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Bildgebender Lichtdetektor (Charge Coupled Device)
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Technische Universitét
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Vibrationsrelaxation

Tab. 0.1: Abkilrzungen



1 Einleitung

Melanin Spétestens die Entdeckung, dass Melanin der Pilzart ,,Cladosporium sphaerosper-
mum* das Leben innerhalb solch tédlicher Gebiete wie den geborstenen Reaktorgebduden
in Tschernobyl ermoglicht, offenbart, dass dieses Aggregat iiber einzigartige biologische und
energetische Eigenschaften verfiigt [Dad07].

Die Morphologie des Melanins stellt sich dabei als sehr komplex dar, wobei grob vier Melanin-
Arten unterschieden werden (siehe auch [Tri06, Bus06, Hal04, Mey01]):

e Allomelanin
Pigment, welches ausschlieilich im Pflanzenreich zu finden ist (gibt z.B. dem Humus die
dunkle Farbung)

e Neuromelanin
Pigment im Nervensystem siamtlicher Sdugetiere (gibt den , grauen Zellen“ ihre Farbung)

e FEumelanin
Pigment in Haut, Haaren und Augen des Menschen und der Tiere

o Pheomelanin
Pigment in Haut, Haaren und Augen des Menschen und der Tiere

Melanin wird grundsétzlich zu den organisch erzeugten ,black materials"gezéhlt, da es in erster
Linie als hocheffizienter Photonen-Phononen-Wandler wirkt. Als solches dient es in Lebewesen
als Lichtschutz und Schallddmmung [Sar92, Mer06], wobei seine biologischen Funktionen
jedoch iiber die eines Absorbers hinaus gehen. So wirkt es nachgewiesenermafien z.B. auch als
Stoffspeicher und Radikalenfinger (Pseudodismutase) [Tri06, Jim94], wobei weitere biologische
Funktionen vermutet werden.

Im Extremfall der oben genannten Pilze kann es von Organismen, &hnlich wie das Chlorophyll,
zur Genese von Biomasse mittels elektromagnetischer Strahlung verwendet werden. Dabei ist
bemerkenswert, dass statt Licht lebensfeindlich-hochenergetische Strahlung als Energiequelle
fiir die Genese per Melanin dient. Dieser Konversionsprozess ldsst auf komplexe energetische
Prozesse innerhalb des Melanins schlieflen.

Die Komplexitét spiegelt sich auch in einigen besonderen optischen Eigenschaften des Melanins
wider. So zeichnet sich z.B. Eumelanin durch folgende spektroskopische Eigenschaften aus
(siche z.B. [NRO5b, NRO5a, Teu00]):

e ¢s weist eine kontinuierliche Absorption iiber den gesamten visuellen Spektralbereich
(VIS) auf

e die Fluoreszenz liegt spektral innerhalb der Absorption und ihr Maximum ist abhéngig
von der Anregungswellenldnge

e das Anregungsspektrum spiegelt nicht das Absorptionsspektrum wider

e die Fluoreszenzspektren der 2-Photonen-angeregten-Fluoreszenz (Two Photons Excited
Fluorescence, TPEF) sind gegeniiber denen der 1-Photonen-angeregten-Fluoreszenz (One
Photon Excited Fluorescence, OPEF) rotverschoben



Aufgrund der zuletzt genannten Rotverschiebung des TPEF-Spektrums gegeniiber dem OPEF-
Spektrum wurde in der Veroffentlichung [Teu00] auf einen schrittweisen TPA-Prozess bei
Eumelanin geschlossen.

1.0-' 1.0_' excitation spec.
1 . ' A =536nm
(v < 0.8 \ ., =650nm
T —~ 1 & emission spec.
%61 2061 \ %, =370nm
S 04 2 4] — =390
O 0.4 S 0.4+ 2 =390nm
1 € 1 — . =410nm
021 = 2 A, =430nm
0.0 0.0
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
A/ nm A/ nm

Abb. 1.1: Die charakteristischen spektroskopischen Eigenschaften des Eumelanins bestehen in der
kontinuierlichen Absorption im VIS (blauer Graph im linken Diagramm), in der Abhén-
gigkeit des Fluoreszenzmaximums von der Anregungswellenlédnge, wobei die Fluoreszenz
(graue Graphen im rechten Diagramm) innerhalb des Absorptionsbereichs liegt sowie in
der fehlenden Spiegelbildsymmetrie zwischen Fluoreszenz- und Absorptionsspektrum
und Anregungsspektren (violett), welche im Gegensatz zum Absorptionsspektrum eine
Unterstruktur aufweisen.

Motivation der wissenschaftlichen Fragestellung Aufgrund der stetigen Zunahme der Neu-
erkrankungsrate am malignen Melanom (schwarzer Hautkrebs), die sich z.B. in Deutschland
seit dem Jahr 1980 vervierfacht hat [Hus10], besteht ein groies Interesse an Diagnoseverfahren
zur Fritherkennung des schwarzen Hautkrebses. Im Forschungsprojekt FluoTOM (BMBF-
Projekt Nr.: 13N8788), in dessen Rahmen auch die vorliegende Arbeit entstand, wurde dazu ein
nichtinvasives, spektroskopisches Messgerét entwickelt, mit dem die TPEF des Hautgewebes
gemessen werden konnte (siche Anhang).

