signifikanten Verunreinigungen auf. Weiterhin mul3 darauf geachtet werden, dal? ebenso
die verwendeten LoOsungsmittel keine Verunreinigungen enthalten. Daher wurden
ausschliefdlich hochreine Losungsmittel verwendet. Gegebenenfalls wurden die L ésungsmittel
dedtilliert. Nach der Herstellung einer Farbstofflosung wurden die Proben filtriert
(CHROMAFIL Einmalfilter, Typ O-45/25, Porendurchmesser 0.45 um, Fa. Macherey-Nagel).
Die aufgefuihrten Messungen wurden bei Raumtemperatur (20°C) durchgefihrt.

4.2 Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in verschiedenen L 6sungsmitteln

Neben dem fir die Jet-Technik Ublichen Losungsmittel Ethylenglykol (p.A., Fa. Merck)
wurden anhand der Rotationskivetten-Technik vier weitere, niederviskose Lésungsmittel fir
die Ausbleichmessung von Rhodamin 6G (Radient Dyes) eingesetzt: Ethanol, Acetonitril,
Chloroform (alle UVASOL, Fa. Merck) und Wasser (tridestilliert). In Abbildung 4.1 sind die
vier Ausbleichmessungen dargestellt. Zur besseren Ubersicht sind die Signalmaxima auf
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einen enhetlichen Wert von Al/l =0.1 skaliert. Tabelle 4.1 und 4.1.1 zeigen die
Mefergebnisse und die experimentellen Parameter.

Man erkennt, dal3 nur die Ausbleichmessungen in Ethylenglykol, Ethanol und Acetonitril eine
eindeutige Auswertung zulassen, da hier deutlich das exponentielle Abklingen des Triplett-
Zustandes zu erkennen ist. Bel der Messung in Chloroform erhdt man keinen
monoexponentiellen Zusammenhang. Daher enthdlt die Tabelle 4.1 keine Werte fur ksr und
Tr (dies wird in Kapitel 6.5 nachgeholt). Die Ursache fur dieses Verhalten in Chloroform ist
ungeklart. Weiterhin beobachtet man bei Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in
Chloroform eine stark reduzierte Photostabilitét. Wahrend mehrfach wiederholte Messungen
in Ethylenglykol keine Auswirkung auf die Mef3ergebnisse haben, zeigen sich bei Chloroform
als Losungsmittel schnell Anderungen des Mefisignals. Hierbei &uBern sich diese
Veranderungen im Gegensatz zu den in Kapitel 3.2.3 beobachteten Verlangerungen der
Triplett-Lebensdauer zusétzlich in einer kontinuierlichen Verringerung des Mef3signals. Die
Ursache fir dieses Verhaten ist bislang unbekannt. Nach [30] ergeben sich mit Chloroform
als Losungsmittel bei Ausbleichmessungen anderer Laserfarbstoffe ebenfalls Schwierigkeiten
der beschriebenen Art. Im Gegensatiz zu Chloroform ist die Auswertung der
Ausbleichmessung in Wasser durch das stark verrauschte Signal problematisch. Ursache
hierfur ist die sehr geringe Extinktion der Losung in der Proben-Spur (Dicke: 0,2 mm), die
einer Absorption von 1.4 % entspricht. Da sich bei hoheren Konzentrationen in Wasser
Dimere von Rhodamin 6G bilden, lassen sich keine héheren Extinktionen fir die Messung
einstellen, da dann die Ergebnisse verfalscht wirden. Bel den Messungen in Chloroform und
Wasser zeigen sich die Nachteile des Mef3verfahrens des Trans entenspektrometers. Einerseits
storen die Absorptionen angeregter Zustande bei der Mefl3wellenldnge. Andererseits sollte die
Konzentration der zu untersuchenden Probelésung nicht zu gering sein, um moglichst
rauscharm messen zu kénnen. Zwar 18/ sich das Rauschen durch Anpassen verschiedener
Parameter des Lock-In Verstdrkers und in der Software zur Aufnahme der Mel¥daten
verringern, doch erhoht dies die Mef3zeit. Dies fuhrt wiederum bel photoinstabilen Proben zur
Photozerstorung.

Wie in den vorangegangenen Kapiteln wird auch in Tabelle 4.1 die Intersystem-Crossing
Ratenkonstante ks aufgefiihrt, die aus den jeweiligen Mef3groRen (kg oder kg ) unter

Berlicksichtigung der in den verschiedenen Losungsmitteln auftretenden Anisotropie

berechnet wurde. In Ethylenglykol ergab sich der Faktor k¢, /ksr zu 0.7, in Wasser zu 0.8,
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wahrend in niederviskosen Losungsmitteln wie Ethanol, Acetonitril und Chloroform dieser

gleich 1ist (estritt keine mef3bare Anisotropie auf).
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Abbildung 4.1 Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in verschiedenen Ldsungsmitteln; experimentelle

Daten s. Tabelle 4.1.

Tabelle 4.1 Mef3ergebnisse und experimentelle Daten fur die Ausbleichmessungen von
Rhodamin 6G in verschiedenen Losungsmitteln.
Kst Tt | VProbe Anregung Messung
Ldsungs-
mittel - A |Leistung| polai- A |Leistung| polai-
10°s™ | us | m/s . .
nm mW SatIOI‘l nm mW SatIOI‘l
E;m(i? 83 14.35| 14.3 | 530.9 90 horizontal | 514.5 25 horizontal
Ethanol 25 0.4 | 53.3 | 530.9 80 horizontal | 514.5 5 horizontal
Wasser 88 | 19| 20.6 | 530.9 80 horizontal | 514.5 5 horizontal
An‘fﬁlcl’ 13 | 06| 40.7 | 5208 | 60 |horizontal| 5145 | 10 | vertikal
CP(');’%O 2 | 2| 1415309 | 80 |horizontal| 5145 | 4 vertikal

vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang
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Tabelle4.1.1 Extinktionen der verwendeten Rhodamin 6G-Lésungen.
L 6sungsmitte Extinkti on an der Exti nkti"on an der
Anregungswellenlange (0.2 mm) Mel3wellenlange (0.2 mm)

Ethylenglykol 0.99 0.49

Ethanol 11 0.63

Wasser 0.006 0.0046
Acetonitril 0.64 0.52
Chloroform 1 0.72

In Kapitel 3.2.3 wurde bereits darauf verwiesen, dal3 sowohl die Ratenkonstante fir

Intersystem-Crossing kst as auch die Triplett-Lebensdauer 1t von  der
Sauerstoffkonzentration in der Losung abhéngig sind. Demnach sollten sich die in den
jeweiligen Losungsmitteln bestimmten Werte fir ks und tr in den Sauerstoffléslichkeiten der
betreffenden Losungsmittel widerspiegeln. In Tabelle 4.2 sind die Sauerstoffkonzentrationen
der jewelligen luftgesédttigten Losungsmittel mit den ermitteltet Werten fir ks und 1t

gegenubergestel|t.

Tabelle 4.2 Gegenuberstellung der Sauerstoffkonzentrationen mit den ermittelten
Mol ekiil parametern von Rhodamin 6G in ver schiedenen Lésungsmitteln.
L ésungsmittel bei ﬁg;?{;ﬁﬁgzﬁnﬁ ?20[6')2[]31] ksrin 10° s* Trinps
Ethylenglykol 0.12 8.3 4.3
Wasser 0.29 8.8 15
Acetonitril 1.9 13 0.5
Ethanol 21 25 0.4

vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang

Zwar werden die Verhdtnisse der Sauerstoffkonzentrationen nicht exakt durch die Werte fir
kst und tr wiedergegeben. Doch die Relhenfolge der Werte stimmt mit denen der
Sauerstoffléglichkeit Gberein. So ergibt sich z.B. fur Rhodamin 6G in Ethylenglykol, in dem
die geringste Sauerstoffkonzentration bel Luftséttigung vorliegt, entsprechend die léngste
Triplett-Lebensdauer, da hier die Ldschung des Triplett-Zustandes durch molekularen
Sauerstoff am geringsten ist. Bei Ethanol erhdt man die hdchste Sauerstoffkonzentration.
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Dementsprechend weist Rhodamin 6G in diesem Losungsmittel die kleinste Triplett-
Lebensdauer auf. Zusammenfassend zeigt sich aso, dald molekularer Sauerstoff eine
entscheidende Rolle bei der Léschung des Triplett-Zustandes von Rhodamin 6G spielt. Im
folgenden Kapitel wird der EinfluR von molekularem Sauerstoff auf die molekularen

Parameter kst und T+ genauer untersucht.

4.3 Einfluld von geléstem Sauer stoff auf Inter system-Crossing und Triplett-
L ebensdauer von Rhodamin 6G

In [22, 25] wurden bereits Messungen zur Sauerstoffabhéngigkeit der Intersystem-Crossing
Ratenkonstante kst und der Triplett-Lebensdauer 1+ vorgestellt. Allerdings mufite dort auf die
Jet-Technik zuriickgegriffen werden. Diese Technik lief3 nur drei Mef3punkte zu, die
zusétzlich durch direkten Atmosphérenkontakt verfascht wurden. Durch Spulen der
umgepumpten Farbstofflésung mit Stickstoff oder Sauerstoff erhielt man nahezu stickstoff-
bzw. sauerstoff-gesdttigte Losungen. Ohne Spilen der Farbstofflosung erhielt man
entsprechend eine luftgesdttigte Losung. Die Einstellung anderer Sauerstoffkonzentrationen
war hier nicht moglich, so dal3 eine Auswertung der gewonnenen Daten mit drel Mef3punkten
vorgenommen werden mufdte. Anhand der neuen Rotationskivetten-Technik lassen sich nun
beliebige Sauerstoffkonzentrationen im Rahmen der maximalen Loslichkeit einstellen. Um
eine Farbstoffldsung mit einem definierten Gasgemisch zu spilen, wurde zunéchst eine

entsprechende Apparatur aufgebaut, da kommerzielle Geréte sehr kostspielig sind.

4.3.1 Apparatur zur Einstellung definierter Gasgemische aus Stickstoff und Sauerstoff

Abbildung 4.2 zeigt eine Apparatur zur Herstellung von Gasgemischen aus Sauerstoff und
Stickstoff. Zwei Gasstrome - Stickstoff und Sauerstoff — werden Uber en Y-
Verbindungsstiick vereinigt und tber einen Dreiwegehahn durch eine Waschflasche in einen
Dreihalskolben geleitet. Diese Waschflasche enthélt das gleiche Losungsmittel, in welchem
die Farbstoffprobe gelost ist. Durch das Hindurchleiten des Gasstromes durch die
Farbstoffl6sung wird diese mit dem Gasgemisch geséttigt. Anschlief?end wird der Gasstrom
durch eine zweite Waschflasche geleitet, die ebenfalls das verwendete Lésungsmittel enthélt.
Durch eine Pipette kann die mit dem Gasgemisch geséttigte Farbstofflésung aus dem
Dreihalskolben entnommen werden. Die beiden Waschflaschen dienen zur Séttigung der
Gasatmosphdare mit dem verwendeten LoOsungsmittel. Dadurch kann ein schnelles

Verdampfen des Ldsungsmittels aus dem Dreihalskolben verhindert werden. Dies ist
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besonders bei Losungsmitteln mit hohem Dampfdruck erforderlich. Um einer etwaigen
Abkihlung der Farbstofflésung bei Verdampfung des Ldsungsmittels entgegenzuwirken,
tauchen die beiden Waschflaschen und der Dreihalskolben in ein Temperierbad ein. Auf diese
Weise kann die Farbstofflosung auf Raumtemperatur temperiert werden. Die
Zusammensetzung des Gasgemisches kann durch die Einstellungen an den Rotametern
(Sauerstoff: Mefdrohr L25/1000-12750, fur Stickstoff umgerechnet: Mefdrohr L25/1000-
12585, Fa. Rota Yokogawa) vorgenommen werden. Diese regeln die Menge des

durchstromenden Gasvolumensin I/h.

R-N R-O
2 N O 2
\ /
N2
_> —_
A
St
/ \IZI
I ] 7]
R
Abbildung 4.2 Apparatur zur Gasgemischherstellung; R-N, — Rotameter fur Stickstoff, R-O, — Rotameter

fur Sauerstoff, D — Dreiwegehahn, W-—Waschflasche, P —Pipette, S —durchbohrte
Sopfen, R-— Rotationskiivette, H — Zweiwegehahn, FL — Farbstofflésung, G — Glasfritte
zum Durchleiten von Gas, T — Temperierbad, A — AbfUhrschlauch.

4.3.2 Herstellen einer mit einem Gasgemisch geséttigten FarbstofflGsung

Im folgenden wird das prinzipielle Vorgehen zur Herstellung einer mit einem Gasgemisch
geséttigten FarbstofflGsung beschrieben.

Zunéchst wird die Farbstoffl6sung in den gereinigten Dreihal skolben eingefillt. Anschlief3end
werden die fur die jeweilige Gasmischung notwendigen Fluf3raten an den beiden Rotametern
eingestellt. Der Dreiwegehahn wird so eingestellt, da® das Gasgemisch durch die
Waschflaschen und den Dreihalskolben geleitet wird. Zur Séttigung der Farbstoffldsung wird

das Durchleiten fur 15 Minuten fortgesetzt. Danach wird der Dreiwegehahn so eingestellt, dal3
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der Gasstrom sowohl durch den Dreihalskolben als auch durch einen weiteren Schlauch
verlauft. Die Zweiwegehdhne (s. Abbildung 4.2) werden zugedreht, so da die
Gasatmosphére im Dreihalskolben verbleibt. Der nun durch den zusétzlichen Schlauch
verlaufende Gaststrom wird zum Spilen der Rotationskiivette genutzt. Dadurch ist
gewdhrleistet, dal3 in der verwendeten Proben-Spur die gleiche Gasatmosphére herrscht wiein
dem Dreihalskolben. Durch das Aufsetzen eines Abfiihrschlauches gemald Abbildung 4.2 wird
verhindert, dald Luft schnell zurtick in die Proben-Spur gelangen kann. Vor dem Aufziehen
der Farbstofflosung mit der Pipette ragt deren Ende noch nicht in die Farbstofflésung ein.
Dadurch ist es moglich, auch den Luftraum der leeren Pipette mit dem Gasgemisch zu fullen.
Nach dem Aufziehen und dem Einfillen der Farbstofflésung in die Proben-Spur wird diese
sofort mit Stopfen luftdicht verschlossen und die Messung mit dem Transientenspektrometer
unmittelbar darauf durchgefiihrt. Durch dieses Vorgehen wird weitestgehend verhindert, dal3
die Farbstofflosung in Kontakt mit der Laborluft kommt und die Konzentrationen an gelGsten

Gasen verandert werden.

4.3.3 Uberprifung der Luftdichtigkeit der Proben-Spuren

Neben der richtigen Einstellung der Gasgemische mul3 sichergestellt sein, dal’® wahrend einer
Messung kein Kontakt der verwendeten Farbstofflésung mit der Laborluft herrscht, da
ansonsten die Konzentration an Sauerstoff in der Losung verandert werden kann. Daher
wurden Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in stickstoffgeséttigtem Ethylenglykol bzw.
Ethanol durchgefuihrt, wobei in die innere und &uf3ere Proben-Spur identische Lésungen
eingefullt wurden. Die innere Spur wurde mit Stopfen verschlossen, wahrend die &uf3ere Spur
nicht verschlossen wurde. Dadurch konnte direkt verglichen werden, wie schnell sich die
Sauerstoffkonzentration der Farbstofflosung der der Laborluft angleicht und ob die
verwendeten Stopfen eine Proben-Spur luftdicht abschlief3en. Die Ausbleichmessungen
wurden in regelmaldigen Zeitabstanden wiederholt und miteinander verglichen. In Abbildung
4.3 bis Abbildung 4.6 sind die erhaltenen Ergebnisse fur Ethylenglykol und Ethanol als
Losungsmittel mit und ohne Verschlul® der Proben-Spuren dargestellt.

Bel stickstoffgeséttigtem Ethylenglykol als Lésungsmittel erkennt man, dald sowohl bel
verschlossener wie unverschlossener Proben-Spur immer die gleichen Ergebnisse erhalten
wurden. Offensichtlich ist ein Transport von Sauerstoff in die rotierende Proben-Spur nur in
sehr geringem, nicht melfbarem Mal3e moglich. Bei stickstoffgeséttigtem Ethanol als
Losungsmittel ist dieser Sachverhalt anders. Hier erkennt man bei nicht verschlossener
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Proben-Spur bereits nach wenigen Minuten einen deutlichen Effekt. Durch nachgelieferten
Sauerstoff wird die Triplett-Lebensdauer verringert. Nach ca 50 Minuten nimmt die
Farbstofflésung die der Laborluft entsprechende Sauerstoffkonzentration an. Zusétzlich
verdampft Ethanol aus der Proben-Spur. Bei verschlossener Proben-Spur dagegen zeigt sich,
dai3 die Triplett-Lebensdauer in einem Zeitraum von ca. 70 Minuten nahezu konstant bleibt.
Hier wird keine Verringerung der Triplett-Lebensdauer beobachtet. Die auftretende geringe
Verlangerung der Triplett-Lebensdauer ist vermutlich auf Photodissoziation zurtickzufihren
(vgl. Kapitel 3.2.3). Somit zeigt sich, dal? die Proben-Spuren mit den angefertigten Stopfen
ausreichend luftdicht verschlossen werden konnen und Messungen in Abhéngigkeit von der

Sauerstoffkonzentration des L ésungsmittels durchftihrbar sind.

Ve 0% S S E:sas:‘y“g A6
/

—— Start der Messung

————— nach 7 min

—-—-- hach 18 min
—--—- hach 28 min
77777 nach 70 min

T I T I T I T I T I T I T I T I T 1
-50 0 50 100 150 200 250 300 350 400
AX, pm -
Abbildung 4.3 Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in dtickstoffgesdttigtem  Ethylenglykol bei

verschlossener innerer Proben-Spur; Anregung: 530.9 nm (80 mW, horizontal polarisiert),
Messung: 514.5nm (10 mW, vertikal polarisiert), Extinktion (0.2 mm): 530.9 nm-1,
514.5 nm— 0.48, Vprone — 13.9 Vs,
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—— Start der Messung

————— nach 2 min
—-—-- nach 13 min
—--—- nach 22 min
————— nach 44 min
T | T | T | T | T | T | T | T | T 1
-50 0 50 100 150 200 250 300 350 400
AX, pm -

Abbildung 4.4 Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in Ethylenglykol bei nicht verschlossener auf3erer
Proben-Spur ; Anregung: 530.9 nm (80 mW, horizontal polarisiert), Messung: 514.5 nm
(10 mW, vertikal polarisiert), Extinktion (0.2 mm): 530.9 nm—1, 514.5 nm— 0.48, Vpgpe —
17.1 m/s.
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Abbildung 4.5 Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in Ethanol bei verschlossener innerer Proben-
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Spur; Anregung: 530.9 nm (80 mW, horizontal polarisiert), Messung: 514.5 nm (10 mw,
vertikal polarisiert), Extinktion (0.2 mm): 530.9 nm— 1, 514.5 nm — 0.53, Vprgne — 14.1 mMV/s.
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Abbildung 4.6

Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in Ethanol bei nicht verschlossener &Auf3erer
Proben-Spur; Anregung: 530.9 nm (80 mW, horizontal polarisiert), Messung: 514.5 nm
(10 mW, vertikal polarisiert), Extinktion (0.2 mm): 530.9nm-1, 514.5nm-0.53,
Vprope — 17.3 NVs.

Die aus den durchgefuihrten Messungen erhaltenen molekularen Parameter fir Rhodamin 6G

in stickstoffgeséttigten Losungsmitteln sind in Tabelle 4.3 zusammengefaldt. Dabel ist die

Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr in Ethylenglykol tber den Faktor kg, /ksr = 1.23
[24] bestimmt worden.

Tabdlle4.3 Molekulare Parameter von Rhodamin 6G

in  stickstoffgesattigten
Ldsungsmitteln.
Rhodamin 6G in 5 1
stickstoffgeséttigtem... ksr, 10° s T, HS
Ethylenglykol 54 145
Ethanol 5.4 16
vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang

Bel der Betrachtung der molekularen Parameter von Rhodamin 6G in nahezu sauerstofffreien
Losungsmitteln muld folgendes berticksichtigt werden. Es ist sicherlich nicht méglich, durch

das Spulen mit reinem Stickstoff jeglichen Sauerstoff aus einem Ldsungsmittel zu vertreiben.
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Besonders das Umfiillen der Losung in die Klivette ist dabel ein kritischer Moment, da hier
die Farbstofflésung mit der umgebenden Luft in Kontakt tritt. Daher ist es nicht
verwunderlich, dal3 die Reproduktion speziell dieser Messungen problematisch ist, da bereits
kleinste Mengen Sauerstoff die Triplett-Lebensdauer erheblich verringern kénnen. Dies ist
von besonderer Bedeutung, wenn sich Sauerstoff sehr schnell in dem betreffenden
Losungsmittel [6st. In Kapitel 4.3.4 werden bel der Auswertung der sauerstoffabhéngigen
Ausbleichmessungen geringere Triplett-Lebensdauern fur sauerstofffreie Farbstofflésungen
von Rhodamin 6G in Ethanol bzw. Ethylenglykol erhalten. Hier wird deutlich, dafld bei der
Durchfihrung der in Abbildung 4.3 bis Abbildung 4.6 dargestellten Messungen das
Vertreiben des Sauerstoffs aus den Losungsmitteln besonders gut gelungen ist. Eine
Verbesserung des in Kapitel 4.3.2 beschriebenen Verfahrens zur Herstellung von
Farbstofflsungen mit definierten Sauerstoffkonzentrationen ist durch die Verwendung einer
luftdichten Box denkbar, die mit dem gleichen Gasgemisch gefillt ist, das zum Spulen der
jeweiligen Farbstofflésung verwendet werden soll. In dieser Box wirde dann der gesamte
Prozef3 der Gasgemischherstellung, der Spulung der Farbstofflésung und der Befillung der
Rotationskiivette durchgefuhrt. Dadurch wére eine nahezu sichere Einstellung von
Sauerstoffkonzentrationen in Farbstofflosungen denkbar. Allerdings ist diese Methode
wesentlich aufwendiger und fur die schwerpunktmailige Arbeit mit sauerstoffabhéngigen

M essungen angebracht.

4.3.4 Ausbleichmessungen in Abhéngigkeit von der Sauerstoffkonzentration
Der Einflul3 des gelosten Sauerstoffs auf die Triplett-Lebensdauer t+ und die Intersystem-

Crossing Ratenkonstante kst von Rhodamin 6G wurde in drei verschiedenen Ldsungsmitteln
untersucht: Ethylenglykol, Ethanol und Acetonitril. Eine weitere Messung in Wasser ist in
Kapitel 6.1 aufgefihrt. Fir alle genannten Losungsmittel wurden sechs bzw. funf
Gasgemische aus Sauerstoff und Stickstoff (0, 20, 40, 60, 80 und 100 % Sauerstoff) mit dem
in Kapitel 4.3.2 beschriebenen Verfahren eingestellt. Gemal3 den verschiedenen Loslichkeiten
fur Sauerstoff ergaben sich jewells sechs (funf) verschiedene Konzentrationen an gelstem
Sauerstoff im  jeweiligen  Losungsmittel. Tabelle4.4 zeigt die maximalen
Sauerstoffldslichkeiten in den genannten Ldsungsmitteln [31].
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Tabelle 4.4 Maximal e Sauer stoffl6slichkeiten in verschiedenen Lésungsmitteln.