Bei den Untersuchungen zeigte sich, dass sich die TPEF-Spektren von bdésartig verdnder-
tem Gewebe (malignem Melanom) gegeniiber denen von gesundem Gewebe (Névus) eine
Rotverschiebung aufwiesen. Die Spektren der linear angeregten Fluoreszenzen wiesen diesen
Unterschied nicht auf (siehe Abbildung 1.2).

In einer Verdffentlichung von Teuchner et al. [Teu00], aus der dhnliche Beobachtungen bekannt
waren, wurde vermutet, dass Eumelanin durch den schrittweisen 2-Photonen-Anregungsprozess
(Two Photons Excitation, TPE) gegeniiber den anderen endogenen Fluorophoren bevorzugt
angeregt wird (siehe auch Kapitel 5.3). Die Rotverschiebung wurde deshalb auf die Sensitivitét
der TPEF von Eumelanin gegeniiber Gewebeverdnderungen zuriickgefithrt. Aus dem daraus ab-
geleiteten Ziel, Eumelanin als endogenen Indikator fiir eine optische Hautkrebs-Fritherkennung
zu nutzen, entstand die Notwendigkeit, die energetischen Prozesse im Eumelanin-Aggregat
genauer zu untersuchen und auch den schrittweisen Anregungsprozess zu verifizieren.

Die sich daraus fiir diese Arbeit ergebenden wissenschaftlichen Ziele lagen in der Untersuchung
und Modellierung der Anregungszustinde und der intramolekularen energetischen Prozesse
des Eumelanin-Aggregats bei optischer Anregung. Das Modell soll die zum Teil besonderen



1 EINLEITUNG
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Abb. 1.2: Linear (OPEF) und nichtlinear (TPEF) angeregtes Autofluoreszenzspektrum einer
bosartig verdnderten Gewebestelle( malignes Melanom), die in Paraffin konserviert
wurde. Das Photo rechts zeigt die Messsituation. Die Hautprobe wurde als Querschnitt
prapariert. Die Buchstaben kennzeichen folgende Gebiete: a) das die Probe einschlie-
Bende Parafin, b) Anregungslaserspot (Messort der gezeigten Spektren), ¢) Malignes
Melanom-Gewebe, d) Hautoberflache, ¢) Dermis und Unterhaut.

photonischen Eigenschaften konsistent beschreiben und auch den schrittweisen TPA-Prozess
einschlieflen.

Geplantes Vorgehen Da sich sowohl die Mikrostruktur (Struktur der Monomer-Bausteine)
als auch die Makrostruktur des Eumelanins in der wissenschaftlichen Diskussion befinden,
beschriankte sich die Modellierung auf Erkenntnisse, die aus spektroskopischen Beobachtungen
stammten (das heifit als abgesichert gelten). Das heifit aber auch, dass das Modell nicht den
Anspruch hat, vollstdndig zu sein. Stattdessen beinhaltet es nur energetische Prozesse und
Zustande, die zu optisch beobachtbaren Vorgédngen fiithren.

Aufgrund der Unklarheit tiber das Eumelanin-Strukturmodell und der zusétzlichen Tatsache,
dass sich Eumelanin als Gemisch aus verschieden grofien Aggregaten darstellt, wird den
spektroskopischen Untersuchungen ein Kapitel zur Morphologie des Eumelanin vorangestellt.
In diesem Kapitel 3 werden die verschiedenen diskutierten Monomer-Bausteine und Makro-
struktur-Modelle sowie die in der Literatur zu findenden Untersuchungen zur Eumelanin-
Struktur vorgestellt. Durch eigene Messungen konnte eine Groflenverteilung der Aggregate
in der verwendeten Eumelanin-Sorte abgeschéitzt werden. Dazu wurden die Ultrafiltration
und Feldflussfraktionierung als zwei einander referenzierende Methoden genutzt. Mit Hilfe
dieser Groflenverteilung wurden wichtige Werte, wie das mittlere Teilchengewicht bzw. das
Teilchengewicht des mittleren Absorbers bestimmt (genauere Erlduterung sieche Abschnitt
3.2.2), die im weiteren Verlauf fiir die Berechnung des nichtlinearen Absorptionsquerschnitts
von Eumelanin nétig waren.

Im anschliefenden Kapitel 4 werden die durchgefiihrten linearen Absorptions- und Fluores-
zenzmessungen am Fumelanin dargelegt, aus deren Resultaten ein erstes Modell der Grund-



und Anregungszustidnde der 1. Stufe entwickelt wurde. Der Begriff Anregungszustand 1. Stufe
wurde eingefiihrt, da es im Melanin-Aggregat mehrere erste Anregungszustinde gibt, aus
denen per Anregungszustandsabsorption zweite Anregungszustinde bevolkert werden kénnen.
Die Menge der ersten Anregungszustinde wird deshalb in der vorliegenden Arbeit unter dem
Begriff Anregungszustéinde der 1. Stufe zusammengefasst, die Menge der zweiten Anregungs-
zustinde unter dem Begriff Anregungszustédnde der 2. Stufe.

Aufgrund der Tatsache, dass das Fluoreszenzspektrum des Eumelanins komplett im Absorp-
tionspektrum liegt, lag messtechnisch ein besonderes Augenmerk auf einer Korrektur der
Reabsorptionseffekte.

In Anlehnung an Versuche von Simon et al. [Nof99] mit Sepia (natiirliche Eumelanin-Sorte
mit speziellen Eigenschaften, siche Abschnitt 3.1) wurden verschiedene Gewichtsfraktionen
von Eumelanin spektroskopisch untersucht. Dabei stand die Frage im Vordergrund, ob die
spektralen Eigenschaften verschiedener Aggregatsgrofien unterschiedlich genug sind, um sie
als einzelne Spezies aufzufassen. Die Antwort darauf ist sowohl fiir die Modellierung als auch
fiir alternative Erklarungsansétze der Rotverschiebung des TPEF-Spektrums gegeniiber dem
OPEF-Spektrum entscheidend.

In Kapitel 5 werden die am Eumelanin durchgefithrten nichtlinearen spektroskopischen Mes-
sungen vorgestellt und die resultierenden modellrelevanten Erkenntnisse diskutiert. Der erste
Abschnitt widmet sich der Untersuchung der Anregungszustandslebensdauern. Da diese Aus-
kunft {iber die intramolekularen Relaxationsprozesse und die Existenz geniigend langlebiger
Zwischenzusténde fiir einen schrittweisen TPA-Prozess geben, wurden sie durch Pump-Probe-
Messungen im langwelligen Spektralbereich bestimmt.

Im zweiten Abschnitt des Kapitels werden speziell die 2-Photonen-Angeregten-Fluoreszenz-
zustéande betrachtet. Mit Hilfe einer durchstimmbaren Lichtquelle konnte die Abhénigkeit
der TPEF von der Anregungswellenlédnge bestimmt und mit der Abhéngigkeit der OPEF-
Spektren verglichen werden. Dazu wurde eine Messapparatur aufgebaut und charakterisiert,
mit der es moglich war, das sehr schwache TPEF-Licht tiber einen groflen Spektralbereich
(Aem = 400nm — 600 nm) vom durchstimmbaren Anregungslicht (Aeze = 700 nm — 820 nm) zu
trennen und zu detektieren.

Die Ergebnisse zur Anregungswellenldingenabhéngigkeit der TPEF von Eumelanin konnten
durch Messungen der TPEF getrennter Gewichtsfraktionen ergéinzt werden. Dadurch wurde es
moglich, direkt zu erkennen, ob nur bestimmte Gewichtsfraktionen zu einer spektralen Verén-
derung der Fluoreszenz bei nichtlinearer Anregung neigen. In einem weiteren Schritt konnte die
Apparatur genutzt werden, um mit Hilfe von Referenzfarbstoffen den TPE-Wirkungsquerschnitt
von Eumelanin zu bestimmen. Damit ist es moglich zu entscheiden, ob die TPEF iiber einen
schrittweisen oder simultanen Prozess angeregt wird.

Um den Nachweis des Anregungsprozesses zu referenzieren bzw. zu verifizieren, wurde in
einer abschlieBenden Messung mit einem eigens entwickelten Aufbau die Abhangigkeit der
Eumelanin-TPEF von der Anregungspulsdauer bestimmt.

Um eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu erreichen, wurde bei allen Versuchen eine
Losung von synthetischem Eumelanin der Firma Sigma-Alderich (Produkt-Nummer M8631)
in 0,1 molarer wéssriger Natronlauge ((0,1M)NaOH) verwendet.

Die Festlegung auf diesen Eumelanin-Typ war notig, da Eumelanin auf unterschiedliche Art
und Weise erstellt werden kann (Abschnitt 3.1). Da das synthetische Eumelanin laut [Teu00]
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in seinem chemischen Aufbau am ehesten dem natiirlichen Eumelanin dhnelt und auch in
der ibrigen Literatur vorrangig vertreten ist, wurde es fiir die hier dargelegten Versuche
ausgewahlt.

Als Losungsmittel wurde 0,1 molare Natronlauge verwendet, da einige Versuche (Ultrafiltration)
nur dieses Losungsmittel erlaubten und andererseits die Vergleichsliteratur im Wesentlichen
ebenfalls (0,1M) NaOH verwendet.






2 Grundlagen

Zum Verstdndnis der Anregungs-und Relaxationsprozesse von Molekiilen durch Licht sind
genaue Kenntnisse iiber die Wechselwirkung von Licht und Materie unabdingbar. Eine physi-
kalische Beschreibung der Wechselwirkung zwischen Materie und elektromagnetischen Wellen
erfolgt durch die Maxwell-Formeln:

) (2.1)
-B (2.2)

V x
V x
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Unter der Annahme eines linearen Zusammenhangs zwischen dem anregenden elektrischen
Feld E und der Antwort des Mediums (Polarisation) P, sowie der Betrachtung eines Mediums
der elektrischen Leitfahigkeit von o7 = 0 und magnetischer Permeabilitdt von 4 = 1 kann aus
diesen Formeln die folgende Wellengleichung formuliert werden:

L 1 0%E 2p
7 0 0

Taar T HgE (23)