L sungsmittel Sauerstof.fkpnzent.ratio_r; [O,] bel
Sauerstoffsattigung in 10° mol/l [31]
Ethylenglykol 0.58 (20°C)
Wasser 1.39 (20°C)
Acetonitril 9.1 (24°C)
Ethanol 10.1 (20°C)

Abbildung 4.7 bis Abbildung 4.9 zeigen die Ausbleichmessungen in den verschiedenen
Losungsmitteln. Da jede einzelne Messung zum Erzielen einer optimalen Zeitaufldsung mit
einer dementsprechend angepalten Probengeschwindigkeit durchgefihrt wurde, sind die

Mefdsignale in die Zeitdomane umgerechnet worden, um einen direkten Vergleich ziehen zu

konnen.
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Abbildung 4.7 Ausbleichmessung von Rhodamin 6G in Ethylenglykol in Abhangigkeit von der

Sauerstoffkonzentration;  Anregung: 514.5nm (110 mW, horizontal  polarisiert),
Messung: 514.5nm (5mW, vertikal polarisiert), Extinktion (0.2 mm): 514.5 nm-0.5,
Vprobe: 12 — 22 s,
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Abbildung 4.8 Ausbleichmessung von Rhodamin 6G in Ethanol in Abhéngigkeit von der
Sauerstoffkonzentration;  Anregung: 514.5nm (100 mwW, horizontal  polarisiert),
Messung: 514.5nm (5 mW, vertikal polarisiert), Extinktion (0.2 mm): 514.5 nm-0.7,
Vprobe: 45— 62 s,
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Abbildung 4.9 Ausbleichmessung von Rhodamin 6G in Acetonitril in Abhéngigkeit von der

Sauerstoffkonzentration;  Anregung: 520.8 nm (60 mW,  horizontal ~ polarisiert),
Messung: 514.5 nm (10 mW, vertikal polarisiert), Extinktionen (0.2 mm): 520.8 nm—0.64,
514.5 nm—0.52, Vprgpe: 41 —53 my's.
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In Tabelle 4.5 sind die ermittelten molekularen Parameter zusammengefaldt. Zusétzlich sind
dort die entsprechenden Sauerstoffkonzentrationen im jeweiligen Lésungsmittel aufgefihrt.
Dabel wurde die Giltigkeit des Henry-Daltonschen Gesetzes vorausgesetzt. Dieses sagt aus,
dald bel einer gegebenen Temperatur das in einer bestimmten Fllssigkeitsmenge gelGste
Gasvolumen dem Partialdruck des Gases in der Gasphase proportional ist.

Tabelle 4.5 Molekulare Parameter von Rhodamin 6G in verschiedenen Losungsmitteln
bei ver schiedenen Sauer stoffkonzentrationen.

Sauerstoffgehalt des | Sauerstoffkonzentration K . 1t
L dsungsmittel Gasgemisches im Lésungsmittel [31] 105STS 1 T 10° ;_1
% mmol/I HS
0 0 5.7 90 0.011
20 0.12 6.6 5 0.2
40 0.23 7.6 2.8 0.36
Ethylenglykol
60 0.35 9.3 1.7 0.59
80 0.46 114 1.3 0.79
100 0.58 13.6 1 1
0 0 85 1.5 0.67
20 2 23 0.35 29
40 4 30 0.23 4.3
Ethanol
60 6.1 33 0.2 5
80 8.1 43 0.15 6.7
100 10.1 62 0.12 8.3
0 0 154 0.77 13
20 1.8 159 0.56 1.8
Acetonitril 40 3.6 191 04 25
60 55 185 0.3 3.3
80 7.3 21.6 0.26 3.8

vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang

Vergleicht man die Werte der molekularen Parameter von Rhodamin 6G bel einer
Gasmischung von 20 % Sauerstoff und 80 % Stickstoff mit denen bel |uftgeséttigten
Losungen (Luft sollte ebenfalls ca. 20 % Sauerstoff enthalten) in den entsprechenden
L 6sungsmitteln, so erkennt man eine gute Ubereinstimmung (s. Tabelle 4.2). Dies zeigt, dai

die Apparatur zur Herstellung der Gasgemische mit ausreichender Genauigkeit verwendet
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werden kann. Weiterhin sieht man, wie in Kapitel 4.2 bereits angefuhrt, da® hohe
Sauerstoffkonzentrationen im Losungsmittel zu kurzen Triplett-Lebensdauern und erhéhten
Intersystem-Crossing Ratenkonstanten des Laserfarbstoffes flihren. Bei der Diskussion der
erhaltenen Mef3ergebnisse muld betont werden, dal3 die Genauigkeit der Werte fur die
Intersystem-Crossing Ratenkonstante mal3geblich durch eine mdglichst genaue Ermittlung der
Triplett-Lebensdauer bestimmt wird. Bei einer Ausbleichmessung, bel der die Triplett-
Lebensdauer nur ungenau bestimmt werden kann, ist eine Abweichung in der resultierenden

Intersystem-Crossing Ratenkonstante von ca. 30 % zu bertcksichtigen.

In [22,26,25] sind die theoretischen Zusammenhange zwischen Intersystem-Crossing
Ratenkonstante bzw. der Triplett-Lebensdauer und der Sauerstoffkonzentration dargelegt.
Demnach gehorcht die Triplett-L6schung durch Sauerstoff einer Reaktion 2. Ordnung, was zu
folgender Abhangigkeit fuhrt:

i:i-"kL B:(Oz) 41

Ty TT,O
Durch eine Auftragung von 1/tr gegen die Sauerstoffkonzentration im Losungsmittel, bzw.
dem Sauerstoffanteil des Gasgemisches bei Guiltigkeit des Henry-Daltonschen Gesetzes, sollte
eine Gerade erhalten werden, aus deren Steigung die Léschkonstante k. ermittelt werden
kann. Fur die Intersystem-Crossing Ratenkonstante wird folgender Zusammenhang

angenommen [22, 26, 25]:

ker =kgr +k, [2(0,) 4.2

Hier erhdt man bel der Auftragung der Intersystem-Crossing Ratenkonstante gegen die
Sauerstoffkonzentration im Losungsmittel eine Gerade, aus der dann analog die
Loschkonstante kg ermittelt werden kann. Abbildung 4.10 bis Abbildung 4.13 zeigen die
ermittelten Ergebnisse. Dabei ist einmal der Sauerstoffanteil des Gasgemisches in Prozent und
einmal die berechnete Sauerstoffkonzentration im jeweiligen Ldsungsmittel als Abszisse
gewdahlt worden. Die daraus gewonnen Daten sind in Tabelle 4.6 zusammengefalit.
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70

604 + Ethylenglykol X
| x Ethanol
50| * Acetonitril

kST in 1055-1 ——

T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Sauerstoffkonzentration des Gasgemischesin %=
Abbildung 4.10

Intersystem-Crossing Ratenkonstante von Rhodamin 6G in  Abhangigkeit vom
Sauer stoffanteil des Gasgemisches.

10

+ Ethylenglykol

x Ethanol X
8- x Acetonitril

Ut7in 108 st =

T [ T [ T [ T 1
0 20 40 60 80 100
Sauerstoffkonzentration des Gasgemischesin %=

Abbildung 4.11

Triplett-Lebensdauer von Rhodamin 6G in Abhangigkeit vom Sauerstoffanteil des
Gasgemisches.
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Abbildung 4.12 Intersystem-Crossing Ratenkonstante von Rhodamin 6G in  Abhangigkeit der
Sauer stoffkonzentration des Lésungsmittels.
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Sauerstoffkonzentration des Lésungsmittelsin mmol/l-=

Abbildung 4.13

Triplett-Lebensdauer von Rhodamin 6G in Abhangigkeit der Sauerstoffkonzentration des
Loésungsmittels.

Tabelle 4.6

Ermittelte Werte fur k. und k; von Rhodamin 6G in verschiedenen
Ldsungsmitteln.
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11
L ésungsmittel ker =k +k, [£(0,) ! e k, [€(0,)
T T,0
ke, 10°st kg, 10°1/(mol -s) Tro, US ki, 10° I/(mol -s)
Ethylenglykol 5.1 13.7 465 16.7
Acetonitril 15.1 0.8 0.9 3.7
Ethanol 9.7 47 1 7.4

! _vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang

Man erkennt, dal3 sich Rhodamin 6G in Ethylenglykol deutlich anders verhdt als in den
anderen beiden Losungsmitteln. In Ethylenglykol ist die Abhangigkeit der Intersystem-
Crossing Ratenkonstante und der Triplett-Lebensdauer von der Sauerstoffkonzentration
wesentlich stérker ausgebildet als in Ethanol und Acetonitril. Der ermittelte Wert fur k. von
1.7-10° I/(mol -s) stimmt mit dem in [22] bestimmten Wert von 1.3-10° [/(mol-s) gut tiberein.
Die GrofRe von K ist jedoch um einen Faktor 14 groRer asin [22] (0.95-10° I/(mol -s)). Dabei
ist zu berticksichtigen, dal3 bei den Messungen in [22] die Sauerstoffkonzentration nur sehr
ungenau eingestellt werden konnten. Die daraus resultierenden Abweichungen der zu
bestimmenden Triplett-Lebensdauern beeinflussen die berechneten Werte fur kst erheblich.
Daher ist es nicht verwunderlich, da3 die Daten einer Mefdreihe von Ausbleichmessungen
einerseits einen sehr ahnlichen Wert fur ki liefern und andererseits einen um den Faktor 14 zu
kleinen Wert fir kg Da in [22] die Jet-Technik angewendet wurde, liegen dort keine
Vergleichswerte fur Acetonitril und Ethanol vor, da diese Ldsungsmittel eine zu niedrige
Viskositat aufweisen. Eine weitere Auffalligkeit zeigt Rhodamin 6G in Acetonitril mit einem
sehr geringen Einfluld der Sauerstoffkonzentration auf die Intersystem-Crossing
Ratenkonstante. Die Ursache hierfir ist noch ungekléart. Aufféllig ist weiterhin der
Unterschied bei den durch Abwesenheit von Sauerstoff maximal erreichbaren Triplett-
Lebensdauern 1ro. Hier ergibt sich durch eine lineare Regression der ermittelten Daten in
Ethylenglykol ein Wert von ca. 500 ps gegentiber von rund 1 us bei Acetonitril und Ethanol.
Bel den in Kapitel 4.3.3 vorgestellten Messungen von Rhodamin 6G in sauerstofffreien
Losungsmitteln ergaben sich in Ethylenglykol 145 ps und in Ethanol 16 ps. Wahrend der
Mel3wert fur sauerstofffreies Ethylenglykol gut mit dem in Tabelle 4.5 aufgefuhrten Wert
(90 pus) Ubereinstimmt, weicht der fur sauerstofffreies Ethanol erheblich ab (16 gegeniber
1.5 pus). Doch selbst bei der Berlicksichtigung dieses Wertes a's fester Achsenabschnitt erhalt
man eine nur geringe Erhdhung der Loschkonstante k. von 7.4-10%1/(mol-s) auf
8.6:10%1/(moal-s).
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Der Vergleich der maximalen Triplett-Lebensdauern tr o deutet darauf hin, dal3 in Acetonitril
und Ethanol weitere effiziente Loschprozesse zur Deaktivierung des Triplett-Zustandes
vorhanden sein missen. Die in Kapitel 4.3.3 ermittelten Werte fur kg, in sauerstofffreien
Losungsmitteln ergeben im Falle von Ethylenglykol mit 5.4-10° s (s. Tabelle 4.3) wiederum
eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem aus der linearen Regression gewonnenen Wert fiir
k2. (5.1-10°s™). Im Falle von Ethanol unterscheiden sich die Werte um den Faktor zwei
(5.410°s' aus Kapitel 43.3 bzw. 9.7-10°s' aus der linearen Regression). Eine
Beriicksichtigung des ksr-Wertes von 5.4-10°s* fir Rhodamin 6G in sauerstofffreiem
Ethanol fur die lineare Regression liefert wiederum mit einer Loschkonstante kg von

4.90-10° I/(mol-s), bzw. einer maximalen Intersystem-Crossing Ratenkonstante k2 von

8.1:10° s™* nur geringe Anderungen gegeniiber den in Tabelle 4.6 aufgefiihrten Werten.

Zuletzt ist die hohe Loschkonstante k2. fir Rhodamin 6G in Acetonitril auffallig. Auch die

Ursache fur diesen Befund ist ungeklart.

4.4 Einflul3 des Bromierungsgrades bei Perylenfarbstoffen

Die neue Rotationskiivetten-Technik ist natirlich nicht auf die Messung von Rhodamin-
Farbstoffen eingeschrankt. Es wurden weitere Farbstoffe untersucht, die in aktuellen
Forschungsbereichen Verwendung finden. Zu diesen gehdren Perylenfarbstoffe, die in der
letzten Zeit durch ihren Einsatz im Bereich der Licht emittierenden Polymere bekannt

geworden sind [32, 33]:

P i s

O N @] Q. N 0] [e)

o Feon
1 O O
Sth 1 Stbh 2 Sth 3
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In Abbildung 4.14 bis Abbildung 4.16 sind die Messungen von drei verwandten
Perylenfarbstoffen (Stb 1, Stb 2, Stb 3) in Acetonitril aufgefiihrt, die sich nur durch den Grad
der Bromierung unterscheiden. Bel allen Farbstofflosungen war die im Vergleich zu
Rhodamin 6G geringe Photostabilitét auffalig, die die Durchfiihrung der Messungen sehr
erschwerte. Um reproduzierbar messen zu kdnnen, mufdten die Ausbleichmessungen schnell
durchgefuihrt werden, damit durch die eintretende Photozerstorung die Messung nicht
verfalscht wurde. Das dadurch schlechte Signal-zu-Rausch-Verhdtnisist bei allen Messungen
zu erkennen. Man sieht, dal3 die Ausbleichmessungen sowohl fur Stbl als auch fur Stb2 keine
auswertbaren Mefsignale liefern. Bel Stbl erhdt man kein exponentielles Abklingen des
Mefdsignals. Bel Stb2 wird das Ausbleichsignal bei Ax =25 um negativ (durchgezogene Linie
in Abbildung 4.15), was eine erhdhte Absorption bei eingeschaltetem Anregungslaser anzeigt
(s. Kapitel 2.3). Eine erneute Ausbleichmessung von Stb2 in Acetonitril (gestrichelte Liniein
Abbildung 4.15) zeigt, da3 die auftretende Absorption bei Erhéhung der Mef3wellenlange
zunimmt. Da im algemeinen Triplett-Absorptionen langwellig gegentber dem
Absorptionsmaximum des Grundzustandes verschoben sind, liegt die Vermutung nahe, dai3
die genannte Ausbleichmessung durch eine Triplett-Absorption gestort wird. Somit kann an
dieser Stelle nicht weiter von ,, Ausbleichmessung” im Sinne von Kapitel 2.3 gesprochen
werden. Eine Aussage Uber die Intersystem-Crossing Ratenkonstante ist dementsprechend
nicht moglich. Ein exponentieller Fit des Absorptionssignals liefert fir den Triplett-Zustand

von Sth2 in Acetonitril eine Lebensdauer T+ von 210 ns.

Wie in Abbildung 4.16 zu sehen ist, erhdlt man fur Stb3 in Acetonitril ein Mef3signal, das
nach der Theorie der Ausbleichmessungen auswertbar ist. Dieses ist, wie bei den Messungen
zuvor, mit starkem Rauschen behaftet. Hier erhdt man fir die Triplett-Lebensdauer 1+ einen
Naherungswert von 250 bis 450 ns. Ein genauerer Wert 183 sich an dieser Stelle nicht
angeben, da durch das starke Rauschen mehrere Mdglichkeiten zum Anfitten einer
Triplettlebensdauer gegeben sind. Fir die Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr (die in
Acetonitril den gleichen Zahlenwert wie die erhaltene Mel3groRke kg, aufweist) liefert die

Auswertung Werte von 2.3-10° bis 4.3-10°s’. Da zwei von den drei durchgefiihrten
Messungen keine Aussagen Uber die molekularen Parameter der Farbstoffe lieferten, ist hier
keine Aussage Uber den Einflu3 des Bromierungsgrades auf die Eigenschaften angeregter
Zustande des verwendeten Perylengrundgeriistes moglich.
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Abbildung 4.14 Ausbleichmessung von Sbl in Acetonitril; Anregung: 520.8 nm (100 mW, horizontal
polarisiert), Messung: 488 nm (10 mW, vertikal polarisiert), Extinktionen (0.2 mm):
520.8 nm—0.1, 488 nm—0.19, Vpgpe — 17.9 MVs.
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Abbildung 4.15 Ausbleichmessung von Sb2 in Acetonitril; Anregung: 520.8 nm (120 mW, horizontal
polarisiert), Messung: --- 488 nm (5 mW, vertikal polarisiert), —476.5 nm (15 mW, vertikal
polarisiert), Extinktionen (0.2 mm): 520.8 nm—0.6, 488 nm—0.74, 476.5nm- 0.64,
Vprobe — 29.7 mVs.
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Abbildung 4.16 Ausbleichmessung von Sb3 in Acetonitril; Anregung: 520.8 nm (80 mW, horizontal
polarisiert), Messung: 476.5nm (10 mW, vertikal polarisiert), Extinktionen (0.2 mm):
520.8 nm—0.2, 476.5 nm—0.17, Vp,gpe — 56.2 mMVs.

45 Bedeutung der Parameter ksr und 11 fUr den Einsatz von Fluor eszenzsonden

Bel der Auswahl geeigneter Fluoreszenzfarbstoffe fur aktuelle technische [3, 4, 34, 35] und
medizinische [36] Anwendungen, wie z.B. der Markierung von Biomolekilen mit
Fluoreszenzsonden, zient man haufig eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute als
Auswahlkriterium heran. Dies soll garantieren, dal3 die gewdahlten Farbstoffe bel Bestrahlung
mit einer moglichst hohen Intensitdt fluoreszieren. Dabei wird haufig die Bedeutung des
folgenden Prozesses unterschétzt: Molekile, die sich noch in transienten Zusténden befinden,
koénnen nicht fluoreszieren. Wahrend der Lebensdauer dieses transienten Zustandes gehen
Anregungsphotonen ,,verloren® und die Fluoreszenzintensitét wird vermindert. Dies spielt bel
der Verwendung von Lampen as Lichtquelle keine oder eine nur geringe Rolle, da die
Lichtintensitét im allgemeinen gering ist. Bei der Verwendung von intensiven Lichtquellen
wie Lasern kann der beschriebene Prozef3 nicht mehr vernachlassigt werden. Dabel finden
Laser in besonderem Mal3e immer mehr Verwendung in modernen Untersuchungsmethoden.
In diesem Kapitel wird beschrieben, wie das Ausmal3 dieser Fluoreszenzreduktion anhand der

Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr und der Triplett-Lebensdauer 1+ berechnet werden

63



4 Anwendung der neuen Rotationsklvetten-Technik

kann. Mit der vorgestellten Theorie wird der Grundstein fur ein neues, auf Fluoreszenz
basierendes Mel3verfahren gelegt.

451 Theorie

Um die Fluoreszenzintensitét Iy, zu berechnen, die von einer Farbstofflosung emittiert wird, ist
es zweckmaldig, die Konzentration an Molekilen im emittierenden Zustand (hier der erste
angeregte Singulett-Zustand S;) zu ermitteln, da diese proportional zur Fluoreszenzintensitét
ist:

I, Oc, 4.3

Im Falle einer kontinuierlich bestrahlten Farbstofflésung ist die Ratengleichung fir den ersten
angeregten  Singulett- (S;) und den niedrigsten  Triplett-Zustand  (T1) im
Gleichgewichtszustand gegeben durch [37]:

%_O_ |, FECodINI0 1

C
dt N,V T, 44

1
g 07 CKer m G 45

Dabei ist Gleichung 4.4 nur glltig fir €y-co-d<<1 und Abwesenheit von Absorptionen aus

angeregten Zustanden. Mit der Einwaagekonzentration ¢

C=C, +C, +C; 4.6

erhdt man aus den Gleichungen 4.4 und 4.5 schlief3lich:
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Diein den Gleichungen 4.4 bis 4.8 verwendeten Variablen stellen folgende Grofen dar:

Co -
C1 -
Cr -
CL -

€o -

Die Variable At stellt den

Konzentration an Molekilen im Grundzustand
Konzentration an Molekilen im S;-Zustand
Konzentration an Molekilen im T;-Zustand
Lichtgeschwindigkeit

molarer dekadischer Extinktionskoeffizient des Grundzustandes
an der Anregungswellenlange

Lebensdauer des S;-Zustandes
Intersystem-Crossing Ratenkonstante

Anzahl Anregungsphotonen pro s und cm?
Querschnitt des Anregungsfokus

Schichtdicke

Anregungsvolumen

Avogadrokonstante

Planckkonstante

Anregungsleistung

Anregungswellenlange

mittleren Zeitraum zwischen zwei Absorptionsprozessen eines

Farbstoffmol ektils im Grundzustand dar. Anhand von Gleichung 4.7 erkennt man den Einfluld

des nicht emittierenden Triplett-Zustandes. Wird das Produkt aus ks und 1+ grof3er, so wird

die Konzentration c; herabgesetzt, was gleichbedeutend mit einer Verringerung der

Fluoreszenzintensitét Iy ist (s. Gleichung 4.3). Die maximal erreichbare Fluoreszenzintensitat

|5 bei konstanter Anregungsintensitét ergibt sich bei Nichtbesetzung des Triplett-Zustandes

(kST'TT = 0)

Man erhalt:

e H
0 _ CAt [
1 4.9
1+cief

CAt [

C

Setzt man die Gleichungen 4.7 und 4.9 ins Verhdtnis, so ergibt sich fur die relative

Fluoreszenzreduktion:
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L5
Iy — At

IO

T
L k)

4.10

Gleichung 4.9 l&% sich folgendermal3en interpretieren. Fir das Nichtvorhandensein von
Intersystem-Crossing ist jedes Farbstoffmolekil in der Lage, in Abstéanden seiner
Fluoreszenzlebensdauer 1, Fluoreszenzphotonen zu emittieren. Der Ubergang in den Triplett-
Zustand fuhrt dazu, dai3 sich das Zeitintervall zwischen zwel Fluoreszenzphotonen im Mittel
um den Faktor (1+ksrty) verlangert. In Abbildung 4.17 ist die nach Gleichung 4.10
berechnete relative Fluoreszenzreduktion dargestellt. Die fir einen auf einen Querschnitt von
4-10" m? fokussierten Laserstrahl der Leistung 1 W bzw. 10 mW berechneten Zeitintervalle
At ergeben sich nach Gleichung 4.8 mit den in Abbildung 4.17 aufgefihrten Parametern zu
4210 sbzw. 4.2:10° s,

0
la/ly

kSTTT

Abbildung 4.17 Nach Gleichung 4.10 berechneter Einflul? von k- 77 auf die relative Fluoreszenzreduktion;
P —10 mW (---), bzw. 1 W (-), F —4-10™ %, = 10° I/(mol-cm), A — 500 nm.