Dabei ist ¢ die Ausbreitungsgeschwindigkeit im Medium und pg die magnetische Permeabilitét
im Vakuum. Bei Verwendung ultrakurzer Laserpulse mit zeitlichen Breiten im Femtosekun-
denbereich ist die Pulsenergie jedoch so stark komprimiert, dass Intensitaten erreicht werden,
bei denen sich die Polarisation des Mediums nichtlinear zur anregenden Feldstédrke verhélt.
Diese Verdnderung ist auf einen Wechsel von der harmonischen zur unharmonischen Oszillation
der Dipole des Mediums zuriickzufiihren, da die Amplitude der Dipolschwingung so stark wird,
dass zuséatzliche Wechselwirkungen mit den umgebenden Atomen und Molekiilen stattfinden.
Dabei ist interessant, dass unter Umsténden die Polarisation statt eine Art Séttigung aufzu-
weisen in stirker werdendem Mafle von der anregenden Feldstérke abhéngt.

Um auch das nichtlineare Verhalten der Polarisation zu erfassen, wird die Polarisation in eine
Potenzreihe entwickelt [Ber93]:

P(E) = eoxME + ecoxPEE + eox¥ EEE + . .. (2.4)

Dabei ist €g die elektrische Feldkonstante und x™ die elektrische Suszeptibilitiat n-ten Grades,
welche die elektrische Polarisierbarkeit des durchstrahlten Materials aufgrund eines prégenden
elektrischen Feldes angibt. Durch die Suszeptibilitdt werden einerseits die phasenverschiebende
und andererseits die energieabsorbierende Eigenschaft der Materie beschrieben, weshalb die
Suszeptibilitdt komplex dargestellt wird:

X = Xphase — Z.Xabsorp



Sowohl der die Phasenveranderung beschreibende Realteil als auch der die Absorption be-
schreibende Imaginérteil der Suszeptibilitdt sind wellenldngenabhéngig (dispersiv), wobei im
Resonanzfall zwischen der Frequenz der Lichtwelle und der Eigenfrequenz des wechselwirkenden
Elektronensystems der Materie der Imaginérteil dominant wird (z.B. [Men07]).

Die Betrage der Suszeptibilitdtswerte fallen zu hoheren Graden (n > 1) stark ab, so dass
nur sehr hohe Feldstérken ein nichtlineares Verhalten der Polarisation bewirken. Durch y()
werden lineare Wechselwirkungseffekte wie die lineare Absorption beschrieben, durch y(?)
hingegen die ,,Second Harmonic Generation“ (SHG) und die Hyperrayleight-Streuung. Mit
X(3) kann die ,,Two Photon Absorption“ beschrieben werden.

2.1 Lineare Wechselwirkung von Licht mit kleinen Molekiilen oder
Teilmolekiilen

Da der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit in der Spektroskopie liegt, wird im Folgenden
auf die durch Xqpsorp beschriebene resonante Anregung von Atomen und Molekiilen sowie die
damit verbundenen intra- und intermolekularen Relaxationsprozesse eingegangen.

Der energetische Status des Molekiils setzt sich dabei in guter Naherung aus der Summe der
in den elektronischen, vibronischen und rotatorischen Zustédnden gespeicherten Teilenergien
zusammen:

EMolekiil = Eel + Evib + Erot (25)

Ein Uberblick iiber eine typische molekulare Zustandsstruktur sowie die wichtigsten intramo-
lekularen Uberginge ist in Abbildung 2.1 in Form eines Jablonski-Diagramms gegeben. Dabei
beschreibt die Ordinate den energetischen Abstand des jeweiligen Anregungszustandes des
Molekiils beziiglich seines Grundzustandes, welcher allgemein als Singulett-Zustand angenom-
men und mit Sy bezeichnet wird.

Wie in Abbildung 2.1 zu sehen, beinhalten die elektronischen Anregungszustinde S; eine
Vielzahl von vibronischen Unterzustdnden. Da rotatorische Energien nur bei kleinen Molekiilen
zu beobachten sind und Eumelanin-Molekiil ein Makromolekiil/Aggregat darstellt, wurde
sowohl im Diagramm als auch im Folgenden auf die Betrachtung von Rotationszustédnden
verzichtet.

Neben den hoheren Sigulettzustidnden kénnen auch Triplett-Zusténde T;, das heifit Zustédnde
mit Elektronenpaaren gleicher Spinrichtung angeregt werden, die energetisch tiefer liegen als
die korrelierenden Singulett-Zusténde.

2.1.1 Lineare Absorption

Die Anregung der hoheren Zustinde kann iiber resonante Ubergéinge, das heifit durch Absorpti-
on von Photonen der , Eigenfrequenzen“ v des Ubergangs erfolgen. Dabei werden elektronische
und vibronische Ubergiénge der Gesamtenergie des Photons angeregt (Resonanzbedingung):

Eph = h sV = AEMolekiil = AEel + AEm'b (26)

Dabei ist h das Planksche Wirkungsquantum und AE die jeweilige vom Molekiil aufgenommene
oder abgegebene Energie. Aufgrund der vibronischen Ubergiinge ist die Molekiilabsorptions-
bande nicht wie in der Atomspektroskopie mit einer lorenzkurvenférmigen Bande beschreibbar.



2 GRUNDLAGEN

Stattdessen ergeben sie sich aus allen quantenmechanisch erlaubten Ubergéingen in Kombi-
nationen von elektronisch-vibronischen Anregungszustinden. Dieser Prozess ist ensprechend
molekiilspezifisch und findet in einem Zeitbereich von 1071 s statt. Er stellt damit den schnells-
ten in Abbildung 2.1 gezeigten Prozess dar.
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Abb. 2.1: Energieniveauschema oder auch Jablonski-Diagramm der intramolekularen energeti-
schen Zustinde und Ubergiinge eines Chromophors. Die Zusténde werden in y-Richtung
entsprechend ihrer Anregungsenergie eingezeichnet, wobei die elektronischen Zusténde
(Sn,T5) eine Vielzahl von vibronischen Unterzusténden beinhalten. (Auf die Darstellung
der rotatorischen Zustdande wurden zur Vereinfachung verzichtet.) Zwischen den einzel-
nen Zusténden sind die eingezeichneten Ubergéinge moglich: Absorption (A), Internal
Conversion (IC), Vibrationsrelaxation (VR), Intersytem Crossing (ISC), Fluoreszenz
(F), Phosphoreszenz (P).

Die Wahrscheinlichkeit oder Effizienz einer resonanten Anregung von Materie mit Photonen
bestimmter Energie kann dabei durch verschiedene Grofien ausgedriickt werden, die aus unter-
schiedlichen Modell- bzw. messtechnischen Ansétzen stammen. Neben der bereits genannten
elektrischen Suszeptibilitdt gpsorp, die aus der elektrodynamischen Polarisationsbetrachtung
stammt, kénnen auch die aus den quantenmechanischen Ubergangsbetrachtungen stammen-
den Grofien des Ubergangsdipolmoments p, und der Einsteinkoeffizient der Absorption Bijj
genutzt werden, um die Ubergangswahrscheinlichkeit zwischen den elektronischen Zusténden
j und k zu beschreiben. Der Einsteinkoeffizient beriicksichtigt nur elektronische Zusténde,
weshalb er in der Molekiilspektroskopie nicht verwendet wird.

Stattdessen werden die Ubergangsmomente zur Beschreibung der elektronisch-vibronischen
Ubergéinge genutzt. In das Ubergangsmoment gehen neben der elektronischen auch die vibro-
nische Ubergangswahrscheinlichkeit verschiedener Schwingungszustéinde der Kerne zueinander
ein, welche auch als Franck-Condon-Faktor p, bezeichnet wird. Dieser errechnet sich aus dem
Uberlappungsintegral der beiden am Ubergang beteiligten Kernschwingungsfunktionen.



Spektral bewirken parallel zur elektronischen Anregung initiierte Molekiilschwingungen, dass
es durch die vorwiegende Anregung hoherer vibronischer Niveaus des elektronischen Anregungs-
zustandes zu einer Verbreiterung des elektronisch resonanten Ubergangs in den kurzwelligen
Bereich kommt (vibronische Schulter).

Grundsétzlich bleibt zu sagen, dass quantenmechanische oder quantenelektrodynamische
Rechnungen zur Absorption nur an einfacheren Molekiilen bekannter, einfacher Struktur mit
akzeptablen Abweichungen moglich sind, weshalb sie in der vorliegenden Arbeit iber das
makromolekulare Eumelanin keine Verwendung finden.

Stattdessegl)wird die in der Molekiilspektroskopie iibliche Grofie des Absorptionswirkungsquer-

schnitts o ji (v) genutzt, um intra- und intermolekulare Ubergangsraten auszudriicken und zu
vergleichen. Dieser kann aus den im Folgenden betrachteten Messgroflen des Absorptions- und
Extinktionskoeffizienten o und € ermittelt werden.

Bei linearer Absorption nimmt die Lichtintensitéat I(l) einer bestimmten Wellenlédnge A pro-
portional zur Wegstrecke [ durch das absorbierende Medium mit dem Absorptionskoeffizienten

o ab:

dI(l,\)
= —1(ha()
i) h
/mA ! :/0 —a(Ndi
nl(ll’)\) =—a(AN)
1(0,\)
= I(I1,\) = 1(0,\)e Wk (2.7)

Die Gleichung 2.7 ist auch als Beer-Lambertsches Gesetzt bekannt und gibt die Intensitét
nach der Transmission durch ein Medium nach der Strecke [; an. Die Grofle

1(0,\)
I(I1,\)

E\) =In =a(A\)h (2.8)

wird als Extinktion bezeichnet und stellt immer eine absolute Messgrofie dar.
Aus dem Absorptionskoeffizienten o kann man bei bekannter Teilchenkonzentration ¢ des

(

Absorbers den Absorptionswirkungsquerschitt o j,lc)()\) eines Absorberteilchens bestimmen:
(2.9)

Oft wird die Extinktion zur Beschreibung des Absorptionsverhaltens auch zur Basis 10
ausgedriickt, wodurch das Beer-Lambertsche Gesetz die folgende Form erhélt:

I(ly,\) = 1(0,\)1079P (2.10)
Dabei wird OD als Optische Dichte oder dekadische Extiktion bezeichnet. Diese kann als
Produkt aus dem dekadischen molaren Extinktionskoeffizienten €, der molare Konzentration

Cmol und der Absorptionsstreckenlénge [ dargestellt werden:

OD = e¢(N)emarlt (2.11)
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2 GRUNDLAGEN

Aus dem dekadisch molaren Extinktionskoeffzienten e kann der Wirkungsquerschnitt der

(

linearen Absorption aj?()\) wie folgt errechnet werden:

1
ea']('k) ()‘) 'C'll — 10€mol ()‘) ‘*Cmol 'll

In(10) - ¢mol
o o) = ey (1) 7AYot

In(10)
Ny

= €mol(N) (2.12)
Dabei ist N4 = 6.022 - 10?3 mol~! die Avogadro-Zahl.