Es sei daran erinnert, dal3 das Produkt aus kst und t+ bel Rhodamin 6G in Ethylenglykol bei

ca vier liegt. Anhand von Abbildung 4.17 erkennt man deutlich, dal3 die vorgestellte

Berechnung selbst bei einer recht geringen Laserleistung von 10 mW eine erhebliche

Fluoreszenzreduktion beschreibt.

66
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4.5.2 Ausbleichmessungen mit biologisch und medizinisch relevanten Farbstoffen.

Um zu zeigen, dal3 die beschriebene Reduktion der Fluoreszenz auch bei Farbstoffen, die in
Biologie und Medizin ihren Einsatz finden, ein erhebliches Ausmal3 hat, wurden folgende
Farbstoffe ausgewahlt: JA 22, JA 26 (beide hergestellt im Labor von Prof. Dr. K. H.
Drexhage, Universitdt Siegen), Rhodamin 6G und Sulforhodamin 101 (Fa. ACROS, laser
grade, freie Saure) [38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46]:

Sulforhodamin 101

Ck;
=
o

CoHg CoHg

JA 22 JA 26

Als Ldsungsmittel wurden Ethylenglykol (destilliert), Ethanol (destilliert) und Wasser
(tridestilliert) verwendet. Bei den Messungen mit JA 22 und 26 wurde dem jeweiligen
Losungsmittel Trifluoressigsdure (2 ml auf 100 ml Lésungsmittel) und bei den Messungen
mit Sulforhodamin 101 Triethylamin (2 ml auf 100 ml Lésungsmittel) zugesetzt, um einen
definierten Zustand der Farbstoffmolekile zu garantieren. Tabelle4.7 falit die
experimentellen Daten zusammen. Da alle Messungen mehrfach reproduziert wurden, werden

teilweise Werteberei che angegeben, wenn die experimentellen Parameter variierten.
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Tabelle 4.7 Mef3parameter fur die durchgeflihrten Messungen.

Rhodamin 6G Sulforhodamin 101 JA 22 JA 26

EG Et HO | EG Et H.O | EG Et EG Et

Vprobe, M/S 143 | 533 | 20.6 | 22.2 | 34-41 | 20-35 | 17-25 | 29-47 | 22-32 | 46-59

A,nm | 530.9 | 530.9 | 530.9 | 568.2 | 568.2 | 568.2 | 647.1 | 647.1 | 647.1 | 647.1

A PmwW 90 80 80 90 46 114 | 120 | 130 | 130 | 130

E 099 | 1.14 0006 | 072 | 0.712 | 0.83 | 094 | 02 | 093 | 0.46

A,nm | 5145|5145 |5145| 584 | 574 | 580 | 618 | 618 | 627 | 627

M P,mW 5 5 5 8 8 15 20 5 11 12

E 049 | 063 0005 15 | 086 | 13 | 094 | 12 | 094 | 0.67

A —Anregung, M —Messung, A —Wellenldnge, P—Leistung, E—Extinktion bei A auf 0.2mm,
EG — Ethylenglykol, Et — Ethanol,

Tabelle 4.8 zeigt die gewonnenen Mef3ergebnisse, die sich aus Messungen fir senkrechte und
parallele Ausrichtung von Anregungs- und Mef3aserstrahl ergaben (vgl. Kapitel 2.3.4.1).
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Tabelle 4.8 Mef3er gebnisse
Ethylenglykol Ethanol Wasser
kST T kST'TT ks'r T kST'TT ks'r T kST'TT
10’s* | us 10’s* | us 10°s* | ps

Rhodamin 6G 83 | 46 3.8 23 | 039 | 09 8.8 1.9 1.7
Sulforhodamin 101 | 3.7 9 3.3 24 | 063 | 15 32 | 48 15
JA 22 17 5.8 9.9 16 1.1 1.8 - - -
JA 26 32 | 44 14 71 | 055 | 04 - - -

vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang

In Abbildung 4.18 bis Abbildung 4.20 sind die Messungen getrennt nach Ldsungsmittel

dargestellt. Zur Ubersichtlichkeit wurden die Signamaxima auf die selben Wertepaare
skaliert (Ax(max) = 2 um, Al/lI(max) = 0.1).

JA\ IV
(63}
|

— Rhodamin 6G
----- Sulforhodamin 101
——— JA22

Abbildung 4.18

0 5 10 15 20
At, Us -

Ausbleichmessungen in Ethylenglykol; Parameter s. Tab. 4.7.

69




4 Anwendung der neuen Rotationsklvetten-Technik

— Rhodamin 6G

- JA22
JA 26

101 4

Sulforhodamin 101

0
At, Us -

Abbildung 4.19 Ausbleichmessungen in Ethanol; Parameter s. Tab. 4.7.

— Rhodamin 6G

I
i
I
/
|
|
|
|
|
I
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
I
|
|
|
I

N

Sulforhodamin 101

\s/\_\____\

5]
; , ;
0 2
At, Us -

Abbildung 4.20

Ausbleichmessungen in Wasser; Parameter s. Tab. 4.7.

Anhand der theoretischen Abschétzung und den ermittelten molekularen Parametern ist fur
die verwendeten Farbstoffproben teilweise eine erheblich Reduktion der Fluoreszenz bei

kontinuierlicher Bestrahlung zu erwarten. Dies zeigt, dal? der Effekt der Fluoreszenzreduktion
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bei der Auswahl von geeigneten Laserfarbstoffen nicht vernachléssigt werden darf, wenn mit
intensiven Lichtquellen wie Lasern angeregt und gleichzeitig eine hohe Fluoreszenzintensitét

gewlnscht wird.

Auffélig ist der grof3e Unterschied in der Intersystem-Crossing Ratenkonstante zwischen
JA 22 und JA 26 in Ethylenglykol. Beide Farbstoffe weisen am zentralen Kohlenstoffatom
elektronegative Substituenten auf. Jedoch bewirkt die gegeniber dem 2,345
Tetrachlorobezoesaurerest wesentlich kleinere Trifluormethylgruppe eine Verringerung der

Intersystem-Crossing Ratenkonstante um den Faktor 4-5.

4.6 Zusammenfassung

Im Kapitel 4 wurde beschrieben, wie die neue Rotationskiivetten-Technik zur Durchfiihrung
von Ausbleichmessungen herangezogen wurde. Es konnte gezeigt werden, da die
Rotationskivette hervorragend geeignet ist, um Messungen mit Farbstoffproben in beliebigen
Ldsungsmitteln durchzufiihren. Die verschiedenen Triplett-Lebensdauern von Rhodamin 6G
in unterschiedlichen Losungsmittel korrelierten dabei qualitativ mit der Menge an gelsten
Sauerstoff im jewelligen Losungsmittel. Quantitativ stimmten die ermittelten Triplett-
Lebensdauern jedoch nicht mit den theoretisch bei diffusionskontrollierter Loschung des
Triplett-Zustandes zu erwartenden Werten fur die jeweiligen Sauerstoffkonzentrationen

Uberein. Diestraf in gleicher Weise auf die Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr zu.

Zur genaueren Untersuchung des Einflusses von molekularem Sauerstoff auf die molekularen
Parameter ksr und tr wurde ein Apparatur zur Herstellung definierter Gasgemische aus
Sauerstoff und Stickstoff entwickelt. Mit diesen Gasgemischen konnten anschlief3end
unterschiedliche Konzentrationen an Sauerstoff im jeweiligen Losungsmittel eingestellt
werden. Die korrekte Arbeitsweise der Apparatur konnte durch den vergleichenden Einsatz
von |uftgeséttigten Farbstofflésungen und solchen, die mit einem Gasgemisch aus 20 %
Sauerstoff und 80 % Stickstoff gespllt wurden, nachgewiesen werden. Weiterhin konnte
durch die zeitabhangige Messung der Triplett-Lebensdauer von stickstoffgeséttigten
Farbstofflosungen in  verschlossenen  Proben-Spuren gezeigt werden, da3 die
Gaskonzentration in einem fr Ausbleichmessungen ausreichend langem Zeitraum konstant
blieb. Die Ermittlung der sauerstoffabhangigen Parameter ksr(O2) und t(O,) fur Rhodamin
6G in Ethylenglykol, Ethanol und Acetonitril zeigte, dal3 sowohl in Ethanol, as auch in
Acetonitril neben der Triplett-Loschung durch Sauerstoff weitere effiziente Loschprozesse
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vorliegen mussen. Weiterhin ergab sich fir Rhodamin 6G in Ethylenglykol eine wesentlich
stéarkere  Abhangigkeit  der  Intersystem-Crossing  Ratenkonstante  von  der
Sauerstoffkonzentration a's in Ethanol und Acetonitril.

Bel Ausbleichmessung von Rhodamin 6G in Chloroform, sowie von Perylenfarbstoffen in
Acetonitril, zeigte sich, dal3 das beschriebene Mel3verfahren bei auftretenden Absorptionen
transienter Zustande an der Mef3wellenlange keine auswertbaren Ergebnisse liefert, bzw.
liefern kann. Des weiteren flihrten Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in Wasser zu stark
verrauschten Mefdsignalen. Dies war durch die geringe Konzentration der FarbstofflGsung
bedingt, welche wiederum zur Ausschliel3ung von Dimeren-Bildung notwendig war. Anhand
dieser Messungen wurde deutlich, dal3 das bisher verwendete Mefdverfahren sehr stark durch
die notwendige Erfullung von Nebenbedingungen (keine transienten Absorptionen bel der
Mel3wellenlange, keine zu geringen Extinktionen der Farbstofflosungen an der
Pumpwellenlange) eingeschrankt wird.

Zuletzt wurde der EinfluR der molekularen Parameter ksr und 1+ auf die Verringerung der
Fluoreszenz bei kontinuierlich bestrahlten Farbstoffproben dargestellt. Hierbel zeigte sich,
dald der Triplettzustand einen nicht zu vernachléssigenden Einflu® auf die zu erreichende

Fluoreszenzintensitét austibt.

Im folgenden Kapitel wird beschrieben, wie man die Fluoreszenzreduktion gezielt zur
Bestimmung der Parameter kst und 1+ heranziehen kann. Weiterhin wird gezeigt, dai3 dieses
neue Mef3prinzip unempfindlich gegentiber transienten Absorptionen bel der Mef3wellenlénge
ist und gleichzeitig bei minimalen Extinktionen an der Anregungswellenlange arbeitet, womit

die beiden wesentlichen Einschrankungen der Ausbleichmessungen ausgeschl ossen werden.
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5 Neues Mel3konzept: Fluoreszenzreduktion

Im vorangegangenen Kaptitel wurden zuletzt die Nachteile der Ausbleichmef3methode
dargestellt. Gleichzeitig wurde eine auf Fluoreszenz begrindetet Mef3methode angesprochen,
die diese Nachteile nicht aufweisen sollte. Im folgenden sollen das Prinzip der
Fluoreszenzreduktion, die zugrunde liegende Theorie, die Uberprifung der neuen
Meldmethode und schliefdlich die Nutzung der neuen Technik zur Betstimmung der

molekularen Parameter kst und tr besprochen werden.

51 Mef3prinzip der Fluoreszenzreduktion

5.1.1 Fluoreszenzreduktion

Ein Farbstoff, der optisch angeregt wird, emittiert Fluoreszenz entsprechend seiner
Fluoreszenzquantenausbeute. Solange die Anregung nicht zu intensiv wird, verhélt sich die
hervorgerufene Fluoreszenzintensitdt proportional zur Anregungsintensitét. Ab einer
bestimmten Anregungsintensitét geht diese Proportionalitét verloren. Die Abbildung 5.1 zeigt
schematisch diesen Sachverhalt. Man sieht, wie die Fluoreszenzintensitét bel steigender
Anregungsintensitat immer stérker von der Proportionalitét abweicht. Die Ursache fur dieses
Verhalten ist bei verdiinnten Lésungen (Extinktion an der Anregungswellenlange << 1) durch
das Ausbleichen des el ektronischen Grundzustandes gegeben. D.h., dald sich bel zunehmender
Anregungsintensitdt immer mehr Molekule in angeregten Zusténden, sowohl im S;- als auch
im Tj-Zustand, befinden, wodurch der Grundzustand entvOlkert wird. Die dadurch
hervorgerufenen Abnahme der Grundzustandsabsorption hat die beschriebene Verringerung
der Fluoreszenzintensitét zur Folge. Das Ausmald dieser Fluoreszenzreduktion Alg enthalt
demnach die Information Uber die Besetzung des ersten angeregten Singulett-Zustandes S;
und des Triplett-Zustandes T;. Somit wird deutlich, dal3 durch die Messung der Grof3e Alg die
Bestimmung der Grofe kst moglich sein sollte, ebenso wie die Triplett-Lebensdauer 1+, wenn
die Messung analog zum Ausbleichverfahren zeitaufgel st durchgefiihrt wird. Naturgemal3
tritt die beschriebene Verringerung der Fluoreszenz erst bei sehr hohen Anregungsintensitéten
deutlich zutage, was bei photoinstabilen Farbstoffen zu Problemen fihrt, da diese wahrend
einer Messung photozerstort werden konnen. Um also die Fluoreszenzreduktion zur
Bestimmung molekularer Parameter heranziehen zu konnen, mul3 ein Mel3verfahren
entwickelt werden, dal3 die Bestimmung von Alg schon bei geringen Anregungsleistungen
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ermoglicht. Wie bel der herkdmmlichen Ausbleichmessung bietet sich auch hier die Lock-1n
Technik an. Wie sich spater zeigen wird, mul? diese Technik noch geringfuigig modifiziert

werden, um fir die Bestimmung der Fluoreszenzreduktion eingesetzt werden zu kénnen.

A
3]
_-I—'
3
[=
g Alg
g
o
>
LL
Anregungsintensitat
Abbildung 5.1 Schematische Darstellung  der  Fluoreszenzintensitdét in Abhangigkeit von  der
Anregungsintensitat; — Fluoreszenzintensitat, --- Fluoreszenzintensitdt ohne Fluoreszenz-
reduktion.

5.1.2 Mef3prinzip und Aufbau

In Abbildung 5.2 ist schematisch dargestellt, wie sich die Fluoreszenzreduktion zu einem
Mef3prinzip umsetzen |a’t. Die in der Rotationskivette bewegte Farbstofflosung ist grau
schattiert dargestellt. Wird die Probe mit einem Laserstrahl A angeregt, so emittiert diese eine
der Anregungsintensitét entsprechende Fluoreszenz (Fall [1). Bestrahlt man zusétzlich die
Probe mit einem zweiten Laserstrahl B der selben Intensitét wie A an einem horizontal und
vertikal versetzten Ort, so dal3 die Laserfoki nicht Uberlappen (Fall 0), so erhdlt man
insgesamt die doppelte Fluoreszenzintensitat wie im Fall . Befinden sich die Laserfoki
untereinander (Fall 0), so erhdlt man eine gegenuber Fall [0 um Alg verminderte
Fluoreszenzintensitét, wenn Molekile in transienten Zusténden aus dem Anregungsfokus des
Laserstrahls A in den von Laserstranl B transportiert werden und somit dort den
Grundzustand zum Teil entvolkern (s. Kapitel 5.1.1).
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Abbildung 5.2 Schematische Darstellung des Mef3prinzips,

A—1. Anregungslaser 1, B — 2. Anregungslaser; FI(...) — Fluoreszenzintensitat;

Al — Grofde der Fluoreszenzreduktion.
In einem ersten Vorversuch, zu dem die bestehende Apparatur der Ausbleichmessungen
verwendet werden konnte, sollte Uberprift werden, ob die Verringerung der Fluoreszenz
durch die Besetzung transienter Zustande mefdbar ist. Dazu wurde eine Lésung von
Rhodamin 6G in Ethylenglykol in die Rotationskivette gefullt und diese in den Strahlengang
des Transientenspektrometers gebracht. Die Fluoreszenz, die durch die beiden Laserstrahlen
(hier A und M, s. Abbildung 2.2) hervorgerufen wird, wurde mit einer Linse gesammelt und
mit einer weiteren Linse auf einen Detektor vergrofert abgebildet. Abbildung 5.3 zeigt den
schematischen Aufbau dieses Vorversuches. Der Abstand Ax der beiden Laserfoki wird so
gewdhlit, dal die Abbildung des variablen Laserspots nicht auf die aktive Detektorflache
gelangt. Durch die Ausblendung der Fluoreszenz, die durch den variablen Laserfokus
hervorgerufen wird, gelingt es so, nur die durch den ortsfesten Laserstrahl hervorgerufene
Fluoreszenz zu detektieren. In Abhadngigkeit vom Abstand Ax wird anschlief3end der der
Fluoreszenzintensitét  entsprechende Detektorstrom notiert. Die Ergebnisse dieses
Vorversuches zeigten eine mef3bare Abnahme der Fluoreszenz bei Verringerung des
Abstandes Ax. Allerdings liel3 sich die Triplett-Lebensdauer mit dieser Methode nur
anndhernd bestimmen, zuma eine moglichst vollstandige Ausblendung von Fluoreszenz
mittels einer Blende nur fir grofRe Abstande Ax mdglich war. Zusétzlich ist es mit diesem

Vorgehen nicht mdglich, die Verringerung der Fluoreszenz bei Uberlappenden Laserfoki zu
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bestimmen. Allerdings zeigte dieser Vorversuch, dal3 ene Bestimmung der

Fluoreszenzreduktion prinzipiell moglich ist.

b~
\\\\\ %2
/B d ____________
'DF ]Ax-aj
Spl
Abbildung 5.3 Vorversuch zur Messung der Fluoreszenzreduktion; F —durch die Laserstrahlen

hervorgerufene Fluoreszenz, D — Detektor, 1 — ortsfester Laserspot, Sp2 — variabler

Laserspot, B — mechanische Blende, DF — aktive Detektorflache, a — VergrofRerungsfaktor.
Daher wurde der Versuchsaufbau in der Weise verbessert, dal3 die Fluoreszenzreduktion fir
jeden Abstand Ax mef3bar ist. Abbildung 5.4 zeigt den abgednderten Aufbau, ausgehend von
der in Kapitel 2.2 in der Abbildung 2.2 dargestellten Apparatur.

Die Optik zur Bestimmung der transmittierten Mefdlichtintensitét wurde entfernt und durch
einen Aufbau zum Sammeln der emittierten Fluoreszenz ersetzt. Zusétzlich werden nun beide
Anregungslaserstrahlen mittels Choppern moduliert (s.u.). Das grau schattierte Element,
bestehend aus zwei Linsen, einem Pinhole und dem Detektor, dient zur Detektion der
Fluoreszenz und unterdriickt den stérenden Einflul3 des Umgebungslichtes. Dabel darf das
Pinhole nicht zu klein gewahlt werden, da die von beiden Laserspots hervorgerufene
Fluoreszenz bei allen Abstdnden Ax gesammelt werden muf3. D.h., die Abbildung der
réumlich getrennten Laserspots auf das Pinhole darf fur keinen Wert von Ax die Flache des
Pinhole Uberschreiten. Zum Abtrennen des Anregungslichtes dient hierbei ein Kantenfilter.
Ansonsten kann der Aufbau fur die Durchfihrung von Ausbleichmessungen weiter verwendet
werden (vgl. Abbildung 2.1 und Abbildung 2.2).
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Abbildung 5.4 Mef3aufbau zur Bestimmung der Fluoreszenzreduktion;
P —Probe, A, B—Anregungsstrahlen, C—synchronisierbare Chopper (Modell 650/651,
Fa. EG&G), Lo — Achromaten (Brennweite: 60mm), Ls— Achromat (Brennweite: 40 mm),
L — Sammellinse, PH — Pinhole (Durchmesser: 2mm), D — Detektor (Photomultiplier, Typ
H5784, Fa. Hamamatsu), R— paralleler, variabler Widerstand, LI —Lock-In Verstarker
(Model 5101, Fa. EG&G), FG — Frequenzgenerator, FT — Frequenzteiler, A — A/2—Platte
(low order, Fa. Halle), FP — Polarisationsfilter, F—Kantenfilter, f;, f,, fi.., —Modula-
tionsfrequenzen.
Die in Kapitel 2.2 beschriebene Lock-In Technik kann zur Bestimmung der
Fluoreszenzreduktion Alg mehr verwendet werden. Bei den Ausbleichmessungen konnte
durch das Zerhacken des Anregungslichtes die Modulation auf das transmittierte Mefdlicht
Ubertragen und die Mef3grof3e Al durch phasenrichtige Detektion direkt bestimmt werden
(-Modulationstranfer-Technik*). Hier ist es moglich, ein sehr geringes Mef3signal von einem
intensiven Trégersigna zu trennen. Wendet man die gleiche Technik zur Bestimmung der
Fluoreszenzreduktion an, so erhdt man als Ergebnis die Fluoreszenzintensitét, die durch
beide Laserstrahlen hervorgerufen wird, vermindert um den Betrag Alg in Abhangigkeit vom
Abstand Ax der beiden Laserfoki. Dies gleicht dem Versuch, Ausbleichmessungen ohne
Lock-In Technik durchzufihren und ist mefdtechnisch nicht méglich. Um das Ausmal3 der
Fluoreszenzreduktion dennoch  bestimmen zu konnen, moduliert man beide
Anregungslaserstrahlen A und B mit unterschiedlichen Frequenzen f; bzw. f,. Das Mef3signal
wird auch hier mit einem Lock-In Verstarker phasenrichtig detektiert, alerdings bel der
Summenfrequenz fi+f,. Die genaue Beschreibung dieser Doppel-Chopp-Technik findet sich
in [47]. Darin wird gezeigt, dal3 bel der Summen- und der Differenzfrequenz f1+f, bzw. fi-f,
ausschliefdich Mefdlicht-Komponenten detektiert werden, die durch die Besetzung transienter
Zustéande hervorgerufen werden. Auf diese Weise 183 sich die Fluoreszenzreduktion Alg

hintergrundfrei bestimmen. Bel der Auswahl der Frequenzen f; und f, muld darauf geachtet
77



5 Neues Mefskonzept: Fluoreszenzreduktion

werden, da3 weder Obertone (n-fi, bzw. n-f, nganze positive Zahlen), noch durch
mechanische Fehler der Chopper hervorgerufenen Frequenzen die Summenfrequenz ergeben.
Die Messung selbst wird analog zu den Ausbleichmessungen durchgefihrt. Ein Unterschied
bestent darin, da3 der Abstand Ax zwischen den beiden Spots der Anregungslaser
symmetrisch gewahlt wird. Wurde der Mef3bereich bel einer typischen Ausbleichmessung von
Ax = -50-300 pum gewahlt, so wird nun der Mef3bereich typischerweise von —300 bis +300 um
eingestellt. Als Ergebnis erhdt man ein symmetrisches Mef3signal, das das exponentielle
Abklingen des Triplett-Zustandes und die aus den Ausbleichmessungen bekannte ,, Singulett-

Beule" aufweist.