Aus dem Absorptionswirkungsquerschnitt kann weiterhin die Oszillatorstérke f;; des Absorbers
bestimmt werden [Men07]:

=1,12958 - 10" m™! b %aﬁ)(A)d}\ (2.13)
and

Dabei steht m. fiir die Elektronenruhemasse, e, fiir die Elementarladung und c¢q fiir die
Vakuumlichtgeschwindigkeit. Die Oszillatorstirke stellt ebenfalls ein Maf fiir die Ubergangs-
wahrscheinlichkeit von Absorptions- und Emissionsiibergédngen dar. Fiir quantenmechanisch
erlaubte Ubergénge besitzt die Oszillatorstéirke einen Wert fj; > 1, womit es moglich wird,
typische Wirkungsquerschnitte fiir die lineare Absorption abzuschétzen. Bei einer angenomme-
nen Oszillatorstarke von fj; ~ 1 ergeben sich abhangig von der Bandbreite der Absorption

Wirkungsquerschnitte von aﬁ)(u) =10"%em? — 10717 cm?.

2.1.2 Intramolekulare strahlungslose Relaxationsprozesse

Durch die verdnderten Orbitale der Auflenelektronen des angeregten Molekiils kommt es, wie
oben erwéhnt, zu Schwingungen zwischen den Atomkernen des Molekiils. Diese Schwingun-
gen relaxieren durch Wechselwirkung mit Lésungsmittelmolekiilen sehr schnell mit typ =
1075 — 10725 [Turl0] in den vibronischen Grundzustand des jeweiligen elektronischen
Zustandes. Die Ubergangsrate ist deshalb so hoch, da die intra- und intermolekularen Vi-
brationen des Molekiils sehr schnell an die Losungsmittelumgebung abgeben werden kénnen.
Das umgebende Losungsmittel stellt den angeregten Molekiilen aufgrund der Vielzahl von
moglichen Bewegungen (Translation, Rotation, Vibration) in allen rdumlichen Freiheitsgraden
ein Kontinuum von Relaxationsmoglichkeiten zur Verfiigung.

Liegen elektronische Zusténde energetisch dicht beieinander, kann die Anregung durch vibro-
nische Kopplung des hoheren elektronischen Anregungszustandes mit einem isoenergetisch,
hoheren vibronischen Zustand des tieferen elektronischen Zustandes iibergehen. Dieser strah-
lungslose Relaxationsprozess wird Internal Conversion (IC) genannt. Die Ubergangsrate der
IC ist in erster Naherung gleich dem Produkt aus dem Franck-Condon-Faktor p, und der
maximal gemessenen Ubergangsrate der IC mit k;c = 103 s~ [Twa01, Iwa00]:

krc =~ 10%3p, (2.14)

Im Falle eines elektronisch und spin-erlaubten Ubergangs fillt der Franck-Condon-Faktor expo-
nentiell mit ansteigendem energetischen Abstand der am Ubergang beteiligten elektronischen
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Niveaus ab [Turl0]:
py o e IAF (2.15)

Diese exponentielle Abhingingkeit von kjo erklart sich aus den exponentiell kleiner werdenden
Uberlappungsintegralen der Kernschwingungsfunktionen des vibronischen Grundzustandes
mit denen sehr viel héherer vibronischer Zustédnde. Aus den Gleichungen 2.14 und 2.15 ergibt
sich damit fiir die Ubergangsrate der Internal Conversion :

kic ~ pye AP (2.16)

Dabei ist o ein Proportionalitdatsfaktor. Aufgrund ihres geringen energetischen Abstandes
relaxieren deshalb im allgemeinen Falle alle hoheren elektronischen Zustédnde in einer Zeit von
tre = 107135 — 10725 iiber IC und VR zum vibronischen Grundzustand des 1. Anregungs-
zustand S7. Dieses Verhalten wurde erstmals 1950 von M. Kasha [Kas50] diskutiert und ist
deshalb als Kashas Rule bekannt.

Eine Ausnahme von Kashas Rule bildet z.B. Azulen, eine dem Indol &dhnliche 5-6-Ring-
Kombination (siehe Abbildung 2.2). Dieses besitzt einen untypisch groBlen energetischen
Abstand von AE,, = 1,77¢eV zwischen den S1- und So-Zusténden. Daraus resultiert eine sehr
geringe Ubergangsrate k7o ~ 7 - 10%s™!, wobei zwischen den S;- und Sy-Zustéinden eine hohe
IC-Ubergangsrate von kjc ~ 7-10'2s~! existiert.