5.2 Theorie

Um die von einer Farbstofflésung ausgesendete Fluoreszenz beschreiben zu kénnen, mul3
man die Besetzung des ersten angeregten Singulett-Zustandes S; berechnen. Dazu werden die

folgenden Ratengleichungen aufgestelIt:

dc, c,(x)
—1 =k, [, (x)(a) -2
dt 1 o( ) ( ) T, 51
dc, c; (X)
T =c. (X)) [k — T\
pm 1 (X) KKy T 5.2
_Lz _(x—Ax)2
kl:—lnm@o, f(a)=1,e % +1 e % 53
NA

Berticksichtigt man dann die Einwaagekonzentration ¢

€=y (X) + ¢, (X) + ¢ (X) 54

s0 erhdt man schliefdlich:

%:kl [ﬂc—cT(x))[ﬂ(a)—Cl(X)%‘l"‘kl[ﬂ(a)E 55

dt
mit Co - Konzentration an Molekulen im Grundzustand
C - Konzentration an Molekilen im S;-Zustand
Cr - Konzentration an Molekilen im T1-Zustand
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€ - molarer dekadischer Extinktionskoeffizient des Grundzustandes

an der Anregungswellenlange

T1 - Lebensdauer des S;-Zustandes

Tr - Lebensdauer des T1-Zustandes

X - Ort

AX - Verschiebung des Anregungsspots von B gegentiber A

Kst - Intersystem-Crossing Ratenkonstante

Ky - Absorptionsguerschnitt

f(a) - Anzahl Anregungsphotonen pro s und cm? durch die
Anregungslaser A und B am Ort X, bzw. X+Ax

Ia, Ig - Intensitdten der Laserstrahlen A und B in 1/(m?-s)

9, 88 - Radiusder Laserfoki A und B

Na - Avogadrokonstante

Mit den Gleichungen 5.2 und 5.5 sind die Besetzungszahlen des S;- und des T;-Zustandes in
Abhangigkeit vom Ort x gegeben. Die aufgefiihrten Uberlegungen gelten jedoch nur fiir
verdinnte Losungen, d.h., wenn die Extinktion der Farbstofflosung an der
Anregungswellenlange  wesentlich  kleiner as 1 ist. Ansonsten &3 sich die
Anregungsintensitét nicht als nahezu konstant beim Durchtritt durch die FarbstofflGsung
annehmen. Bei den Ausbleichmessungen erhielt man as Mef3signal das Verhdltnis aus
transmittierter Mefdleistung bei eingeschaltetem und bei ausgeschaltetem Anregungslaser:

H — 1OdT(X-Y)m€0_€T) _1

2.3

Im Falle der Fluoreszenzreduktionsmessung vergleicht man die Fluoreszenzreduktion Alg mit
der Gesamtfluoreszenz, die durch die beiden Anregungslaser hervorgerufen wird. Fir die um

Al verringerte Gesamtfluoreszenz FL"(Ax) (Fall O in Abbildung 5.2) gilt:

FI" (AX) = FI(A) + FI(B) - Al , (AX) 56

mit FI(A) - FHuoreszenz, die durch den Anregungslaser A hervorgerufen
wird; der Anregungslaser B ist dabel ausgeschaltet.
F(B) - Huoreszenz, die durch den Anregungslaser B hervorgerufen

wird; der Anregungslaser A ist dabei ausgeschaltet.
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Fur Al gilt somit:

Al (&x) = (FI(A) + FI(B)) - FI" (Ax) 5.7

Das Mef3signal ergibt sich zu:

Al _ Al (Bx)  _F(A)+FI(B)-Fl' (&)
|  FI(A)+FI(B)  FI(A)+FI(B)

x 5.8
FI' (Ax)

- Fl(A)[%JrIF:'IgE

Abbildung 5.5 und Abbildung 5.6 zeigen mit der dargestellten Theorie berechnete
Mefdsignale.

107 -

8107

6107

N
< 4.10-3 ]
2103 4
0 ' T ' T ' T ' |
-200 -100 0 100 200
AX, pm -
Abbildung 5.5 Berechnetes Mefsignal fiir Fluoreszenzreduktion (ksr = 7.5:10° s, ir = 4.3 us, a= 7.5 ym.
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107 5
5
)

: 10_3 ]
SIS
54
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AX, pm -
Abbildung 5.6 Logarithmische Darstellung der Abbildung 5.5.

Die GrofRRe Alg wird, wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben, durch phasenrichtige Detektion bei der
Summenfrequenz  f;+f, bestimmt. Zur Auswertung eines Melisignals werden die
Ratenglei chungen mittels eines Programms numerisch gelost. Uber die Parameter a, (die Foki
der beiden Anregungslaserstrahlen A und B werden al's identisch angenommen) und ksr wird
das Fitsignal an das Mefsignal angeglichen. Uber das exponentielle Abklingen des
Mefdsignals |a3t sich bel bekanntem vpore analog zur Ausbleichmessung die Triplett-
Lebensdauer 11 bestimmen. Somit erhdlt man aus einer Messung der Fluoreszenzreduktion
die Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr, die Triplett-Lebensdauer 1+ und den

Querschnitt der Laserfoki.

Anhand der angestellten Uberlegungen |&3t sich nun auch erkennen, warum das neue
Mel3system gegeniiber Absorptionen im Bereich der Anregungswellenldnge unempfindlich
ist. Bei der Durchfuhrung von Fluoreszenzreduktionsmessungen miissen verdiinnte Lésungen
eingesetzt werden (Extinktion auf 0.2 mm an der Anregungswellenlange<<1). D.h., dal3
nahezu alle Anregungsphotonen ,,ungenutzt” die Farbstofflésung passieren. Der eigentliche
Mef3effekt wird von sehr wenigen Photonen hervorgerufen, die die Farbstofflésung zur
Fluoreszenz anregen. Treten nun Absorptionen im Bereich der Anregungswellenlénge auf, so
stehen immer noch genugend Photonen zum Erzielen des Mef3effektes zur Verfigung. Es

spielt keine Rolle, ob Photonen ,,ungenutzt* die Farbstofflsung passieren, oder ob sie dabei
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durch Verunreinigungen oder transiente Zustande absorbiert werden. Solange ale
auftretenden Absorptionsprozesse eine Gesamtextinktion << 1 ergeben, wird immer en
unverfélschtes Mef3signal erhalten werden.

5.3 Durchfuhrung einer Messung

Die Gleichung 5.8 vereinfacht sich bei gleichen Fluoreszenzintensitéten FI(A) und FI(B) zu:

Al (Ax) 1- FI™ (AX)
FIA)+FI(B) ~ 2[F(A)

5.9

Dementsprechend ist es sinnvoll, die Laserintensitdten auf identische Werte abzugleichen. Die
Einstellung der Anregungs- und damit der Fluoreszenzintensitdten wird dabei durch die
Kombination von A/2-Pléttchen mit Polarisationsfiltern vorgenommen (s. Abbildung 5.4).
Dabel wird fur ale Messungen eine senkrechte Ausrichtung der Polarisationsrichtungen
zueinander gewdahlt (Anregungslaserstrahl A senkrecht, Anregungslaserstrahl B horizontal
polarisiert). Zunachst wird der Abstand Ax der beiden Laserfoki auf Null eingestellt.
Anschlie?end wird ein Anregungslaserstrahl ausgeblendet, so dal3 die auf den Detektor
abgebildete Fluoreszenz nur noch von einem Anregungslaserstrahl hervorgerufen wird. Diese
wird durch Drehen eines A/2-Pléttchens auf einen beliebigen Wert eingestellt (dabel muf3
selbstverstandlich die Empfindlichkeit des Detektors berlicksichtigt werden), den man mit
einem Oszillographen kontrolliert. Danach wird dieser Laserstrahl ebenfalls ausgeblendet und
anschliefend der zweite Laserstrahl analog auf die gleiche Intensitdt durch Drehen des
zweiten Polarisationsfilters eingestellt. Auf diese Weise lassen sich die Intensitéten der beiden
Anregungslaserstrahlen angleichen. Als Gesamtfluoreszenzintensitdt verwendet man dann
nahezu den doppelten Wert, den man auf einem Oszillographen fur einen Laserstrahl abliest.
Voraussetzung fur das Abgleichen der Anregungsintensitéten tber die detektierte Fluoreszenz
ist, dal3 die mit unterschiedlichen Frequenzen f; bzw. f, modulierten Fluoreszenzsignale die
gleiche Verstéarkung durch das System Photomultiplier <> Oszillograph erfahren. Dies wird
durch den parallel geschalteten Vorwiderstand (s. Abbildung 5.4) gewéhrleistet. Die
Transmission des elektronischen Tiefpasses, dargestellt durch den Oszillographen, wird
dadurch zu grofien Frequenzen hin erweitert. Weiterhin wird durch die Ausdehnung des
Transmissionsbereiches sichergestellt, dal’ das Mef3signal, das bei der Summenfrequenz f,+f;
detektiert wird, durch den Tiefpal3 gelangt.
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Nach dem Abgleichen der Laserintensitdten muf3, wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben,
sichergestellt werden, dal3 die beiden Laserfoki genau auf das Pinhole des Raumfilters
abgebildet werden und so die durch die beiden Anregungslaser hervorgerufene Fluoreszenz
fur ale Werte von Ax auf den Detektor gelangen kann. Dazu wird die Abbildung des
ortsfesten Laserfokus (Anregungslaser A) in die Mitte des Pinholes justiert. Zur Uberprifung
der Justage wird nun die Modulation des ortsfesten Anregungsstrahls ausgeschaltet und die
Modulationsfrequenz des variablen Anregungsstrahls (B) as Trigger fur den Lock-In
Verstérker verwendet. Somit wird nur noch die Fluoreszenz, die durch den modulierten
Anregungsstrahl B hervorgerufen wird, phasenrichtig detektiert. Mit diesen Einstellungen
wird nun eine Messung der Fluoreszenz im Bereich Ax von —300 bis +300 pum durchgefihrt.
Anhand dieser Messung kann genau beobachtet werden, ob und wie stark das Pinhole
Fluoreszenz ausblendet. Abbildung 5.7 zeigt schematisch, wie ein solches Mef3signal
aussehen kann. Als Mef3signal wurde hier der Quotient aus Fluoreszenzintensitét, die durch
den Anregungslaser B hervorgerufen wird, und der Gesamtfluoreszenzintensitét verwendet.
Bel gleichen Anregungsintensitéten der Laser A und B sollte ein Wert von 0.5 erhalten
werden. Da die Linse Ls (s. Abbildung 5.4) nur einen Bruchteil der in den ganzen Raum
ausgestrahlten Fluoreszenz ,, einfangen” kann, ist eine Verringerung der Fluoreszenz, die auf
den Detektor gelangt, bel Verschiebung des Anregungsfokus um Ax unumganglich. Da die
maximale Verschiebung Ax jedoch nur 300 um betragt, ist diese Verringerung
vernachlassigbar. Diese Vorbereitungen sind fur die Durchfihrung von Fluoreszenz-
reduktionsmessungen notwendig, da ansonsten unsymmetrische Mef3signale erhalten werden
koénnen, die eine Auswertung erschweren. Ist die Justage optimal, erfolgt die eigentliche

Messung der Fluoreszenzreduktion.
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Abbildung 5.7 Uberpriifung der Justage des Pinholes im Raumfilter; — durch Anregungslaser B generierte

Fluoreszenz gelangt nahezu ohne Abblendung auf den Detektor, --- Fluoreszenz wird durch
das Pinhole abgeblendet.

54 Uberprufung der neuen MeRRtechnik

5.4.1 Abhéangigkeit des Mefisignals von der Farbstoffkonzentration

Die in Kapitel 5.2 angestellten Uberlegungen zur Auswertung von Fluoreszenzreduktions-
Mef3signalen hat zu der V oraussetzung gefihrt, dal? die verwendeten FarbstofflGsungen an der
Anregungswellenlénge eine geringe Extinktion in  der gewéhlten Schichtdicke
(Rotationskivette: 0.2 mm, Jet: 0.1 mm) aufweisen missen. Um experimentell zu tGberprifen,
welche Extinktion maximal vorliegen darf, damit die erhaltenen Mefdsignale in der
vorgestellten Weise ausgewertet werden koénnen, wurden Fluoreszenzreduktionsmessungen
von Rhodamin 6G in Ethylenglykol in Abhéngigkeit von der Konzentration durchgefthrt.
Dabel wurde auf die Jet-Technik zurlckgegriffen. Hierbel konnte durch Zugabe von
Losungsmittel in den Vorratsbehdter (vgl. Kapitel 2.4) die Konzentration der verwendeten
Farbstofflésung kontinuierlich verringert werden. Durch dieses Vorgehen wurde
sichergestellt, dal3 kein optisches Element im Strahlengang bewegt werden mufdte und die
erhaltenen Ergebnisse ausschliefdlich auf die Verringerung der Konzentration zurtickzufthren
sind. Die zu der jeweiligen Messung zugehdrige Extinktion wurde durch Entnahme von
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Proben zur Messung in einem Spektrometer bestimmt. Da wahrend der Messungen die
Laserleistungen konstant gehalten wurden, verringerte sich durch die Verdinnung der
Farbstofflésung ebenfalls die erzielte Gesamtfluoreszenzintensitét. Dies wurde durch Erhéhen
der am Photomultiplier anliegenden Verstérkerspannung ausgeglichen, so dal3 der
Photomultiplier bel jeder Messung den gleichen Detektorstrom lieferte. Somit kdnnen die
erhaltenen Mefisignale direkt miteinander verglichen werden. In Abbildung 5.8 bis Abbildung
5.11 sind die Mel3ergebnisse dargestellt. Man erkennt, dal3 die gewonnen Mef3signale exakt
die vorausberechnete Gestalt aufweisen und die erwartete Konzentrationsabhangigkeit
aufweisen. Es ist bemerkenswert, dai? die Fluoreszenzreduktion auf 10 genau gemessen
werden kann (s.a. Messungen aus Kapitel 6). Die geringste Konzentration, bel der in dieser

MeRreihe ein FluoreszenzreduktionsmeRsignal gemessen wurde, betrug 10 mmol/I.

Abbildung 5.8 zeigt deutlich, wie das Mef3signal bei abnehmender Extinktion stetig ansteigt.
In Abbildung 5.9 ist zu erkennen, dal3 sich ab der Unterschreitung einer Extinktion von 0.034
bei der Anregungswellenlange und der Schichtdicke der Probe das Mef3signal im Rahmen der
Mef3genauigkeit nicht mehr andert. Zur Verdeutlichung dieses Verhatens wurden die
Maxima der Mel3signale in den beiden folgenden Abbildungen auf 1 skaliert. In Abbildung
5.12 sind die Maxima der Mel3signale a's Funktion der Absorption dargestellt. Man erkennt,
da’ bei abnehmender Absorption das Maximum Alg/lg bis zum Erreichen eines Plateaus
ansteigt und dann konstant bleibt. Um Mef3signal e aus Fluoreszenzreduktionsmessungen nach
der in Kapitel 5.2 angefihrten Theorie auswerten zu konnen, missen die K onzentrationen der
verwendeten Farbstofflésungen folglich in einem Bereich liegen, die einer Extinktion kleiner
as 003 an der jeweiligen Anregungswellenlange und der gewéhlten Schichtdicke
(Jet: 0.1 mm, Rotationskivette: 0.2 mm) entsprechen. In Tabelle 5.1 sind die Mef3ergebnisse

zusammengestelIt.
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Abbildung 5.8 Fluoreszenzreduktionsmessung von Rhodamin 6G in Ethylenglykol in Abhangigkeit von der

Konzentration der Farbstofflosung (Jet-Technik); Anregung: 514.5 nm (jeweils 230 mW,
senkrecht zueinander polarisiert), Extinktionen (514.5nm, 0.1 mm): 0.034-0.36,

Vprobe — 12 VS,
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Abbildung 5.9 Fluoreszenzreduktionsmessung von Rhodamin 6G in Ethylenglykol in Abhangigkeit von der

Konzentration der Farbstofflosung (Jet-Technik); Anregung: 514.5 nm (jeweils 230 mW,
senkrecht zueinander polarisiert), Extinktionen (514.5nm, 0.1 mm): 0.0005 - 0.034,
Verobe — 12 m/s.
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Fluoreszenzreduktionsmessung von Rhodamin 6G in Ethylenglykol in Abhangigkeit von der
Konzentration der Farbstofflosung (Jet-Technik); Anregung: 514.5 nm (jeweils 230 mW,
senkrecht zueinander polarisiert), Extinktionen (514.5nm, 0.1 mm): 0.034-0.36,
Vprobe — 12 MVs, Maxima auf 1 skaliert.

Extinktion bei 514nm
Schichtdicke: 0.1mm
rrrrrrrrrrrrr 0.034
———- 0.0027
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Fluoreszenzreduktionsmessung von Rhodamin 6G in Ethylenglykol in Abhangigkeit von der
Konzentration der Farbstofflosung (Jet-Technik); Anregung: 514.5 nm (jeweils 230 mW,
senkrecht zueinander polarisiert), Extinktionen (514.5nm, 0.1 mm): 0.0005 - 0.034,
Vprobe — 12 MVs, Maxima auf 1 skaliert.
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Abbildung 5.12 Abhéangigkeit des Signalmaximums Al /I von der Absorption der Losung; Mef3parameter

s. Abbildung 5.10, — wahrscheinlicher Funktionsverlauf.

Tabelle 5.1 Zusammenfassung der Meldergebnisse der konzentrationsabhangigen
Fluor eszenzr eduktionsmessungen.

Konzentration Extinktion Absorption (%) (Alg 7 TE)max
mmol/I 514.5nm, d = 0.1 mm | 514.5nm, d = 0.1 mm %00
0.72 0.36 56.3 57
0.5 0.25 43.8 6.6
0.36 0.18 33.9 1.7
0.26 0.13 25.9 85
6.8-107 0.034 75 9.8
5.4.10° 0.0027 0.62 10.1
2.410° 0.0012 0.28 10.7
1107 0.0005 0.12 10

Zur Erklarung dieses Sachverhaltes konnen folgende Uberlegungen herangezogen werden.
Durch das starke Verdinnen einer Farbstofflésung kann man dafir sorgen, dal3 ein Photon,
das die Probe durchquert, maximal ein Farbstoffmolekil passiert. Wenn dieses Molekul das
Photon absorbiert und ein weiteres Photon innerhalb der Lebensdauer des Farbstoffmolekils
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im angeregten Zustand diese Stelle passiert, so erfolgt kein weiterer Absorptionsprozef3, der
zur Fluoreszenz fuhrt. Im Falle hoher Konzentrationen liegen viele Farbstoffmolekile in der
Ausbreitungsrichtung eines Photons durch die Farbstofflésung. Wird nun ein Molekil durch
Absorption in einen angeregten Zustand gebracht, so kann ein weiteres Photonen zwar dieses
Molekll innerhalb der Lebensdauer des transienten Zustandes passieren, wird jedoch von
einem dahinter liegenden Farbstoffmolekidl absorbiert. Dies fuhrt gemald der
Fluoreszenzquantenausbeute zur Emission von Fluoreszenz. Folglich wurde hier durch die
Besetzung des transienten Zustandes die Fluoreszenz nicht verringert, man erhdt ein
geringeres Fluoreszenzreduktionssignal. In Abbildung 5.13 ist dieses Verhalten graphisch
dargestellt.

. 2 3

Jet . Molekdl in
Farbstoffmol ekl transientem Zustand
.4— ° 1 < °
1.Photon 2.Photon

e— " Lo

Abbildung 5.13 Fluoreszenzreduktion bei Farbstofflsungen mit geringer und hoher Konzentration.

Natirlich enthalten auch Mefisignale aus Fuoreszenzreduktionsmessungen an
Farbstofflésungen hoher Konzentration dieselben Informationen Uber transienten Zusténde
wie Messungen an verdinnten Losungen. Diese lassen sich jedoch nicht mit der in Kapitel 5.2

vorgestellten Theorie auswerten.
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5.4.2 Vergleich mit Ausbleichmessungen

5.4.2.1 Vergleich der nach beiden Methoden erhaltenen Ergebnisse

Zur Uberprifung des neuen MefRsystems wurden Messungen von Rhodamin 6G in
Ethylenglykol durchgefiihrt, um die Meldergebnisse mit den aus Ausbleichmessungen
gewonnenen Daten zu vergleichen. Um diesen Vergleich mdglichst unter identischen
Bedingungen fir die Ausbleich- und Fluoreszenzreduktionsmessung ziehen zu kénnen, wurde
der MefRaufbau in der Weise variiert, dal3 beide Mef3systeme nebeneinander zum Einsatz
kommen konnten. Somit wurde verhindert, dal3 der Vergleich der gewonnenen Daten durch
verénderte Justage verféscht werden konnte. Dabel wurde auch hier auf die Jet-Technik
zurickgegriffen. Diese |al%t es zu, zundchst eine fur Ausbleichmessungen ausreichend
konzentrierte Farbstofflésung zu verwenden und anschlief3end durch Verdinnung eine
Losung fur Fluoreszenzreduktionsmessungen herzustellen (vgl. Kapitel 5.4.1). Abbildung
514 zeigt die zundchst durchgefiihrte Ausbleichmessung, Abbildung 5.15 die nach
Verdunnung der Losung anschlief3ende Fluoreszenzreduktionsmessung. Tabelle 5.2 vergleicht

die erhaltenen Werte aus Ausbleich- und Fluoreszenzreduktionsmessung.

=
Q
a

T T T T T T T T T T T
-100 -50 0 50 100 150 200 250 300
AX, pm -

Abbildung 5.14 Ausbleichmessung von Rhodamin 6G in Ethylenglykol (Jet-Technik); x — Messung, —— Fit,
Anregung: 514.5nm (230 MW, vertikal polarisiert), Messung: 514.5nm (10 mW,
horizontal polarisiert), Extinktion (0.1 mm): 514.5 nm— 0.36, Vpgpe — 12 NVS.
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Abbildung 5.15
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Fluoreszenzreduktionsmessung von Rhodamin 6G in  Ethylenglykol (Jet-Technik);
X —Messung, ——Fit, Anregung: 514.5nm (jeweils 230 mW), Extinktion (0.1 mm):
514.5 nm— 0.034, Vprone — 12 NVs.

Tabelle 5.2 Molekulare Parameter von Rhodamin 6G in Ethylenglykol gewonnen aus
Ausbleich- und Fluoreszenzr eduktionsmessung.
: Fluoreszenz
Ausbleichmessung reduktionsmessung
ksr, 10° st ! 1.1 0.98
TT, US 4.8 4.3

! _vergleiche Ubersichtstabelleim Anhang

Man sieht, da3 die Werte sehr gut miteinander Ubereinstimmen. Somit kann das neue

Mef3system zur Bestimmung der molekularen Parameter eingesetzt werden. Weitergehende

Uberpriifungen, wie z. B. der Einfluf? der Rotationsgeschwindigkeit usw., sind an dieser Stelle

nicht mehr nétig, da dies bereits bei der Einfihrung der neuen Rotationskiivetten-Technik

eingehend untersucht wurde (vgl. Kapitel 3.2).

Die in Tabelle 5.2 aufgefuihrten Werte fur die Intersystem-Crossing Ratenkonstante sind
groRer als die in Kapitel 3 gezeigten Ergebnisse. Dies 183t sich folgendermalien erkléren: Zur

Auswertung der Fluoreszenzreduktions-Mef3signale mufdte ein numerisches Fitprogramm
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entwickelt werden [48]. Mit diesem Programm lassen sich sowohl Ausbleich-, als auch
Fluoreszenzreduktionsmessungen auswerten. Dabei stellte sich heraus, dal3 die in Kapitel 2.3
flr Ausbleichmessungen unter gewissen Bedingungen zu nutzende anal ytische cos-Néherung
[22] um einen Faktor von ca 1.4 zu kleine Intersystem-Crossing Ratenkonstanten liefert.
Daher sind im Anhang alle Ergebnisse in einer zusammenfassenden Tabelle aufgefuhrt, in der
ausschliefdich die exakte numerische Auswertung zu Grunde gelegt ist. Nach wie vor mul? bei

der Bestimmung der Intersystem-Crossing Ratenkonstanten die im jeweiligen Losungsmittel
auftretende Anisotropie berlicksichtigt werden, wenn diese aus den MeR3groRen kg, oder ki,

abgeleitet werden.

5.4.2.2 Untersuchung der Wellenldngenabhangigkeit von Fluoreszenzreduktions- und
Ausbleichmel3methode bei Rhodamin 6G in Ethylenglykol

In [48] wurden die transienten Absorptionen von Rhodamin 6G in Ethylenglykol untersucht.
Dabel ergab sich, dal3 im Wellenlangenbereich um 480 nm kein Ausbleichsignal erhalten
wird, da sich dort Absorptionen aus dem elektronischen Grundzustand und transienten
Zustéanden die Waage halten. Somit erféhrt der Mefdlaserstrahl beim Durchtritt durch die
angeregte Probe die gleiche Absorption, wie beim Durchtritt durch die Probe im
Grundzustand. Da die Fluoreszenzreduktions-Mefdmethode gegenlber transienten
Absorptionen  unempfindlich  ist, sollten  Fluoreszenzreduktionsmessungen  im
Wellenlangenbereich um 480 nm Mefdsignale liefern, wahrend Ausbleichmessungen keine
oder durch transiente Absorptionen verfélschte Melisignale ergeben sollten. Wie bereits in
Kapitel 5.4.2.1 beschrieben kamen auch hier wiederum beide Mef3systeme nebeneinander
zum Einsatz. Hier wurde jedoch auf die Rotationsklivette als Probenfihrung zuriickgegriffen,
da diese sich fur den direkten Vergleich von zwei Messungen hervorragend eignet. Daher
wurden in ener ersten Mefreihe Fluoreszenzreduktions- und Ausbleichmessungen direkt
miteinander verglichen, indem in die beiden Proben-Spuren einma eine verdiinnte Losung
(fur die Fluoreszenzreduktionsmessung) und einmal eine konzentrierte Losung (fur die
Ausbleichmessung) von Rhodamin 6G in Ethylenglykol eingefillt wurde. Anschlief3end
wurden Messungen bel 514.5, 501.7, 488 und schlieffdlich 476.5 nm durchgefuhrt. Dabel
wurden bel beiden Mel3methoden beide Laserstrahlen moduliert und das Mef3signa
phasenrichtig bei der Summenfrequenz detektiert. Ebenso wie die Fluoreszenzreduktions-
messung lassen sich auch Ausbleichmessungen mit der Doppel -Chopp-Technik durchfihren.

Bel den Ausbleichmessungen wurde hierbel fir Anregungs- und Meldaserstrahl die selbe
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Laserwellenlange verwendet. Dieses Vorgehen wurde gewdhlt, um maoglichst wenige
Parameter beim Wechsd zwischen Fluoreszenzreduktions- und Ausbleichmel3methode zu

veradndern. In Tabelle 5.3 sind die apparativen Parameter zusammengefalt.

Tabelle 5.3 Apparative Parameter fur die Fluoreszenzreduktions- und Ausbleich-
messungen von Rhodamin 6G in Ethylenglykol.

Mef3methode | Wellenlénge Anregung Messung Extinktion
Leistung | Polarisation| Leistung | Polarisation
0.2 mm
mwW mwW

5145 130 20 0.54

) 501.7 60 _ 20 _ 0.36
Ausbleich horizontal vertikal

488 180 20 0.24

476.5 180 60 0.13

5145 130 130 0.1

: 501.7 60 60 0.07
Fluoreszenz horizontal vertikal

reduktion 488 180 180 0.05

476.5 180 180 0.13

In Abbildung 5.16 und Abbildung 5.17 sind die Ausbleich- und Fluoreszenzreduktions-
messungen dargestellt. Bel den Ausbleichmessungen wurde dabel eine lineare Ordinate
gewdhlt, da das Mefdsignal bel 475.5 nm negative Werte enthélt. Um die Melisignale besser
miteinander vergleichen zu kénnen, wurden diese einerseits in die Zeitdomane umgerechnet

und andererseits auf 1 skaliert.

Man sieht deutlich, wie die Abklingdauer bei den Ausbleichmessungen bei abnehmender
Mel3wellenlange kontinuierlich zunimmt. Die Ursache fur dieses Verhaten ist ungeklart.
Sicher ist, dal3 die Zunahme der Triplett-Lebensdauer nicht durch Photozerstérung erklart
werden kann, da sich nach der Durchfiihrung aller Untersuchungen bel einer abschlief3enden
Ausbleichmessung bei 514.5 nm fir den Triplett-Zustand erneut eine Lebensdauer von 5.5 s
ergab. Das Fehlen eines Ausbleichsignals bei 476.5 nm bestétigt die Messungen in [48]. Im
Gegensatz dazu liefern die Fluoreszenzreduktionsmessungen unabhangig von der

Anregungswellenlénge im Rahmen der Mef3ungenauigkeit immer die gleichen Melisignale.
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Dies unterstreicht eindrucksvoll den Vortell der Fluoreszenzreduktions- gegentiber der
Ausbleichmel3methode. In Tabelle 5.4 sind die ermittelten Ergebnisse zusammengefalit.
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Abbildung 5.16 Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in Ethylenglykol bei verschiedenen Wellenlangen;
Mef3parameter s. Tab. 5.3, Vprgpe: 13 — 23 s,
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94

Wellenlangen; Mef3parameter s. Tab. 5.3, Vprgpe: 13 — 23 n/s.



5 Neues Mef3konzept: Fluoreszenzreduktion

Tabelle 5.4 Ermittelte molekulare Parameter fir Rhodamin 6G in Ethylenglykol mit
Fluoreszenzreduktions- und Ausbleichmef3methode.

MeRmethode Wellenlange T Kst !
nm inns in10° s*?
5145 5.8 10.3
_ 501.7 7.2 11.5
Ausbleich
488 16 17.3
476.5 2 2
5145 51 9.8
501.7 55 8.9
Fluoreszenzreduktion
488 5.8 8.1
476.5 55 12

! _ vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang

Anhand der Ergebnisse sieht man, wie bei den Ausbleichmessungen die Werte fir Triplett-
Lebensdauer und Intersystem-Crossing Ratenkonstante bei abnehmender Weéllenlénge
kontinuierlich zunehmen, bis schliefdlich bei 476.5 nm keine Auswertung mehr moglich ist.
Da es sich bel beiden Grofen um molekulare Parameter handelt, die nicht von der
Mel3methode abhangig sind, wird somit deutlich, dal3 die Ausbleichmessungen bel der
beschriebenen Abnahme der Mef3wellenldnge keine richtigen Ergebnisse mehr liefern, bzw.
dal3 es sich nicht mehr um Ausbleichmessungen im Sinne von Kapitel 2.3 handeln kann. Im
Gegensatz dazu liefern die Fluoreszenzreduktionsmessungen im Rahmen der Mef3genauigkeit
immer die gleichen Ergebnisse, wie dies fir einen molekularen Parameter zu erwarten ist.
Gleichzeitig stimmen diese mit den bel 514.5 nm mit der Ausbleichmel3methode bestimmten
Werten Uberein.

5.4.3 Vergleich mit verwandten Mel3methoden

In [49] wird eine Mefd3methode beschrieben, die ebenfalls auf der Bestimmung von
verringerter Fluoreszenzintensitét beruht. Hierbei wird eine Farbstoffprobe durch einen ersten
Laserpuls angeregt und die hervorgerufene Fluoreszenzintensitét gemessen. Ein zweiter
Laserpuls, der nach einen definierte Zeitraum At auf die Probe trifft, ruft ebenfals eine
bestimmte Fluoreszenzintensitét hervor, die gemessen wird. Durch den Vergleich der
Differenz dieser beiden Intensitéten mit der Fluoreszenzintensitét, die durch den ersten
Laserpuls hervorgerufen wurde, kann die Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr bestimmt
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werden. Allerdings liefern diese Messungen keine Aussagen Uber die Triplett-Lebensdauer
der Farbstoffproben. Nach [49] ergibt sich fir Rhodamin 6G in Ethanol eine Intersystem-
Crossing Ratenkonstante von <1.8:10° s, Dies stimmt mit dem in Kapitel 4.2 genannten
Wert von 2.5-10° s* sehr gut tiberein.

55 Zusammenfassung

Im vorangegangenen Kapitel wurde eine neue, auf Fluoreszenz basierende Mel3methode
vorgestellt. Diese beruht auf der Messung der Fluoreszenzverringerung, die bel der Besetzung
transienter Zustande auftritt. Im Gegensaiz zu den Ausbleichmessungen ist hier die
Modulation beider Anregungslaserstrahlen nétig. Es dtellte sich heraus, dald die
Fluoreszenzreduktion auf 10 genau bestimmt werden kann. Eine solche Genauigkeit wurde
bisher in keiner Vertffentlichung beschrieben. Durch den direkten Vergleich zwischen
Ausbleich- und Fluoreszenzreduktionsmessungen konnte gezeigt werden, dal3 die neue
Mef3methode nicht durch Absorptionen von Verunreinigungen bzw. Photoprodukten gestort
wird. Dies stellt eine wesentliche Weiterentwicklung dar, da im algemeinen nicht
sichergestellt werden kann, dal3 die fir eine Ausbleichmessung nétigen Voraussetzungen

(€0 >> €1, €58, €1) eflllt sind.

Bel der neuen Mefd3methode werden Farbstoffldsungen eingesetzt, die eine Extinktion von
ca.0.03 be der jeweiligen Anregungswellenldnge aufweisen. Diese wurde durch
konzentrationsabhéngige Fluoreszenzreduktionsmessungen ermittelt. Die mit der neuen
Mef3methode ermittelten molekularen Parameter von Rhodamin 6G in Ethylenglykol wurden
mit denen aus Ausbleich- und einer verwandten Mefd3methode gewonnenen Daten verglichen.
Es zeigte sich, da3 das neue MefRsystem Ergebnisse in sehr guter Ubereinstimmung mit
anderen Methoden liefert.
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6 Anwendung der Fluoreszenzreduktionsmessung

In diesem Kapitel werden Messungen vorgestellt, die im Rahmen der vorliegenden
Fluoreszenzreduktions-M effmethode durchgeftihrt wurden. Dabei sollen einerseits Ergebnisse
gezeigt werden, die mit Ausbleichmessungen nicht hétten erzielt werden kdnnen. Andererseits
sollen Messungen mit Farbstoffen aus aktuellen Forschungsrichtungen die universelle

Nutzung der neuen Mef3methode aufzei gen.

6.1 Fluoreszenzreduktionsmessungen in Abhangigkeit von der Sauer stoffkonzentration

In Kapitel 4.3.4 wurden Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in verschiedenen
Losungsmitteln vorgestellt, die in Abhangigkeit von der Sauerstoffkonzentration durchgefiihrt
wurden. Wasser konnte dabei nicht als Losungsmittel eingesetzt werden, da Rhodamin 6G
hier schon bei geringen Konzentrationen Dimere bildet. Da Ausbleichmessungen bei kleinen
Extinktionen der Farbstoffl6sung ein geringes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis liefern, wurden
keine Messungen in Abhangigkeit der Sauerstoffkonzentration des Ldsungsmittels
durchgefuihrt. In Abbildung 4.1 ist eine Ausbleichmessung von Rhodamin 6G in Wasser
gezeigt. Man erkennt deutlich das stark verrauschte Signal, das nur eine ungenaue
Auswertung zulafét. Fluoreszenzreduktionsmessungen dagegen lassen sich besonders gut bel
geringen Extinktionen an der Anregungswellenléange durchfiihren. Die Kombination der
Rotationskivetten-Technik und der neuen Fluoreszenzreduktions-Mef3methode erlauben es
nun, die molekularen Parameter von Rhodamin 6G in Wasser in Abhangigkeit von der
Sauerstoffkonzentration des Ldsungsmittels zu bestimmen. Abbildung 6.1 zeigt die
durchgefuihrten Messungen. Wie auch schon in Kapitel 4.3.4 wurden die Mef3signale in die
Zeitdomane umgerechnet, da jede Messung zum Erzielen einer optimalen Zeitaufldsung mit
einer dementsprechend angepaldten Probengeschwindigkeit durchgefihrt wurde. Dies
ermoglicht einen direkten Vergleich der verschiedenen Messungen in einer Abbildung. Man
erkennt den starken Einflu® des gel6sten Sauerstoffs auf die Triplett-Lebensdauer tr, ebenso
wie auf die Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr. In Tabelle 6.1 sind die ermittelten

molekularen Parameter zusammengefaldt. Dabel wurde bei der Bestimmung der Intersystem-
Crossing Ratenkonstante ksr aus der Mef3groRe kg, ein Faktor kg, /kst von 1.15 fir Wasser

als Losungsmittel berticksichtigt. Dabei mul3 beim Vergleich der Intersystem-Crossing
Ratenkonstanten mit den in Kapitel 4.3.4 ermittelten Werten fur andere Losungsmittel darauf

geachtet werden, dal3 die mit Ausbleichmessungen ermittelten Daten bedingt durch die
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anal ytische cos-Naherung (s. Kapitel 5.4.2.1) um den Faktor 1/1.4 (s. Kapitel 5.4.2.1) kleiner

sind.
54
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Abbildung 6.1 Fluoreszenzreduktionsmessungen von Rhodamin 6G in Wasser bel  verschiedenen
Sauerstoffkonzentrationen; Anregung: 514.5 nm (jeweils 100 mW, senkrecht zueinander
polarisiert), Extinktion (0.2 mm): 514.5 nm— 0.53, Vpgpe: 7 — 57 NVS.

Tabelle 6.1 Molekulare Parameter von Rhodamin 6G in Wasser bei verschiedenen
Sauer stoffkonzentrationen.

Sauerstoffgehalt des Sauerstoffkonzentration im ke 1 . 1t

Gasgemisches Losungsmittel [31] 10552.1 T 10° ;_1
% mmol/| HS
0 0 7.3 18.8 0.053
20 0.28 9.7 1.86 0.54
40 0.56 20.2 0.65 1.53
60 0.83 23.6 0.58 1.73
80 111 29.6 0.42 241
100 1.39 37 0.33 3.07

! _vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang

Diein Kapitel 4.2 angefihrte Ausbleichmessung von Rhodamin 6G in luftgesattigtem Wasser

ergab eine Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr von 8.8:10°s

! und ene Triplett-

Lebensdauer 1+ von 1.9 us. Die mit der Ausbleichmeld3methode bestimmten molekularen
Parameter sind dabel stérker fehlerbehaftet, da das Mef3signal stark verrauscht war. Somit
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ergibt sich unter Berlcksichtigung des Faktors 1.4 (s. Kapited 5.4.2.1)eine gute

Ubereinstimmung der nach beiden M ethoden ermittelten molekularen Parameter.

Wie in Kapitel 4.34 soll auch hier der quantitative Zusammenhang zwischen
Sauerstoffkonzentration im Lésungsmittel und den GrofRen Ksr, bzw. Tr, bestimmt werden:
Die Ergebnisse sind in Tabelle6.2 zusammengefaldt, wobei zum Vergleich ebenfalls die
Ergebnisse der Ausbleichmessungen in Ethylenglykol, Ethanol und Acetonitril aufgefihrt

sind. Abbildung 6.2 und Abbildung 6.3 zeigen die graphische Auftragung.

Tabelle 6.2 Ermittelte Werte fur k. und k; von Rhodamin 6G in verschiedenen
Ldsungsmitteln.
i} . 0 11
L ésungsmittel Ksr =kg +k, [€(0,) o +k, [€(0,)
T T,0
ke, 10°s?t kg, 10%1/(mol -s) Tro, US ke, 108 1/(mol-s)
Ethylenglykol* 8.8 23.8 465 16.7
Wasser 6.1 21.8 17 21.5
Acetonitril 1 21.4 1.1 0.9 37
Ethanol ! 13.7 6.6 1 7.4

vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang; * — die aus Tab. 4.6 iibernommenen Werte fiir kgT und Kq sind zum
besseren Vergleich mit dem Faktor 1.4 multipliziert (s. Kapitel 5.4.2.1).
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Abbildung 6.2 Intersystem-Crossing Ratenkonstante von Rhodamin 6G in Wasser in Abhangigkeit der

Sauerstoffkonzentration des Lésungsmittels.
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Abbildung 6.3 Triplett-Lebensdauer von Rhodamin  6G in  Wasser in Abhangigkeit der

Sauerstoffkonzentration des Losungsmittels.

Man sieht, dal3 sich fir Rhodamin 6G in Wasser eine dhnlich grofe Abhangigkeit der
Intersystem-Crossing Ratenkonstante von der Sauerstoffkonzentration wie in Ethylenglykol
ergibt. Die Abhangigkeit der Triplett-Lebensdauer ist dabel in Wasser stérker ausgepragt als
in Ethylenglykol. Wie in Acetonitril und Ethanol missen auch in Wasser zusétzliche effektive
Prozesse zur Léschung des Triplett-Zustandes vorliegen, da bel Stickstoffsédttigung lediglich

eine Triplett-Lebensdauer von ca. 20 us erreicht wird.

6.2 Einflu® des Bromierungsgrades bei Perylenfarbstoffen

In Kapitel 4.4 wurden Ausbleichmessungen von unterschiedlich stark bromierten
Perylenfarbstoffen angefihrt. Wie bereits beschrieben, sind Perylenfarbstoffe in der letzten
Zeit durch ihren Einsatz im Bereich der Licht emittierenden Polymere bekannt geworden
[32,33]. Bai den Untersuchungen hatte sich gezeigt, dal3 offensichtlich Absorptionen
transenter Zustande im Wellenldngenbereich des Mefdlaserstrahls die Auswertung der
erhaltenen Mefdsignale storten bzw. unmoglich machten. Da die Fluoreszenzreduktions-
Mef3methode durch solche Absorptionen nicht gestért wird, sollte es nun méglich sein, den
Effekt der Bromierung bei den genannten Perylenfarbstoffen zu untersuchen. Abbildung 6.4
zeigt die durchgefuhrten Messungen in 1,2-Dichlorethan. Da die unterschiedlichen
Messungen mit verschiedenen Probengeschwindigkeiten durchgefihrt wurden, sind die
Mefdsignadle in die Zeitdomane umgerechnet worden, damit diese direkt miteinander

verglichen werden kénnen.
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Abbildung 6.4 Fluoreszenzreduktionsmessungen von Rhodamin 6G und verschiedenen Perylenfarbstoffen

in 1,2-Dichlorethan; Anregung: 488 nm (jeweils 100 mW, senkrecht zueinander
polarisiert), Extinktion (0.2 mm): 488 nm — fiir alle Proben 9.7-10°>.
Die Abbildung zeigt deutlich, dal3 der Bromierungsgrad nahezu keine Auswirkung auf die
erhaltenen Melisignale hat. Dies verdeutlicht Tabelle 6.3, die die erhaltenen molekularen
Parameter zusammenfalt. Da in 1,2-Dichlorethan keine mef3bare Anisotropie auftritt, ergibt

sich fur die Intersystem-Crossing Ratenkonstante und die MeRgroRe kg, der gleiche

Zahlenwert.
Tabelle 6.3 Molekulare  Parameter von  Perylenfarbstoffen  unterschiedlichen
Bromierungsgrades und Rhodamin 6G in 1,2-Dichlorethan.
1T kST
Farbstoff Anzahl Bromatome ) _—
inns in10°s

Stbl 0 230 82

Stb2 1 260 86

Stb3 3 240 88

Rhodamin 6G 0 590 24

vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang

Im Rahmen der Mel3ungenauigkeit ergeben sich fur ale drel Perylenfarbstoffe identische
Werte, sowohl fur die Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr,als auch fur die Triplett-
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Lebensdauer 1r. Dieses Ergebnis verwundert zunéchst, da der sogenannte innermolekulare
Schweratomeffekt fir die zunehmende Bromierung einen Anstieg der Intersystem-Crossing
Ratenkonstanten beschreibt [50]. Bromsubstituierte Perylene weisen jedoch auf Grund der
Energielticke zwischen fluoreszierendem Zustand und dem néchsten Triplett-Zustand keinen
Schweratomeffekt auf. [51], was durch die erhaltenen Ergebnisse bestétigt wird.

Die dargestellten Ergebnisse dokumentieren eindrucksvoll, dald Fluoreszenzreduktions-
messungen im Gegensatz zu den in Kapitel 4.4 gezeigten Ausbleichmessungen keinerlei
Storungen durch transiente Absorptionen unterliegen. Somit stellen die durchgefihrten
Fluoreszenzreduktionsmessungen eine Bestétigung fur die Unempfindlichkeit der neuen
Mel3methode gegenliber transienten Absorptionen im betrachteten Wellenléngenbereich dar.

Weiterhin wurden in Kapitel 4.2 Ausbleichmessungen von Rhodamin 6G in verschiedenen
Losungsmitteln vorgestellt. Dabei ergab sich eine qualitative Korrelation zwischen der
Konzentration an Sauerstoff im Lésungsmittel und den molekularen Parametern. Die
Ergebnisse fur die molekularen Parameter von Rhodamin 6G in 1,2-Dichlorethan reithen sich
sehr gut in diese Korrelation ein, da sich die Sauerstoffldslichkeit in 1,2-Dichlorethan in der
gleichen GrofRenordnung wie die in Ethanol und Acetonitril bewegt (abgeschétzt Gber die
Sauerstofflglichkeit in Dichlormethan [31]: 10.7 mmol/l).

6.3 Molekulare Parameter von EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein)

In den vergangenen 4 Jahren entwickelte sich das griin fluoreszierende Protein (GFP) zu
einem der meist untersuchten Proteine in der Biochemie und Zellbiologie [52]. Da GFP fir
viele Anwendungen, wie z.B. als aktiver Indikator mittels Forster Resonanz Energie Transfer

(FRET) verwendet wird, sind Eigenschaften der angeregten Zustande von grof3er Bedeutung.

Trotz einer immer weiter ansteigenden Anzahl von Verdffentlichungen gibt es jedoch nur
wenig Informationen Uber angeregte Zustande von GFP. Verlddliche Aussagen Uber die
Besetzung des Triplett-Zustandes sowie dessen Lebensdauer stehen bislang nicht zur
Verfigung. Zusétzlich ist die Herstellung einer konzentrierten Losung von GFP sehr
kostspielig, so dal? Messungen nur in stark verdinnten Losungen mdglich sind. Da die
Fluoreszenz sehr empfindlich gemessen werden kann, bietet sich die Fluoreszenzreduktions-

Mef3methode fir erste Untersuchungen der angeregten Zusténde von GFP an.
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Als Probe wurde eine Lésung von EGFP in 10 mM Tris-Puffer bei pH 8 verwendet. EGFP
stellt eine Mutante von GFP dar, die im Gegensatz zu GFP nur ein Absorptionsmaximum
aufweist. Diese wurde am Max Planck Institut fir Biophysikalische Chemie in Gottingen von
Dr. Vinod Subramaniam hergestellt. Bel der Arbeit mit biologischen Proben muf3 besonders
auf sterile Arbeitsgeréte geachtet werden, damit das Protein nicht zerstort wird. Zusétzlich
mussen die Proben kihl gelagert werden. Um mdglichst viele Messungen durchfihren zu
konnen, wurde die Probe stark verdiinnt, so dal3 sich bei einer Schichtdicke von 0.2 mm und
einer Anregungswellenlange von 488 nm (Absorptionsmaximum der Probe) eine Extinktion
<< 0.01 ergab. Da der exakte Wert nicht von Bedeutung war, wurde die Extinktion nicht
genauer bestimmt, um die Probe nicht unnétig mit Glasgerdten (Quarzglaskiivetten) in
Kontakt zu bringen. Weiterhin mul? besonders darauf geachtet werden, dal3 die Proben-Spuren
grandlich gereinigt werden, da sonst leicht die Fluoreszenz der stark verdiunnten EGFP-
Ldsung durch die von Farbstoffresten tbertroffen werden kann. Als ReferenzfarbstofflGsung
wurde die veresterte Form von Rhodamin 110 in destilliertem Wasser verwendet, die
ebenfalls bei 488 nm einen hohen Extinktionskoeffizienten aufweist. In eine Spur der
Rotationskivette wurde die Rhodamin 110-L6sung und in die zweite Spur die EGFP-L6sung
eingefdllt. Abbildung 6.5 zeigt ein Mef3signal von EGFP im beschriebenen Puffer, Abbildung

6.6 die dazugehorige Referenzmessung von Rhodamin 110 in destilliertem Wasser.