Abb. 2.2: Strukturformel des Azulenmolekiils

Das Intersystem Crossing (ISC) bezeichnet den strahlungslosen Ubergang unter Spin-Umkehr
aus einem Singulett-Zustand in einen Triplett- oder von einem Triplett- in einen Singulett-
Zustand (siehe z.B. [Turl0, Hak06, Lak99, Dem03]). Das Intersystem Crossing ist dann
besonders effektiv, wenn eine starke Spin-Bahnkopplung vorliegt, das heifit, wenn mit der Spin-
Umkehr des Elektrons eine Anderung des Bahndrehimpulses verbunden ist (El-Sayeds Rule
[ES63]). Weiterhin begiinstigen schwere Atome und kleine Energiestufen zwischen den beteilig-
ten Singulett- und Triplett-Zustdnden das ISC. Fiir aromatische Molekiile ergeben sich wegen
den meist nur moglichen Sy (w7*)-T1 (77*)-ISCs Ubergangsraten von krgc = 10571 — 108571
[Tur10] die im Bereich der strahlenden Uberginge liegen (siehe Abschnitt 2.1.3).

Geht man bei Eumelanin von dem schichtférmigen Aggregatsmodell aus und beriicksich-
tigt, dass keine schweren Atome in der Molekiilstruktur vorhanden sind, ist nicht von einer
wesentlichen Relaxation durch ISC auszugehen.

2.1.3 Fluoreszenz und Phosphoreszenz

Zu den strahlenden Ubergéingen gehoren die in Abbildung 2.1 gezeigte Fluoreszenz F , die
Phosphoreszenz P und die nicht eingezeichnete stimulierte Emission.

12
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Letztere spielt aufgrund fehlender Besetzungsinversion bei geringen Anregungslichtintensitaten
und aufgrund des Stokes-Shiftes (siehe unten) zwischen Absorption- und Emissionsbande
spektroskopisch eine untergeordnete Rolle. Da die Photonen der stimulierten Emission identisch
mit den anregenden Photonen sind, wird sie indirekt bei der Absorptionsmessung (negative
Absorption) mit erfafit. Sie wird im Jablonski-Diagramm und in der weiteren Arbeit nicht
gesondert betrachtet.

Liegen die energetischen Abstédnde zwischen zwei benachbarten elektronischen Niveaus im Be-
reich von einigen Elektronenvolt, wird die Anregungsenergie durch die Emission eines Photons
abgegeben. Dieser Abstand ist in den meisten Fallen zwischen dem ersten Anregungszustand
und dem Grundzustand gegeben (Kashas Rule - Ausnahme z.B. Azulen siehe Abschnitt 2.1.2).
Dabei findet der Fluoreszenziibergang zwischen dem vibronischen Grundzustand des ersten
elektronischen Anregungszustandes und einem vibronischen Zustand des elektronischen Grund-
zustandes statt, was sich spektral in einer Verbreiterung der Emissionsbande in Richtung
lingerer Wellenléingen widerspiegelt. Die hohere Ubergangswahrscheinlichkeit zu héheren
Vibrationsniveaus des Grundzustandes erklart sich wie bei der Absorption aus Unterschieden
in den mittleren Kernabsténden des angeregten Molekiils und des Molekiils im Grundzustand.
Da sowohl bei der Absorption als auch bei der Fluoreszenz neben der elektronischen auch eine
vibronische Anregung erfolgt und die in den vibronischen Anregungszustinden gespeicherte
Energie an die umgebenden Losungsmittelmolekiile abgegeben wird, ergibt sich eine Differenz
zwischen den Photonenenergien AFEg s der absorbierten und der emittierten Photonen.
Spektral spiegelt sich dies in einer Verschiebung der Emissionsbande beziiglich der Absorpti-
onsbande wider, die als Stokes-Shift bezeichnet wird.

Weiterhin ergibt sich aufgrund des in erster Ndherung parabelférmigen Potentials und der
damit verbundenen Symmetrie der Vibrationswellenfunktionen beziiglich des jeweiligen mittle-
ren Atomabstands eine Spiegelbildsymmetrie zwischen Absorption- und Fluoreszenzspektrum
als Funktion der entsprechenden Photonenenergie (z.B. [Turl0, Atk05]).

Diese spontane Emission ist ein statistischer Prozess, mit mittleren Ubergangsraten von
kr =10%s7! —10%s~1. Das Abklingen der Fluoreszenz kann man niherungsweise durch eine
Uberlagerung von Exponentialfunktionen (Zerfallsfunktion) der Form

¢ =) A" (2.17)

darstellen (z.B. [Bru02]). Die durch Anpassung (Fit) von Exponentialfunktionen an die
Messwerte gefundenen Parameter A; und 7; besitzen nicht unbedingt eine physikalische
Bedeutung. Diese erhalten sie erst, wenn ein physikalisches Molekiil-Modell sie stiitzt. In
Anlehnung an ein solches Modell steht ¢ fiir die Anzahl der Fluorophore, die Faktoren A; fiir
die jeweiligen Amplituden und 7; besitzt die Bedeutung der mittleren Fluoreszenzlebensdauer
des i.-Fluorophors.