Chromophor von EGFP Rhodamin 110, veresterte Form
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Abbildung 6.5 Fluoreszenzreduktionsmessungen von EGFP in  10mM  Tris-Puffer  (pH 8);
Anregung: 488 nm (jeweils 70 mW, senkrecht zueinander polarisiert), Extinktion (0.2 mm):
488 nm—<< 0.01, Vprgpe — 18.3 NVs.
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Abbildung 6.6 Fluoreszenzreduktionsmessungen von Rhodamin 110 in dedtilliertem Wasser;

Anregung: 488 nm (jeweils 70 mW, senkrecht zueinander polarisiert), Extinktion (0.2 mm):
488 nm—0.01, Vpgpe — 20.6 NVs.
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6 Anwendung der Fluoreszenzreduktionsmessung

Das Mef3signal von EGFP zeigt deutlich einen transienten Zustand. Um einen Hinweis darauf
zu erhaten, ob es sich bei dem beobachteten Zustand um den Triplett-Zustand von EGFP
handelt, wurden weitere Messungen durchgefihrt, bei denen der Sauerstoffgehalt des
Losungsmittels variiert wurde. Dabel mufd beachtet werden, dal3 das S&ttigen mit einer
Gasmischung hier nur durch Uberleiten eines Gasstromes uber die zu verwendende LGsung
geschehen darf, da ansonsten das Biomolekil EGFP denaturiert werden kann. Unter
Beachtung dieser Malinahmen wurden EGFP-Losungen hergestellt, die an Sauerstoff, bzw.
Stickstoff geséttigt waren. Diese Messungen sind in Abbildung 6.7 dargestellt. Man erkennt,
dald Sauerstoff die Lebensdauer des transienten Zustandes verkirzt, wahrend man bei
Abwesenheit von Sauerstoff eine gegentiber Luftséttigung erhhte Lebensdauer erhdlt. Dies
legt die Annahme nahe, dal es sich bei dem beobachteten Zustand um den Triplett-Zustand
handeln mul3. Somit wird deutlich, dal3 es mit der neuen Fluoreszenzreduktions-Mefd3methode
erstmals gelungen ist, den Triplett-Zustand von EGFP in einer luftgeséttigten Pufferldsung
nachzuweisen. Was die Auswertung des Melssignals fur die sauerstoffgesdttigte EGFP-
Losung betrifft, so 183t sich dieses durch das auftretende starke Rauschen nicht eindeutig
auswerten. Es |1&% sich jedoch die Aussage treffen, dald3 die Triplett-Lebensdauer in
sauerstoffgeséttigter Losung nicht groRBer als 10us und die Intersystem-Crossing
Ratenkonstante groRer als 2:10° s* ist. Somit 183t sich der EinfluR von Sauerstoff auf die
molekularen Parameter deutlich zeigen. In Tabelle 6.4 sind die Ergebnisse zusammengefalt.

Tabelle 6.4 Zusammenfassung der Mef3ergebnisse von EGFP in 10 mM Tris-Puffer
(pH 8) und Rhodamin 110 in destilliertem Wasser.

. 1T ks‘r

Farbstoff L dsungsmittel ) . 5 1

In ps in10°s
sauerstoffgeséttigt <10 >2
EGFP luftgeséttigt 23 24
stickstoffgeséttigt 33 2
Rhodamin 110, "

veretert luftgesattigt 2.1 13.9

vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang
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Abbildung 6.7 Fluoreszenzreduktionsmessungen von EGFP in  10mM  Tris-Puffer (pH 8);
Anregung: 488 nm  (jeweils 70 mW, senkrecht zueinander polarisiert), A-
stickstoffgesattigte Losung, 0 — sauerstoffgesttigte Lésung, —— Fit, Extinktion (0.2 mm):
488 nm—<< 0.01, Vpgpe: 7 —20 mys.

Aus den Daten fur luft- und stickstoffgeséttigte Ldsungen lassen sich die Léschkonstanten k.
und kg und die GroRen k2 und Tro abschdtzen (vgl. Kapitel 6.1), wobei fir die

Sauerstofflédlichkeit im verwendeten Puffer die von reinem Wasser als Naherung

angenommen wurde. Man erhdlt:

11
kST:kgT+k [¢(G,) —= +k [€(0,)
q Ty T,0
ke, 10°s' kg 10°1/(mol-s) Tro, IS k., 10° I/(mol-s)
2 1.4 33 0.4

Offensichtlich hat die Erhohung des Sauerstoffgehalts des Losungsmittels nur einen geringen
Einfluld auf die molekularen Parameter von EGFP. Dies lief3e sich mit der Abschirmung des
eigentlichen Chromophors durch die Proteinhtille erklaren. Als Ergebnis der Untersuchungen
&kt sich zusammenfassen, da? EGFP mit ca 23us ene verhdtnismdllig lange
Triplettiebensdauer aufweist. Mit 2.4-10° s* weist EGFP gleichzeitig eine sehr niedrige
Intersystem-Crossing Ratenkonstante auf.
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6 Anwendung der Fluoreszenzreduktionsmessung

Weiterhin zeigen die Messungen, dal3 die Fluoreszenzreduktions-Mel3methode selbst bel
grofen Verdinnungen und sehr geringen Intersystem-Crossing Ratenkonstanten angewendet

werden kann.

6.4 Untersuchungen an , molekularen Voltmetern®

In der Arbeitsgruppe von Prof. Fromherz am Max Planck Institut fur Neuro- und
Membranphysik in Martinsried werden Cyanin-Farbstoffmolekile untersucht, die
spannungsabhangige Fluoreszenzeigenschaften aufweisen [53]. Durch das Einbringen dieser
Sensor-Molekile in Zellmembranen soll die Aktivitét dieser Zellen untersucht werden. Dabei
wirken verschiedene dieser Sensor-Molekile zelltoxisch. Dies konnte mit der toxischen
Wirkung von Singulett-Sauerstoff erklart werden, der bei der Loschung des Triplett-
Zustandes durch Triplett-Sauerstoff entsteht. Somit ist die Kenntnis der Eigenschaften der
angeregten Zustande ,molekularer Voltmeter® von grof3er Bedeutung. Sollten z.B. die
verwendeten Farbstoffmolekile eine grof3e Intersystem-Crossing Ratenkonstante aufweisen,

so wirde dies den Erklarungsansatz fur die Zelltoxizitat stitzen.

Bel den Messungen ergab sich, dai3 die in Chloroform geldsten Farbstoffe eine sehr geringe
Photostabilitét aufweisen. Dies zeigte sich daran, dal3 sich bereits nach kurzer Mef3zeit
(1min.) ene ausgebleichte Spur innerhalb der Proben-Spur bildete. Um diese
Spurenbildung zu verringern, wurde die Rotationskivette wahrend einer Messung
kontinuierlich horizontal hin- und her bewegt (vgl. Kapitel 3.2.3). Trotzdem wurde bei den
Messungen folgender Effekt beobachtet. Eine Messung — sel es eine Ausbleich- oder eine
Fluoreszenzreduktionsmessung — besteht aus mehreren ,, Scans®, in denen das Mef3signal im
gewdhiten Ax-Bereich bestimmt wird. Die Mittelung dieser , Scans’ ergibt das eigentliche
Mel¥ergebnis, wobel das Rauschen durch die Mittelung minimiert wird. Durch die geringe
Photostabilitdt nahm das Mef3signal von einem Scan zum néchsten ab. Da die Messungen mit
einem sehr starken Rauschen behaftet waren, war die Durchfiihrung mehrerer Scans zum
Erhalten eines auswertbaren Mef3signals notwendig. Daher wurden mehrere Einzelmessungen
durchgefuhrt, die as Mittel das Mef3signal ergaben. Dieses Vorgehen birgt den Vorteil, dal3
durch das neue Ausrichten der Laserfoki vor einer Einzelmessungen das Mef3signal wieder

maximiert werden kann. Dieses V orgehen stellt einen Erfahrungswert dar.
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In Abbildung 6.8 bis Abbildung 6.11 sind die durchgefiihrten Messungen dargestellt. Trotz
der beschriebenen Methode waren die erhaltenen Mefisignale stark verrauscht. Dabei stellte
sich AnnineV als der stabilste Farbstoff in Chloroform heraus. Dementsprechend ist das
zugehorige Meldsignal am geringsten mit Rauschen behaftet. Als Referenzmessung wurde
Rhodamin 6G in Chloroform verwendet. Die entsprechende Fluoreszenzreduktionsmessung
ist in Abbildung 6.12 dargestellt. Tabelle 6.5 fal3t die ermittelten molekularen Parameter
zusammen. Bei der Messung von Rhodamin 6G zeigt sich erneut der Vortell der
Fluoreszenzreduktions- gegenlber der Ausbleichmel3methode. Im Gegensatz zu der in
Kapitel 4.2 angefiihrten Ausbleichmessung von Rhodamin 6G in Chloroform, erhédt man bei
der Fluoreszenzreduktionsmessung ein  monoexponentielles Abklingen des Triplett-
Zustandes. Die in Tabelle 4.2 fehlenden Angaben fur Chloroform as Ldsungsmittel kdnnen
nun also nachgetragen werden. Wie schon bel 1,2-Dichlormethan tritt auch in Chloroform

keine mefdbare Anisotropie auf. Man kann also den Zahlenwert der bestimmten Mef3grofe

kg, fur die Intersystem-Crossing Ratenkonstante kst Ubernehmen.
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Abbildung 6.8 Fluoreszenzreduktionsmessung von Rh 160 in Chloroform; Anregung: 514.5 nm (jeweils

80 mW, senkrecht zueinander polarisiert), x — Mef3signal, —— Fit, Extinktion (0.2 mm):
514.5 nm—0.08, Vprghe — 51.9 mvs.

AX, pm -
Abbildung 6.9 Fluoreszenzreduktionsmessung von DI-4-ANEPBS in Chloroform; Anregung: 514.5 nm
(jeweils 80 mW, senkrecht zueinander polarisiert), x —Mefsignal, —— Fit, Extinktion

(0.2 mm): 514.5 nm—0.08, Vprope — 51.9 MV/s.
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Abbildung 6.10 Fluoreszenzreduktionsmessung von BNBIQ in Chloroform; Anregung: 514.5 nm (jeweils
80 mW, senkrecht zueinander polarisiert), x — Mef3signal, —— Fit, Extinktion (0.2 mm):
514.5 nm—0.08, Vprope — 51.9 Vs,

AX, pm -
Abbildung 6.11 Fluoreszenzreduktionsmessung von Annine V in Chloroform; Anregung: 514.5 nm (jeweils
70 mW, senkrecht zueinander polarisiert), x — Mef3signal, —— Fit, Extinktion (0.2 mm):

514.5 nm — 0.08, Vprope — 52.8 1M/s.
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Abbildung 6.12 Fluoreszenzreduktionsmessung von Rhodamin 6G in Chloroform; Anregung: 514.5 nm
(jeweils 80 mW, senkrecht zueinander polarisiert), x —Mefdsignal, —— Fit, Extinktion
(0.2 mm): 514.5 nm—0.08, Vp;ope —51.9 Vs,

Tabelle 6.5 Molekulare Parameter der ,, molekularen Voltmeter® und Rhodamin 6G in

Chloroform.
Farbstoff _ A _ ks; .
Inns in10°s

Rh 160 12 40
DI-4-ANEPBS 0.73 20
BNBIQ 0.4 40
AnnineV 0.45 30
Rhodamin 6G 0.7 20

vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang

Da die erhaltenen Mel3signale - bedingt durch die geringe Photostabilitét - zum Teil stark
verrauscht sind, kénnen die Triplett-Lebensdauern nicht exakt bestimmt werden, wodurch
auch die Intersystem-Crossing Ratenkonstanten fehlerbehaftet sind. Daher ist eine Diskussion
Uber den Zusammenhang zwischen Farbstoffstruktur und molekularen Parametern wenig
sinnvoll. Nach den Ergebnissen, die in Tabelle 6.5 dargestellt sind, lief3e sich eine Triplett-
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Lebensdauer ableiten, die mit zunehmender Flexibilitdt im chromophoren System des
Farbstoffmolekills ansteigt. Gleichzeitig gabe es keinen direkten Zusammenhang zwischen
Struktur und Intersystem-Crossing Ratenkonstante. Die abgeleiteten Intersystem-Crossing
Ratenkonstanten liegen in der gleichen Grélenordnung wie die von Rhodamin 6G in
Chloroform. Absolut betrachtet 183 sich dies jedoch kaum als Erklarung fir die beobachtete
Zelltoxizitdt heranziehen. Die beobachtete geringe Photostabilitdt der ,molekularen

Voltmeter* wird in Kapitel 7 genauer untersucht.

Die fur Rhodamin 6G in Chloroform bestimmten molekularen Parameter reihen sich
wiederum gut in die in Tabelle 4.2 zusammengefaldten Ergebnisse ein, wenn man fir ksr den
Faktor 14 (s. Kapitd 54.21) beim Vergleich zwischen Ausbleich- und
Fluoreszenzreduktions-Mef3methode berlicksichtigt. Mit einer Sauerstoffkonzentration von
2.3 mmol/l bei Luftatmosphére erwartet man eine Triplett-Lebensdauer und eine Intersystem-
Crossing Ratenkonstante, die im Bereich der Werte fur Rhodamin 6G in Acetonitril oder
Ethanol liegen (t1: 0.4 — 0.5 ps, kst 18-35-10° s%).

6.5 Untersuchungen an Farbstoffen fir den sogenannten , Plastiklaser“

Ein Nachteil von Lasern besteht vornehmlich in der geringen Anzahl der verflgbaren
Laserlinien. Um dieses Problem zu umgehen wurde der Farbstofflaser entwickelt, der in
einem grof3eren Spektralbereich abstimmbar ist. Allerdings bendtigt man zum Pumpen dieses
Lasers ebenfalls einen intensiven Laserstrahl. Dieses System ist zwar variabel, jedoch sehr
unhandlich. Ziel aktueller Forschung ist es daher, einen elektrisch gepumpten Laser zu
entwickeln, der gleichzeitig miniaturisiert gebaut werden kann. Dazu ist es notwendig, das
aktive Medium, das bei den Farbstofflasern aus einer viskosen Farbstofflésung besteht,
abzuandern. Fur einen miniaturisierten Aufbau bietet sich daher ein festes Material an, in dem
das eigentlich aktive Medium eingebettet ist. Zur Zeit werden unterschiedliche Polymere
untersucht, die zur Herstellung des aktiven Mediums herangezogen werden sollen. Ziel der
Entwicklung ist die Herstellung eines sogenannten Plastiklasers, der die Eigenschaften eines
herkdmmlichen Farbstofflasers aufweisen soll. Als mdgliche Farbstoffe fur diesen neuen
Lasertyp werden unter anderem Spiroverbindungen untersucht [54], die Elektrolumineszenz
aufweisen. Auch hier ist die Kenntnis der molekularen Eigenschaften dieser Farbstoffe von

grof3em Interesse.
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Spiro-4®

Spiro-6®

4-Spiro®

Um bereits durchgefihrte Ausbleichmessungen zu Uberprifen [55], wurde Dichlormethan als
Losungsmittel fur die Durchfiihrung der Fluoreszenzreduktionsmessungen ausgewahlt. Die
Ausbleichmessungen ergaben bi- und sogar triexponentielle Abklingverhalten der
Spiroverbindungen. In Abbildung 6.13 bis Abbildung 6.15 sind die
Fluoreszenzreduktionsmessungen dargestellt. Man erkennt auch hier deutlich mehrere
Abklingdauern. Die verschiedenen Abklingdauern sind in den Abbildungen durch
durchgezogene Linien verdeutlicht. In Tabelle 6.6 sind die ermittelten Lebensdauern
aufgefuihrt. Zusétzlich wurden die Mef3signale im Bereich der kurzen Lebenszeiten zur
Bestimmung der Ubergangsraten ki, ausgewertet. Da nicht klar ist, um welchen Zustand,
bzw. um welche Zustdnde, es sich handelt, wird in diesem Zusammenhang.
konsegquenterweise nicht von kst gesprochen. Diese Werte sind ebenfalls in der Tabelle 6.6
dargestellt.
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Abbildung 6.13 Fluoreszenzreduktionsmessung von Spiro-4@ in Dichlormethan; Anregung: 363.8 nm
(jeweils 3 mwW, senkrecht zueinander polarisiert), x —Mefisignal, —— Markierung der
Abklingdauern, Extinktion (0.2 mm): 363.8 nm— 0.09, Vpgne — 21 NMV/s.
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Abbildung 6.14 Fluoreszenzreduktionsmessung von Spiro-6@ in Dichlormethan; Anregung: 363.8 nm
(jeweils 3 mW, senkrecht zueinander polarisiert), x —Mef3signal, —— Markierung der
Abklingdauern, Extinktion (0.2 mm): 363.8 nm— 0.01, Vprghe — 21 NMVs.
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Abbildung 6.15 Fluoreszenzreduktionsmessung von 4-Spiro® in  Dichlormethan; Anregung: 363.8 nm
(jeweils 3 mW, senkrecht zueinander polarisiert), x —Mefisignal, —— Markierung der

Abklingdauern, Extinktion (0.2 mm): 363.8 nm— 0.01, Vp;gpe — 20 NMVs.

Tabelle 6.6 Ubergangsratenkonstanten  und  gemessene  Lebensdauern  der
Spiroverbindungen in Dichlormethan.
Farbstoff T1 To T3 k1o (fUr 1)
Hs us us in10° s’
Spiro-4® 14 4-6 - 4.7
Spiro-6d 1 1.3-19 - 18
4-Spiro? 1 1.9-23 10 28

vergleiche Ubersichtstabelle im Anhang

Bel der Betrachtung der Mefisignale erkennt man, dal3 sich die kurze Lebensdauer bei alen
drei Proben eindeutig bestimmen |&%. Dagegen hangen die Werte fur die langeren
L ebensdauern von dem Ax-Bereich ab, den man zur Bestimmung heranzieht. Trotzdem lassen

sich Bereiche unterschiedlicher Lebensdauern deutlich unterschei den.

Durch die eindeutige Bestimmung der kurzen Lebensdauern t; sind auch die damit

bestimmten Ubergangsraten ki, sehr genau. Demnach scheint die Ubergangsrate mit der
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GroRe des Molekills zu korrelieren. Uber die Art dieses transienten Zustandes lassen sich hier

keine Aussagen treffen.

Da bei Spiro-6¢ und 4-Spiro® hohe Ubergangsraten auftreten, sind diese in Bezug auf diese
Eigenschaft fUir den Einsatz ads Laserfarbstoff vermutlich weniger geeignet as
Spiro-4®, da der Ubergang in einen langlebigen Zustand einen wesentlichen Verlustproze
im Laserbetrieb darstellt.

Zuletzt wird wiederum die grof3e Leistungsfahigkeit der Mefdmethode unterstrichen, da selbst
Messungen mit einer Laserleistung von nur 3mW und einer Extinktion von ca. 0.01

problemlos durchzufthren waren (s. Abbildungen).

6.5.1 Aufgetretene Schwierigkeiten bei der Messung mit UV-Licht

Zur  Durchfihrung der  Fluoreszenzreduktionsmessungen mit  den  angefihrten
Spiroverbindungen war es notwendig, UV-Licht zu verwenden. Da fir diese Wellenlange
kein Laserfarbstoff vorlag, der im Bereich von 370nm eine starke Absorptionsbande
aufweist, wurde Rhodamin 6G in Dichlormethan als Referenzfarbstoff verwendet. Bel der
Durchfihrung der Messungen traten alerdings unerwartete Phanomene auf, die eine
Auswertung der erhaltenen Mefsignale verhinderte. In Abbildung 6.16 ist ein Mef3ergebnis
als Beispiel aufgefuhrt.
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Abbildung 6.16 Fluoreszenzreduktionsmessung von Rhodamin 6G in Dichlormethan; Anregung: 367.8 nm.
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Im Bereich Uberlappender Laserfoki kam es reproduzierbar zu einem ,, Durchschwingen* des
Mefdsignals. Dieses Verhalten lief3 sich nicht auf einen Justage-Fehler zurickfuhren, zumal
die durchgefiihrten Messungen mit den Spiroverbindungen keinerlei Probleme ergaben.
Lediglich das Ausmal3 des ,, Durchschwingens® lief3 sich durch Verandern der Mef3parameter
beeinflussen. Die Ursache fur diesen Sachverhalt konnte nicht geklat werden. Ein
wesentlicher Unterschied zwischen den Absorptionsprozessen der Spiroverbindungen und
Rhodamin 6G liegt in dem dadurch erreichten angeregten Zustand. Wahrend bei den
Spiroverbindungen durch eine Absorption bei 368 nm der erste angeregte Zustand erreicht
wird, gelangt ein Rhodamin 6G-Molekil durch die Absorption bei dieser Wellenlange in
hoher angeregte Zusténde. Ob dies alerdings das beschriebene , Durchschwingen* des
Mefdsignals erklaren kann, ist fraglich. Es wére fur zukinftige Untersuchungen sicherlich
interessant, dieses Phanomen néher zu untersuchen. Dies war im Rahmen der vorliegenden
Dissertation allerdings nicht mehr moglich.

6.6 Zusammenfassung

Im vorangegangenen Kapitel wurde anhand mehrerer Messungen gezeigt, wie die neue
Fluoreszenzreduktions-Mefmethode auch dann Mef3ergebnisse liefert, wenn die
Ausbleichmel3methode nicht mehr angewendet werden kann. Weiterhin  wurden

M ef3ergebnisse aus aktuellen Forschungsrichtungen vorgestel|t.

Bel Fluoreszenzreduktionsmessungen von Rhodamin 6G in Wasser ergab sich die bisher
grofdte beobachtete Abhangigkeit der Triplett-L ebensdauer T+ von der Sauerstoffkonzentration
im Losungsmittel. Zusétzlich wurde, wie bereits fur Acetonitril und Ethanol, festgestellt, dal3
neben der Loschung durch Sauerstoff weitere effiziente Léschprozesse den Triplett-Zustand
entvolkern.

Durch die Untersuchung unterschiedlich bromierter Perylenfarbstoffe konnten frihere
Ergebnisse bestétigt werden. Diese sagten aus, dald bei Perylenfarbstoffen die Intersystem-
Crossing Ratenkonstante ksr unabhangig vom Grad der Bromierung ist. Zusétzlich konnte
gezeigt werden, dal3 die bei Ausbleichmessungen dieser Farbstoffe beobachteten transienten

Absorptionen die Fluoreszenzreduktionsmessungen nicht stéren.

Als bekanntester Vertreter aktueller Untersuchungen der Biochemie wurde das Enhanced

Green Fuorescent Protein (EGFP) untersucht. Hierbei konnte ein transienter Zustand
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detektiert werden, der mit einer sehr geringen Ubergangswahrscheinlichkeit bevolkert wird.
Durch die beobachtete Sauerstoffabhangigkeit dieser Lebensdauer wurde auf den Triplett-
Zustand geschlossen. Mit 21 ps zeigt dieser eine verhdtnisméldig hohe Lebensdauer bei
Luftséttigung des Losungsmittels. Im Vergleich dazu zeigt Rhodamin 110 (verestert) eine
Triplett-Lebensdauer von 2.1 ps. Neben der geringen Sauerstoffabhangigkeit der Triplett-
Lebensdauer wurde fir die Intersystem-Crossing Ratenkonstante keine Abhangigkeit
festgestellt.

Untersuchungen von , molekularen Voltmetern® — Molekile aus der Klasse der Cyanin-
Farbstoffe — sollten Auskunft dartiber geben, ob die beobachtete Zelltoxizitét auf eine erhohte
Intersystem-Crossing Ratenkonstante kst zurlckzufiihren sei. Diese wirde Uber die
Desaktivierung des Triplett-Zustandes zu einer erhthten Produktion von Singul ett-Sauerstoff
fuhren, der als Z€llgift bekannt ist. Die Messungen ergaben keine signifikante Erhéhung von

Ksr.

Die fur die Entwicklung des ,Plastiklasers® as Laserfarbstoffe in Frage kommenden
Spiroverbindungen  zeigten in  ersten  Ausbleichmessungen  mehrexponentielles
Abklingverhalten. Fluoreszenzreduktionsmessungen bestétigten diesen Befund. Bei der
Berlicksichtigung der ermittelten Intersystem-Crossing Ratenkonstanten stellte sich das

kleinste Molekll Spiro-4® als das geeignetste fur den Einsatz als Laserfarbstoff heraus.

Bel den Messungen mit EGFP und den Spiroverbindungen zeigte sich die grofe
Leistungsfahigkeit des Fluoreszenzreduktions-Mefdverfahrens. Selbst bel  geringsten
Extinktionen und Laserleistungen liefert dieses Mef3system sehr gute Ergebnisse.

Bel der Verwendung von UV-Licht ergaben sich Schwierigkeiten bei Messungen mit
Rhodamin 6G in Ethylenglykol. Das beobachtete , Durchschwingen® des Mefisignals im
Bereich Uberlappender Laserfoki konnte im Rahmen der Dissertation nicht mehr geklért

werden.
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In Kapitel 6.4 wurden Untersuchungen von Cyanin-Farbstoffen durchgefhrt, die durch ihre
spannungsabhangigen Fluoreszenzeigenschaften [53] a's sogenannte ,, molekulare Voltmeter*
Verwendung finden. Durch das Einbringen dieser Sensor-Molekile in Zellmembranen soll
die Aktivitat dieser Zellen untersucht werden. Bel der Untersuchung der Farbstoffe stellte sich
eine geringe Photostabilitét in Chloroform heraus, wobei AnnineV die grofite Photostabilitét
aufzuweisen schien. Dies wurde aus der Beobachtung geschlossen, dal3 bei der Durchfiihrung
der Fluoreszenzreduktionsmessungen mit AnnineV die geringsten Probleme auftraten. Bei
den anderen Farbstoffldsungen konnte dagegen bereits nach kurzer Zeit eine ausgebleichte
Spur in der Proben-Spur der Rotationskiivette beobachtet werden. Da bislang keine Messung
der Photostabilitdt dieser Farbstoffe vorliegen, soll im folgenden an Hand einfacher
Experimente und Auswertung eine Photostabilitét der Proben abgeleitet werden.

Dazu wurden in Rucksprache mit Prof. Fromherz Farbstofflésungen in Chloroform und in
wassergeséttigtem Chloroform durchgefiihrt. Dabel soll wassergeséttigtes Chloroform die
Verhdtnisse in lebenden Zellen am besten anndhern.

7.1 Durchfihrung der Messungen

Die vier in Kapitel 6.4 untersuchten Farbstoffe (Rh 160, DI-4-ANEPBS, BNBIQ und
Annine V) wurden in Chloroform bzw. wassergeséttigtem Chloroform gel6st. Dabei wurde in
Chloroform fur jeden Farbstoff eine Extinktion von ca. 1.9 und in wassergeséttigtem
Chloroform eine Extinktion von ca. 0.33 in einer 1 cm Kuvette bei 488 nm eingestellt. Die
geringere Extinktion in wassergeséttigtem Chloroform ergab sich durch die im Vergleich zu

Chloroform stark verminderte L6slichkeit der Farbstoffe.

Zur Untersuchung der Photostabilitdt wurden jeweils 3ml der entsprechenden
Farbstofflosung in eine kommerzielle 1cm-Quarzglaskivette (Fa Hellma) gefllt.
Anschlief3end wurde diese Losung bei 488 nm und einer Laserleistung von 1.5 Watt bestrahlt.
Die Losung wurde zur Gewahrleistung einer gleichméfdigen Bestrahlung geriihrt. Nach dem
Verstreichen einer festgelegten Zeitspanne At wurde die Bestrahlung unterbrochen und die
Quarzglaskiivette in ein Spektralphotometer (Lambda 19, Fa Perkin Elmer) eingesetzt.
Anschlief?end wurde die Absorption im Bereich von 200 bis 700 nm gemessen. Daraufhin

wurde die Probe fir eine weitere Zeitspanne bestrahlt. Dieses Vorgehen wurde solange
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wiederholt, bis die Probe vollstandig ausgebleicht war. In Abbildung 7.1 bis Abbildung 7.4
sind die bestrahlungszeitabhangigen Absorptionsspektren dargestellt.
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Abbildung 7.1 Absorptionsspektren von Rh 160 in Chloroform in Abhéngigkeit von der Bestrahlungszeit
(488 nm, 1.5 W); Messungen nach 0, 1, 2, 4, 6, 8,13, 14, 16, 19, 23, 27, 33, 37, 41, 45 und
53 Minuten Bestrahlungszeit, Schichtdicke: 1 cm.
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Abbildung 7.2 Absorptionsspektren von DI-4 ANEPBS in Chloroform in Abhéngigkeit von der

Bestrahlungszeit (488 nm, 1.5 W); Messungen nach 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5, 7, 10, 13,
18, 23 und 30 Minuten Bestrahlungszeit, Schichtdicke: 1 cm.
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Extinktion —

Abbildung 7.3

Extinktion —

Abbildung 7.4
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Absorptionsspektren von BNBIQ in Chloroform in Abhéngigkeit von der Bestrahlungszeit
(488 nm, 1.5W); Messungen nach 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3.25, 4.25, 5.25, 6.25, 8.25 und
11.25 Minuten Bestrahlungszeit, Schichtdicke: 1 cm.
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Absor ptionsspektren von Annine V in Chloroform in Abhéngigkeit von der Bestrahlungszeit
(488 nm, 1.5W); Messungen nach 0,0.5, 1, 1.5, 2, 2.75, 35, 45, 55, 6.5, 7.5, 9 und
12 Minuten Bestrahlungszeit, Schichtdicke: 1 cm.

Die in wassergesattigtem Chloroform durchgefiihrten Messungen sind denen in Chloroform
sehr ahnlich und werden deshalb nicht explizit dargestellt.
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7.2 Auswertung der Absorptionsdaten

Die bis zum Erreichen des Ausbleichens bendtigte Zeit sagt noch nichts Uber die
Photostabilitat des jeweiligen Farbstoffs aus, da sich die Absorptionsspektren in Form und
spektraler Lage unterscheiden. Um daher die Photostabilitdt anhand  der
Konzentrationsabnahme beurteilen zu kdnnen, muf? zunéchst der Extinktionskoeffizient bel

der betrachteten Laserwellenlange berticksichtigt werden:

dE _ d(e [t [d)
- 7.1
dt dt
1 E dc
1 fE_d 72
eld dt dt
mit E - Extinktion
€ - molarer dekadischer Extinktionskoeffizient
c - Konzentration
d - Schichtdicke

Um die jeweiligen Extinktionskoeffizienten abzuschétzen, wurde angenommen, dal3 bel alen
Uberpriiften Farbstoffen am Absorptionsmaximum € =110 I/(mol-cm) gilt. Um nun
letztendlich die Photostabilitét bewerten zu konnen, mul3 eine Wellenldnge ausgesucht
werden, bel der gebildete Abbauprodukte nicht absorbieren. Da bei der Photozerstérung im
allgemeinen der Chromophor abgebaut wird und die Wellenlange des Absorptionsmaximums
mit der GrofRe des chromophoren Systems abnimmt, wurde eine gegeniber dem
Absorptionsmaximum bathochrom verschobene Mef3wellenlange Avess flr die verschiedenen
Proben ausgesucht. Gleichzeitig sollte die Extinktion an dieser Mel3wellenlénge nicht zu
gering sein. Als Kompromil3 zwischen diesen beiden Bedingungen wurde folgendes

Kriterium gewahit:

1
E()\M%s):EEmax,)\Mess>)\Max 7.3

Um die so ermittelten Konzentrationsabnahmen dc/dt der untersuchten Farbstoffe miteinander

vergleichen zu konnen, mussen diese auf die jeweils absorbierte Laserleistung bezogen
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werden. Zusétzlich mul? berticksichtigt werden, dal3 durch die Photozerstérung der Probe die

Absorption ebenfalls eine zeitabhangige GroRe ist.

1,1 dE_fre

el AP dt [t [l 4

mit A(t) - zeitabhéngige Absorption
P - Laserleistung
C
at e

- auf die Laserleistung bezogene K onzentrationsanderung

Um die exakte absorbierte Laserleistung zu erhalten, muf3 die Grof3e [(dA/dt)-Laserleistung]
Uber den Bestrahlungszeitraum At integriert werden. Zur Vereinfachung wird hier der
Mittelwert aus zwei aufeinanderfolgenden Absorptionswerten [(Ai+Ai+1)/2] zur Bestimmung
der absorbierten Laserleistung A(t)-P herangezogen. Die aus den zeitabhangigen
Absorptionsdaten gewonnen Daten und die daraus berechneten Werte sind im Anhang
aufgefuhrt. Abbildung 7.5 und Abbildung 7.6 zeigen die auf die Laserleistung bezogene
Konzentrationsdnderung in Abhangigkeit von der Zeit.
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Abbildung 7.5 Auf die absorbierte Laserleistung bezogene Konzentrationsinderung in Chloroform.
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Abbildung 7.6 Auf die absorbierte Laserleistung bezogene Konzentrationsanderung in wasser gesattigtem
Chloroform.
7.3 Ergebnis

Bel der beschriebenen Auswertung erwartet man ene von der Zeit unabhangige
Konzentrationsdnderung, wenn die Quantenausbeute fir Photozerstdrung nicht zeitabhangig
ist. Dieses Verhalten beobachtet man in beiden Losungsmitteln sehr gut fur Rh 160 und
naherungsweise fir AnnineV, wobei diese gleichzeitig die jeweils photostabilsten Farbstoffe
darstellen. Bei DI-4 ANEPBS und BNBIQ tritt dagegen eine schnelle Abnahme der auf die
absorbierte Laserleistung bezogenen Konzentrationsénderung auf. Die Begriindung fur diesen
Effekt konnte im Rahmen der Dissertation nicht gegeben werden. Als Erkldrung konnten
Absorptionen von Abbauprodukten im Bereich der Anregungswellenléange herangezogen
werden. Ein anderer Ansatzpunkt ist die durch die Abbauprodukte verdnderte chemische
Umgebung des jeweiligen Farbstoffes, die die Quantenausbeute fir Photozerstérung andern
konnte. Dabel wirde man adlerdings einen mit dem Ausmald der Photozerstorung
ansteigenden Einfluf3 erwarten.

Die Untersuchungen zeigen jedoch deutlich, dal3 Rh 160 und AnnineV eine gegentiber
DI-4 ANEPBS und BNBIQ grofRere Photostabilitdt aufweisen. Gleichzeitig sind die in
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wassergesdttigtem  Chloroform  erhaltenen Photostabilitdten geringfligig hoher als in

Chloroform.

Dieses Ergebnis stimmt nur teilweise mit dem bel den Fluoreszenzreduktionsmessungen
beobachtetem Verhalten der Farbstoffe tberein. Hier stellte sich AnnineV phanomenologisch
als der weitaus photostabilste Farbstoff heraus. Ein Erklérungsversuch fiur die auftretenden
Abweichungen bezieht sich auf eine moglicherweise vorliegende starke Abhéangigkeit der
Quantenausbeute fur Photozerstérung von der Bestrahlungsintensitét. Da sich die
Bestrahlungsintensitdten bei den Photostabilitdts- und den Fluoreszenzreduktionsmessungen
stark unterscheiden, ist ein Unterschied in den beobachteten Photostabilitdten denkbar.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es einerseits, durch die Etablierung der sogenannten
Rotationskivetten-Technik den Anwendungsbereich eines bestehenden Trans entenspektro-
meters erheblich zu erweitern. Das zugrunde liegende Mef3system zeigte dabei Nachteile auf.
Diese sollten durch die Entwicklung eines neuen Mef3prinzips aufgehoben werden, um so
Untersuchungen an Fluoreszenzfarbstoffen durchfiihren zu kdnnen, die zur Zeit in aktuellen
Forschungsrichtungen ihren Einsatz finden.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Weiterentwicklung eines Transientenspektrometers
vorgestellt, mit Hilfe dessen durch Absorptionsmessungen die Triplett-Lebensdauer und die
Intersystem-Crossing Ratenkonstante von organischen Farbstoffen bestimmt werden kénnen.
Der Anwendungsbereich des , alten* Spektrometers war durch die Nutzung der Jet-Technik
eingeschrankt. So war es nicht moglich, die Probengeschwindigkeit in einem gréf3eren
Bereich als 10-15 m/s einzustellen. Dadurch ergab sich eine zeitliche Auflésung von > 0.7 ps.
Das fur die Jet-Technik notwendige grof3e Probenvolumen von ca. 50 ml war besonders bei
wertvollen Proben von groflem Nachteil. Messungen mit sehr niedrig konzentrierten
Losungen waren durch en geringes Signal-zu-Rausch-Verhdtnis problematisch,
Untersuchungen in Abhéngigkeit vom Gasgehalt des Ldsungsmittels waren nur ungenau
durchfuhrbar. Es wurde gezeigt, wie diese Einschrénkungen durch die Nutzung der
Rotationskiivetten-Technik aufgehoben und wie die neue Technik in das bereits bestehende
Transientenspektrometer integriert werden konnte. Durch die geschilderten Neuerungen sind
nun Messungen mit einer zeitlichen Auflésung von >100ns in nahezu beliebigen
Losungsmitteln mit einstellbarem Gasgehalt durchfiihrbar. Im  folgenden wurde die
Uberpriifung der neuen Meftechnik dargestellt. Durch den direkten Vergleich der Ergebnisse,
die mit Jet-Technik auf der einen, und der Rotationskivetten-Technik auf der anderen Seite
erhalten wurden, konnte die Funktionstlichtigkeit letzterer nachgewiesen werden. Das
Vorhandensein zweier Proben-Spuren in der Rotationskiivette sollte das direkte Vergleichen
zweier Farbstofflésungen ermdglichen. Der Vergleich der Mef3ergebnisse in innerer und
aul3erer Proben-Spur konnte dies erwartungsgemal? bestétigen. Zuletzt konnte gezeigt werden,
dal3 nahezu beliebige Lésungsmittel verwendbar und die Mef3ergebnisse unabhéngig von der
gewdhlten Probengeschwindigkeit sind. Das geringe Volumen einer Proben-Spur bedingte
naturgemald ein schnelleres Ausbleichen der untersuchten Farbstofflésung. Das Ausmal3 des

Ausbleichens konnte dabei durch eine spezielle Mefdtechnik minimiert werden.
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Im zweiten Teil der Arbeit wurden neue Untersuchungen transienter Zustdnde von
Rhodamin 6G sowie in Zusammenarbeit mit Prof. Mdllen vom Max Planck Institut fur
Polymerforschung in Mainz an Perylenfarbstoffen vorgestellt. Im Fall von Rhodamin 6G
konnten Messungen in niederviskosen Losungsmitteln durchgeftihrt werden, die bislang mit
der Jet-Technik nicht mdglich waren. Weiterhin  wurde der Einflud der
Sauerstoffkonzentration im Losungsmittel auf die molekularen Parameter untersucht. Die zu
diesem Zweck aufgebaute Apparatur zur Einstellung von Stickstoff-Sauerstoff-Gemischen
ermoglichte es, die Sauerstoffkonzentrationen in einer Farbstofflosung gezielt zu variieren.
Die Messungen bestétigten, dal’ Sauerstoff den mal3geblichen Faktor bei der Loschung des
Triplett-Zustandes stellt. Weiterhin ergab sich, dal3 zusétzliche effiziente, nicht identifizierte
Loschprozesse in Ethanol und Acetonitril vorliegen missen. Beim Vergleich der
unterschiedlichen Loésungsmittel ergab sich ein qualitativer Zusammenhang zwischen
Sauerstoffldslichkeit und Triplett-Lebensdauer bzw. Intersystem-Crossing Ratenkonstante
von Rhodamin 6G. Bei der Untersuchung von bromierten Perylenfarbstoffen ergaben sich
durch transiente Absorptionen im Bereich der Wellenlange des Mefdaserstrahls Mef3signale,
die nicht mit der zugrundeliegenden Theorie ausgewertet werden konnten. Dies stellt ein
prinzipielles Problem dar, da die Auswertung der Mefdsignale nur bel Abwesenheit von
transienten Absorptionen im Bereich der Mel3wellenlange mdglich ist. Bei Messungen mit
Farbstoffen, die in Biologie und Medizin ihren Einsatz finden, wurde aufgezeigt, dal3 durch
die Besetzung transienter Zustdnde die Fluoreszenzintensitét herabgesetzt wird, wenn
intensive Lichtquellen zur Anregung der Farbstoffe verwendet werden. Das Ausmal? dieser
Verringerung wurde anhand der Triplett-Lebensdauer und der Intersystem-Crossing
Ratenkonstante abgeschétzt. Gleichzeitig wurde darauf verwiesen, dal3 durch die Bestimmung
dieser , Fluoreszenzreduktion* prinzipiell die Bestimmung der Triplett-Lebensdauer und der
Intersystem-Crossing Ratenkonstante mdglich sein sollte, wobei diese Messungen im
Gegensatz zu den Ausbleichmessungen durch transiente Absorptionen nicht mehr gestort

werden sollten.

Im dritten Tell wurde die Idee der Fluoreszenzreduktion aufgegriffen und ein neues
Mel3prinzip vorgestellt, das auf der Messung der Fluoreszenz beruht. Die dazu notwendigen
Anderungen des MeRRaufbaus im Transientenspektrometer wurden dargestellt. Durch die
Entwicklung einer Theorie konnten die gewonnenen Meldsignale ausgewertet werden. Zur
Uberprifung der neuen Me3methode wurden Messungen mit Rhodamin 6G in Ethylenglykol
durchgefiihrt und die erhaltenen molekularen Parameter mit den nach der alten Mef3methode
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gewonnen Daten verglichen. Durch die sehr gute Ubereinstimmung der Werte konnte die
Funktionstlichtigkeit der neuen Fluoreszenzreduktions-Mef3methode bestétigt werden. Beim
Vergleich mit verwandten Mefimethoden ergaben sich ebenfalls gute Ubereinstimmungen.
Durch den direkten Vergleich zwischen Fluoreszenzreduktions- und Absorptionsmethode
konnte gezeigt werden, dal3 die Messung der Fluoreszenzreduktion selbst dann noch mdglich
ist, wenn Absorptionsmessungen nicht mehr durchfiihrbar sind — sei es durch eine zu geringe

Konzentration der Farbstofflésung oder durch Absorptionen transienter Zustande.

Der viete Tell der vorliegenden Arbeit stellte Messungen mit der neuen
Fluoreszenzreduktions-Mef3methode vor. Hierbel wurden Farbstoffe aus aktuellen
Forschungsgebieten und zusétzlich der Sauerstoffeinflul® auf die molekularen Parameter von
Rhodamin 6G in Wasser untersucht. Um die Bildung von Dimeren zu verhindern mufite
hierzu eine geringe Konzentration von Rhodamin 6 G in Wasser eingestellt werden. Dies
verhinderte bislang die Untersuchung mittels Absorptionsmessungen. Weiterhin wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Vinod Subramaniam vom Max Planck Institut fir biophysikalische
Chemie in Goéttingen Untersuchungen am ,,Enhanced Green Fluorescent Protein® (EGFP)
gezeigt. Es ergaben sich eine verhdtnismallig hohe Triplett-Lebensdauer und eine sehr
geringe Intersystem-Crossing Ratenkonstante. Bislang sind keine Untersuchungen langlebiger
transenter Zustande von EGFP verdffentlicht. Bel der Untersuchung unterschiedlich
bromierter Perylenfarbstoffe konnten Ergebnisse bestétigt werden, denen zufolge der
Bromierungsgrad keinen Einfluld auf die Intersystem-Crossing Ratenkonstante nimmt [51].
Weiterhin bestétigte sich, dal3 Fluoreszenzreduktionsmessungen nicht durch transiente
Absorptionen gestort werden. In Zusammenarbeit mit Prof. Fromherz vom Max Planck
Ingtitut fur Neuro- und Membranphysik in Martinsried wurde bel der Untersuchung
sogenannter ,molekularer Voltmeter* — Cyaninfarbstoffe, die spannungsabhéngige
Fluoreszenzeigenschaften aufweisen - keine signifikant hohe Intersystem-Crossing
Ratenkonstante festgestellt. Dies stand als Erklarung fur die beobachtete Zelltoxizitét in
Frage. Gleichzeitig wurde teilweise eine sehr geringe Photostabilitét beobachtet, die im
letzten Teil der Arbeit genauer betrachtet wurde. Zuletzt wurden in Zusammenarbeit mit Prof.
Salbeck von der Universitdt Duisburg Farbstoffe untersucht, die als aktives Medium fur den
sogenannten Plastiklaser in Frage kommen, wobei sich in Bezug auf die Intersystem-Crossing
Ratenkonstante das kleinste Mol ekl (Spiro-4®) als das geeignetste herausstel lte.

Durch die Kombination der Absorptions- und der Fluoreszenzreduktions-Mef3methode steht

nun eine Mef3apparatur zur Verfigung, die Untersuchungen in beliebigen Lésungsmitteln in
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sehr geringen Konzentrationen zul 83t. Es kdnnen wichtige molekularen Parameter angeregter
Farbstoffe bestimmt werden, selbst wenn im Wellenlangenbereich des Mefllaserstrahls
transiente Absorptionen vorliegen, wobel transiente Absorptionen nach wie vor gezielt mit

der alten Melimethode untersucht werden konnen.
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9.1 Ubersichtstabellealler ermittelten molekularen Parameter
In der vorliegenden Arbeit wurden fol gende molekulare Parameter bestimmit:
- Intersystem-Crossing Ratenkonstante ksr

- Triplett-Lebensdauer 1+
-kqund kg gemaB kg =k +k, [£(0,)

1 1
-k und Tro gemaR — = — + Kk, [&(0,)

T o

Die in der folgenden Tabelle aufgeftihrten Werte beruhen auf der numerischen Auswertung
von Ausbleich- und Fluoreszenzreduktionsmessungen (vgl. Kapitel 5.4.2.1).
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Tabelle 9.1 Zusammenfassung aller ermittelten Daten fur ksr und 7+ (bzw. ki2 und 7).
Kst 17
Farbstoff L 6sungsmittel Mef3methode | Kapitel
10°s* | s
luftgeséttigt Absorption | 3.21 | 105 51
luftgesattigt Absorption | 4.2 117 | 435
stickstoffgeséttigt | Absorption | 4.3.3 7.6 145
Ethylen- luftgesattigt Absorption | 45.2 | 11.7 4.6
glykol luftgeséttigt | Fluoreszenz | 5.4.21| 98 | 43
luftgeséttigt Absorption |5.4.21| 11 4.8
luftgesattigt Absorption | 5.4.2.2| 10.3 5.8
luftgeséttigt Fluoreszenz | 5.42.2| 97 ' 551
luftgeséttigt Absorption | 3.2.4 35 0.39
Rhodamin 6G luftgesattigt Absorption | 4.2 35 0.4
Ethanol
stickstoffgeséttigt | Absorption | 4.3.3 7.6 16
luftgesattigt Absorption | 4.5.2 33 0.39
luftgeséttigt Absorption | 4.2 124 1.9
Wasser luftgeséttigt Absorption | 452 | 124 1.9
luftgesattigt Fluoreszenz | 6.1 9.7 1.9
Acetonitril luftgeséttigt Absorption | 4.2 18.4 0.6
Chloroform luftgeséttigt Fluoreszenz | 6.4 20 0.7
12—5&;2' or |uftgesattigt Fluoreszenz | 6.2 24 | 0.59
DR 25 Ethylenglykol luftgeséttigt Absorption | 325 | 85 Y 431
Ethylenglykol luftgeséttigt Absorption | 4.5.2 5.2 9
SR 101 Ethanol luftgesattigt Absorption | 452 | 339 | 0.63
Wasser luftgeséttigt Absorption | 4.5.2 45 4.8
1A 22 Ethylenglykol luftgeséttigt Absorption | 4.5.2 24 5.8
Ethanol luftgeséttigt Absorption | 452 | 22.6 1.1
1A 26 Ethylenglykol luftgeséttigt Absorption | 4.5.2 45 4.4
Ethanol luftgesattigt Absorption | 4.5.2 10 0.55
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(Weliterfihrung von Tabelle 9.1)

ks‘r 1T
Farbstoff L 6sungsmittel Mef3methode | Kapitel
10°s* | s
Sth1 1'2’6[3;]‘;2' OF | |uftgesitigt | Fluoreszenz | 62 | 82 | 0.23
Stb2 L2DINOT | ufigesattigt | Fluoreszenz | 62 | 86 | 0.6
Stb 3 L2-Dichlor- | cioeccitit | Fluoreszenz | 62 | 88 | 024
ethan
stickstoffgeséttigt | Fluoreszenz | 6.3 2 33
EGFP Tris Puffer luftgesattigt Fluoreszenz | 6.3 24 23
sauerstoffgeséttigt | Fluoreszenz | 6.3 >2 <10
Rh110 v
verestert Wasser luftgeséttigt Fluoreszenz | 6.3 139 21
Rh 160 Chloroform luftgesattigt Fluoreszenz | 6.4 40 1.2
DI-4-ANEPBS| Chloroform luftgeséttigt Fluoreszenz | 6.4 20 0.73
BNBIQ Chloroform luftgeséttigt Fluoreszenz | 6.4 40 04
AnnineV Chloroform luftgesattigt Fluoreszenz | 6.4 30 0.45
1
_ K1z '
Spiro-4d Dichlor- luftgeséttigt Fluoreszenz | 6.5 | (fUrty) 14
methan ' T2
4.7
4-6
1
Dich @ |
. ichlor- " "
Spiro-6d methan luftgeséttigt Fluoreszenz | 6.5 | (fUrty) o
18
1319
Tq.
1
Dichl 2 To:
) ichlor- s " 2!
4-Spiro methan luftgeséttigt Fluoreszenz | 6.5 | (furty) 10.23
28
13.
10
T Mittelwert
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Tabelle 9.2 Zusammenfassung der in Abhangigkeit vom Sauerstoffgehalt ermittelten
Daten fur Rhodamin 6G.

Sauerstoffgehalt des | Sauerstoffkonzentration Ker T

L dsungsmittel Gasgemisches im Lésungsmittel [31] 10° st S

% mmol/ H

0 0 8.1 90

20 0.12 9.3 5

40 0.23 10.7 2.8

Ethylenglykol

60 0.35 13.2 1.7

80 0.46 16.1 1.3

100 0.58 19.2 1

0 0 12 15
20 2 325 0.35
40 4 42.4 0.23

Ethanol
60 6.1 46.7 0.2
80 8.1 60.8 0.15
100 10.1 87.7 0.12
0 0 21.8 0.77
20 1.8 225 0.56
Acetonitril 40 3.6 27 04
60 55 26.2 0.3
80 7.3 30.5 0.26
0 0 7.3 18.8
20 0.28 9.7 1.86
40 0.56 20.2 0.65
Wasser

60 0.83 23.6 0.58
80 111 29.6 0.42
100 1.39 37 0.33
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Tabelle 9.3 Zusammenfassung der ermittelten Daten fur kg, k., 7 und rro fur
Rhodamin 6G.
) . 0 1_1
L ésungsmittel Ksr =kg +k, [€(0,) o +k, [€(0,)
T T,0
kS ,10°s* kg, 108 1/(mol-9) Tro, US ke, 10° 1/(mol -s)
Ethylenglykol 8.8 23.8 465 16.7
Wasser 6.1 21.8 17 215
Acetonitril 21.4 11 0.9 3.7
Ethanol 13.7 6.6 1 14
Tabelle 9.4 Zusammenfassung der ermittelten Daten fir kg, k., 7 und rrp fur das
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Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP)

11
—1,0 -
ker =k +K, [6(O,) o T Tk EO)
ke, 10°st kg, 10°1/(mol-s) Tro, IS ki, 10° I/(mol -s)
2 1.4 33 0.4
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9.2 Absorptions- und Fluoreszenzspektren der verwendeten Farbstoffe

Rhodamin 6G
1.2 - 1.2
| —— Extinktion, Max.: 533.5 nm
————— Fluoreszenz, Max.: 561 nm 1
1- -1
O
T 3
o 084 - 08 -
5 %
o) )
B 06 06 B
5 2
X =
S 04- - 0.4 'S
f :
0.2 1 - 02 &
>
(W
0 T T T T T T T T T T ' T T 0
200 300 400 500 600 700 800 900
Wellenldnge, nm -
Abbildung 9.1 Rhodamin 6G in Ethylenglykol.
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1.2 - R -1.2
——— Extinktion, Max.: 530.5 nm
1 ———- Fluoreszenz, Max.: 557 nm
-1
)
— — 0.8
O
e
-bg. — 0.6
C
O
Z
= - 0.4
h
- 0.2
0 | ! | ! | 4 ! | ! | | 0
200 300 400 500 600 700 800 900
Wellenlange, nm -
Abbildung 9.2 Rhodamin 6G in Ethanol.
1.2 4 o - 1.2
— Extinktion, Max.: 526.5 nm
1 [ ——- Fluoreszenz, Max.: 551 nm
14 -1
: ]
~ 084 —- 0.8
O
= ]
7\7/5_ 0.6 — 0.6
c
o ]
<
S 04 - 0.4
@
0.2 1 - 0.2
_ 4
Mrytprs M
0 T ' T ' T ' | ' T T 0
200 300 400 500 600 700 800 900
Wellenldnge, nm -
Abbildung 9.3 Rhodamin 6G in Wasser.
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1.2 - o -1.2
——— Extinktion, Max.: 524 nm
————— Fluoreszenz, Max.: 552 nm 1
I —
0
©
)
o - 0.8 i
5 3
e )
i‘. - 0.6 g
(@]
2 £
= -04 N
f :
- 02 ©
>
[
0 T T T T T T T T T 7 ' T T 0
200 300 400 500 600 700 800 900
Wellenlange, nm -
Abbildung 9.4 Rhodamin 6G in Acetonitril.
1.2 4 o - 1.2
— Extinktion, Max.: 531.5 nm
1 -—- Fluoreszenz, Max.: 551 nm 1
-1 .5
=
)
o - 0.8 i
5 3
o) AZ)
% L 0.6 B
5 2
X =
= -04 ‘N
‘ :
) - 0.2 §
! )
|
0 T T T T T T T T T T T T T 0
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Wellenldnge, nm -
Abbildung 9.5 Rhodamin 6G in Chloroform.
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1.2 - 1.2
] — Extinktion, Max.: 523.5 nm
————— Fluoreszenz, Max.: 552 nm
-1
T
— - 0.8
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o)
] L 0.6
cC
i)
=
= - 0.4
i
— 0.2
0 | ! | ! | ! | ! | | 0
200 300 400 500 600 700 800 900
Wellenldnge, nm -
Abbildung 9.6 Rhodamin 6G in 1,2-Dichlorethan.
1.2 o - 1.2
——— Extinktion, Max.: 524 nm
1 -—- Fuoreszenz, Max.: 556 nm
-1
T
— - 0.8
O
o)
] L 0.6
cC
i)
=
= - 0.4
i
— 0.2
0 | ! | ! | ! | ! | | 0
200 300 400 500 600 700 800 900
Wellenldnge, nm -
Abbildung 9.7 Rhodamin 6G in Dichlormethan.
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DR 25

1.2

. . -1.2
——— Extinktion, Max.: 569 nm

————— Fluoreszenz, Max.: 596 nm 1
1 - -1 -5
o 084 L 08 -
5 3
S o
B 064 L 0.6 B
5 2
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= 044 =04 &
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T

0 T T T T T T T T T T T T T 0

200 300 400 500 600 700 800 900
Wellenldnge, nm -
Abbildung 9.8 DR 25 in Ethylenglykol.
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Sulforhodamin 101

[EEN
N
]
1
=
N

— Extinktion, Max.: 586.5 nm
1 -—- Fluoreszenz, Max.: 607 nm
1 -1
X i
— 0.84
R
= i
% 06
c
2 |
Z
= 044
@
0.2 1
0 ' T ' T ' T ' T ' B 0
200 300 400 500 600 700 800 900
Wellenldnge, nm -
Abbildung 9.9 Sulforhodamin 101 in Ethylenglykol (angesduert mit Trifluoressigséure).
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12~ L - 1.
—— Extinktion, Max.: 577.5 nm
————— Fluoreszenz, Max.: 603 nm
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Abbildung 9.10 Sulforhodamin 101 in Ethanol (angesduert mit Trifluoressigsaure).
1.2+
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——— Extinktion, Max.: 586 nm
Fluoreszenz, Max.: 609 nm
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Abbildung 9.11

Wellenldnge, nm -

Sulforhodamin 101 in Wasser (angesduert mit Trifluoressigsaure).
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JA 22
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Abbildung 9.12
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Wellenldnge, nm -

JA 22 in Ethylenglykol (angesauert mit Trifluoressigsaure).
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1.2 . - 1.2
——— Extinktion, Max.: 623 nm

————— Fluoreszenz, Max.: 645 nm
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Abbildung 9.13 JA 22 in Ethanol (angesauert mit Trifluoressigsaure).

143



9 Anhang

1.2
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JA 26

——— Extinktion, Max.: 637.5 nm
————— Fluoreszenz, Max.: 674 nm
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Abbildung 9.14
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JA 26 in Ethylenglykol (angesauert mit Trifluoressigsaure).
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Abbildung 9.15 JA 26 in Ethanol (angesauert mit Trifluoressigsaure).

145



9 Anhang

Extinktion, skaliert —

Stb1

Extinktion, Max.: 484 nm
Fluoreszenz, Max.: 555 nm
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Abbildung 9.17 Sblin 1,2-Dichlorethan.
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Br

Stb 2
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Abbildung 9.19 b2 in 1,2-Dichlorethan.
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Abbildung 9.20 Sb3 in Acetonitril.
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Abbildung 9.21 Sb3in 1,2-Dichlorethan.
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HO \

Chromophor des Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP)
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Rhodamin 110 (veresterte Form)
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Abbildung 9.23 Rhodamin 110 (veresterte Form) in Wasser.
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/NL(CH2)4SO3_

DI-4-ANEPBS
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Abbildung 9.25 DI-4 ANEPBSin Chloroform.
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BNBIQ in Chloroform.
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Abbildung 9.27 Annine V in Chloroform.
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Spiro-6®
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Abbildung 9.29 Siro-6@in Dichlormethan.
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9.3 Zeitabhangige Absor ptionsdaten aus Kapitel 7

Im folgenden werden die aus den im Kapited 7 dargestellten zeitabhéngigen

Absorptionsspektren gewonnenen Daten und die daraus berechneten Werte aufgefihrt. Bel

allen Experimenten wurden die Farbstofflésungen bei einer Wellenléange von 488 nm mit
einer Leistung P von 1.5 Watt bestrahlt. Die Schichtdicke der Kuvette betrug 1 cm.

Folgende Parameter werden verwendet:

dt

Awmitte

J

&8
£

Gesamtbestrahlungszeit

Zeitintervall zwischen zwel Absorptionsmessungen, ti.1-t;
Extinktion an der Mef3wellenldnge bei einer Schichtdicke d von
lcm

Schichtdickein cm

Laserleistung
Aus E berechnete Absorption
Mittelwert aus zwei aufeinanderfolgenden Absorptionswerten
Ai + Ai+l
2

auf die absorbierte Leistung bezogene K onzentrationsanderung

- Dd—E;inm—OleZEs
eMU[A o (P dt I

Die aus den Absorptionsspektren gewonnenen Daten sind in den folgenden Tabellen grau
schattiert, die daraus fur die Abbildung 7.5 und Abbildung 7.6 berechneten Werte umrandet

dargestellt.
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9.3.1 Lo6sungsmittel Chloroform

Tabelle 9.5 Rh 160 in Chloroform.

Mef3wellenlange: 602 nm, &513 nm): 4.97-10* [(mol -cm)

{ dt E dE A Auita { [HcH
dt s
S S S m ? %
|

0 2,0968 0,992

60 0,0347 0,992 | 7,82E-09 60
60 2,0621 0,991

60 0,0658 0,991 | 1,48E-08 120
120 1,9963 0,990

120 0,1136 0,988 | 1,28E-08 240
240 1,8827 0,987

120 0,1281 0,985 | 1,45E-08 360
360 1,7546 0,982

120 0,1043 0,980 | 1,19€-08 480
480 1,6503 0,978

300 0,2455 0,969 | 1,13E-08 780
780 1,4048 0,961

60 0,0211 0,960 | 4,92E-09 840
840 1,3837 0,959

120 0,1186 0,952 | 1,39E-08 960
960 1,2651 0,946

180 0,1388 0,935 | 1,11E-08 | 1140
1140 1,1263 0,925

240 0,185 0,905 | 1,14E-08 | 1380
1380 0,9413 0,886

240 0,1633 0,859 | 1,06E-08 | 1620
1620 0,778 0,833

360 0,2308 0,775 | 1,11E-08 | 1980
1980 0,5472 0,716

240 0,1372 0,664 | 1,16E-08 | 2220
2220 0,41 0,611

240 0,1128 0,553 | 1,14E-08 | 2460
2460 0,2972 0,496

240 0,0811 0,444 | 1,02E-08 | 2700
2700 0,2161 0,392

480 0,0875 0,324 | 7,54E-09 | 3180
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Tabelle 9.6

MeRwellenlange: 577.5 nm, 513 nm): 4.96-10* [(mol -cm)

DI-4 ANEPBSin Chloroform.

t dt E dE A Anite t c
at e
S S S m ? %
|
0 1,2764 0,947
30 0,1889 0,933 30 | 907E-08
30 1,0875 0918
30 0,1551 0,901 60 | 7,72E-08
60 0,9324 0,883
35 0,1423 0,861 95 | 6,35E-08
9% 0,7901 0,838
25 0,0831 0,821 120 | 544E-08
120 0,707 0,804
30 0,0855 0,782 150 | 4,90E-08
150 06215 0,761
30 0,0709 0,740 180 | 4,29E-08
180 0,5506 0,719
60 0,0979 0,683 240 | 3.21E-08
240 04527 0,647
60 0,0712 0,616 300 | 2,59E-08
300 0,3815 0,585
120 0,0921 0,535 420 | 1,93E-08
420 0,2894 0,486
180 0,0757 0,438 600 | 1,29E-08
600 02137 0,389
180 0,0478 0,353 780 | 1,01E-08
780 0,1659 0318
300 0,034 0,290 1080 | 5,26E-09
1080 0,1319 0,262
420 0,0152 0,249 1500 | 1,96E-09
1500 0,1167 0,236
300 0,0049 0,231 1800 | 9,49E-10
1800 0,1118 0,227
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Tabelle 9.7

MefRwellenlange: 536.5 nm, &513 nm): 4.99:10* [(mol -cm)

BNBIQ in Chloroform.

t dt E dE A Anite t c
at e
S S S m ? %
|
0 0,9245 0,881
30 0,2072 0,845 30 | 1,09E-07
30 0,7173 0,808
30 0,1606 0,765 60 | 9.34E-08
60 0,5567 0,722
30 0,1243 0,676 90 | 8,18E-08
90 0,4324 0,631
30 0,0937 0,586 120 | 7,12E-08
120 0,3387 0,542
30 0,0692 0,502 150 | 6,14E-08
150 0,2695 0,462
45 0,071 0,415 195 | 5,08E-08
195 0,1985 0,367
60 0,0571 0,322 255 | 3.94E-08
255 01414 0278
60 0,0342 0,248 315 | 3.07E-08
315 0,1072 0219
60 0,0212 0,199 375 | 2,37E-08
375 0,086 0,180
120 0,0299 0,150 495 | 2.21E-08
495 0,0561 0121
180 0,022 0,098 675 | 1,66E-08
675 0,0341 0,076
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Tabelle 9.8

Mefwellenlange: 513 nm, &513 nm): 4.97-10* [(mol -cm)

Annine V in Chloroform.

t dt E dE A Anite c
at e
S S ”L" m? s
|
0 1 0,900
30 0,1004 0887 |30 5.06E-08
30 0,8996 0,874
30 0,0876 0860 |60 455E-08
60 0,812 0,846
30 0,0838 0829 |90 450E-08
90 0,7282 0,813
30 0,0738 0796 | 120 4.15E-08
120 0,6544 0,778
45 0,106 0748|165 4.23E-08
165 0,5484 0,717
45 0,086 0686 210 3,74E-08
210 0,4624 0,655
60 0,1068 0607 270 3.93E-08
270 0,3556 0,559
60 0,0918 0507 330 4,05E-08
330 0,2638 0,455
60 0,0764 0403|390 4.24E-08
390 0,1874 0,350
60 0,0579 0304|450 4.26E-08
450 0,1295 0,258
90 0,0547 0208|540 3.92E-08
540 0,0748 0,158
180 0,0374 0120  |720 2.32E-08
720 0,0374 0,083

165




9 Anhang

9.3.2 Lo6sungsmittel wassergesattigtes Chloroform

Tabelle 9.9

Mefwellenldnge: 604 nm, &513 nm): 5.01-10* [(mol -cm)

Rh 160 in wasser gesattigtem Chloroform.

t dt E dE A At t c
at T
S S S m ? %
|
0 02728 0,466
30 0,0307 0,447 30 | 308E-08
30 02421 0,427
30 0,0286 0,408 60 | 3.15E-08
60 02135 0,388
30 0,0265 0,369 90 | 322E-08
90 0,187 0,350
30 0,0182 0,336 120 | 2,43E-08
120 0,1688 0322
60 0,0308 0,297 180 | 2,33E-08
180 0,138 0272
60 0,024 0,252 240 | 2,14E-08
240 0,114 0231
120 0,0329 0,201 360 | 1,84E-08
360 0,0811 0,170
120 0,0195 0,151 480 | 1,45E-08
480 0,0616 0,132
300 0,0226 0,109 780 | 9,30E-09
780 0,039 0,086
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Tabelle 9.10

Mefwellenlange: 581.5 nm, &513 nm): 4.95-10* [(mol -cm)

DI-4 ANEPBS in wasser gesattigtem Chloroform.

t dt E dE A Anite t c
at e
S S S m ? %
|
0 02728 0,466
30 0,0307 0,447 30 | 308E-08
30 0,2421 0,427
30 0,0286 0,408 60 | 3.15E-08
60 02135 0,388
30 0,0265 0,369 90 | 322E-08
90 0,187 0,350
30 0,0182 0,336 120 | 2,43E-08
120 0,1688 0322
60 0,0308 0,297 180 | 2,33E-08
180 0,138 0272
60 0,024 0,252 240 | 2.14E-08
240 0,114 0231
120 0,0329 0,201 360 | 1,84E-08
360 0,0811 0,170
120 0,0195 0,151 480 | 1,45E-08
480 0,0616 0,132
300 0,0226 0,109 780 | 9,30E-09
780 0,039 0,086
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Tabelle 9.11

Mef3wellenlange: 540 nm, &513 nm): 4.99:10* [(mol -cm)

BNBIQ in wasser gesattigtem Chloroform.

t dt E dE A Anite t c
at e
S S S m ? %
|
0 0,1702 0,324
30 0,0275 0,302 30 4,05E-08
30 0,1427 0,280
30 0,0186 0,264 60 3,13E-08
60 0,1241 0,249
30 0,0179 0,233 90 3,43E-08
90 0,1062 0,217
30 0,0121 0,206 120 2,62E-08
120 0,0941 0,195
60 0,0181 0,178 180 2,27E-08
180 0,076 0,161
60 0,0137 0,147 240 2,07E-08
240 0,0623 0,134
60 0,0098 0,124 300 1,76E-08
300 0,0525 0,114
300 0,0241 0,089 600 1,21E-08
600 0,0284 0,063
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Tabelle 9.12

Mef3wellenlange: 516 nm, 513 nm): 5.00-10* [(mol -cm)

Annine V in wasser gesattigtem Chloroform.

t dt E dE A Anite t c
at e
S S S MWZ %
|
0 01777 0,336
20 0,0086 0,329 20 | 1,74E-08
20 0,1601 0323
20 0,0144 0,311 40 | 3,00E-08
40 0,1547 0,300
20 0,0133 0,289 60 | 3.07E-08
60 01414 0278
30 0,0154 0,265 90 | 2,58E-08
90 0,126 0,252
30 0,0109 0,242 120 | 2,00E-08
120 0,1151 0233
30 0,0159 0,219 150 | 3,23E-08
150 0,0992 0,204
45 0,0211 0,184 195 | 3,39E-08
195 0,0781 0,165
45 0,0152 0,150 240 | 3,01E-08
240 0,0629 0,135
60 0,0108 0,124 300 | 1,94E-08
300 0,0521 0113
120 0,0186 0,094 420 | 2.21E-08
420 0,0335 0,074
300 0,0136 0,060 720 | 1,02E-08
720 0,0199 0,045
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