Die beobachtete Fluoreszenzlebensdauer spiegelt nach Kashas Rule die Lebensdauer des
ersten Anregungszustandes wider, welche durch die parallel ablaufenden nichtstrahlenden und
strahlenden Ubergénge bestimmt wird:

1
~ kp+kic + kisc

T (2.18)

Mit dem Verhaltnis von der absorbierten zur emittierten Photonenmenge, welches auch als
Fluoreszenzquantenausbeute 71y bezeichnet wird, kann die Ubergangsrate der Fluoreszenz aus
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der beobachteten Fluoreszenzlebensdauer errechnet werden:
Np kr

= — = =kp- 2.19
Na  kr+kic+kisc FTE (2.19)

nf

Die Fluoreszenzquantenausbeute des untersuchten Eumelanins lag bei ny = 1074..1073
([Teu00]).

Die Phosphoreszenz bezeichnet einen strahlenden Triplett-Singulett-Ubergang unter Spin-
Umkehr des beteiligten Elektrons (siehe z.B. [Atk05, Hak06, Tur10]). Da dieser Ubergang aus
Griinden des Drehimpulserhaltungssatzes verboten ist, emittiert das Molekiil aufgrund der
niedrigen Ubergangswahrscheinlichkeit sehr langsam mit typischen Emissionslebensdauern von
TPhos = 1 us...1s. Da bei Eumelanin weder in der Literatur noch in den eigenen Messungen
solche langlebigen Emissionen beobachtet wurden, wird auf die Phosphoreszenz an dieser Stelle
nicht néher eingegangen.

2.1.4 Relaxationsprozesse iiber intermolekularen Energietransfer

Forster-Energietransfer Bei der Forster-Theorie zum Energietransfer handelt es sich um
einen klassischen Ansatz, der einen Energietransport zwischen einem Donor und Akzeptor
beschreibt, die iiber keinen direkten Kontakt verfiigen, das heifit zwischen denen keine aus-
reichende rdumliche Uberlappung der Elektronendichte besteht [Foér48]. Sie basiert auf der
Ubertragung der Idee des Herzschen Dipols auf Molekiile, das heifit einen Mechanismus, der
iiber molekulare Antennen lduft, wobei die Energie strahlungslos iibertragen werden kann. Die
Ubertragung geschieht, indem der schwingende Dipol des Donors den Dipol des Akzeptors
zum Anschwingen bringt und seine Energie dabei vollstdndig an ihn abgibt.

A o
. FRET
1 \VAVAVAVZ4 \ §n¢
S1
=T TH
\Vm \ SO
So =
donor acceptor

Abb. 2.3: Jablonski-Diagramm eines Forster-Energietransfers (FRET) zwischen zwei Molekiilen
Die Rate fiir den Energietransfer wird dabei im Wesentlichen durch die Resonanz zwischen

der Emissionsbande des Donors und der Absorptionsbande des Akzeptors bestimmt. Diese
kann rechnerisch iiber das Uberlappungsintegral dargestellt werden:

J = /jF,Donor(A)ﬁAkzeptor(A))\4 dA (220)
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2 GRUNDLAGEN

Dabei ist jr ponor(A) die normierte Photonenflussdichte des Donors und €agzeptor(A) der
Extinktionskoeffizient des Akzeptors.
Die Forstertransferrate ist auflerdem stark vom Donor-Akzeptor-Abstand rp_ 4 abhéngig:

Rj

- 5 (2.21)
DonorTp_ A

kpr =

Dabei steht Ry fiir den Forsterradius, welcher den Abstand zwischen dem Donor und Akzeptor
bezeichnet, bei dem die Effizienz einer Energieiibertragung via Forster-Energietransfer 50 %
betriigt. Fiir RS gilt dabei nach [Lak99]:

¢ 9In(10) x% g 7

= 2.22
07 128750t Na (2:22)
Aus den Gleichungen (2.21) und (2.22) ergibt sich fir die Transferrate:
91n(10) k2
kpr = n(10) v~y J (2.23)

= 1
128 w0 nd | NaTponor 7%_ 4

Dabei ist ny die Fluoreszenzquantenausbeute des Donors, ng,, die Brechzahl des Losungs-
mittels, N4 die Advogadrokonstante, Tponor die Lebensdauer des Donor-Anregungszustandes
und x der geometrische Orientierungsfaktor. Letzterer beschreibt die Lage des Donors zum
Akzeptor. Bei einer zufélligen Verteilung von Donor und Akzeptor ergibt sich ein k = %
[For48|.

Typische Donor-Akzeptor-Abstinde, bei denen die Forstertransferrate konkurrierende Relaxa-
tionsprozesse dominiert, liegen im Bereich von bis zu rp_4 = 10 A — 100 A und sind deshalb

beim Eumelanin wahrscheinlich (siehe Kapitel 3.1).

Dexter-Energietransfer Liegen Donor und Akzeptor so nahe bei einander, dass sich ihre
Orbitale iiberlappen, kann es zu einem Energietibertrag durch doppelten Elektronenaustausch
kommen [Turl0, Dex53]. Dabei geht das angeregte Elektron zuerst auf das Akzeptor-Molekiil
iiber (charge transfer state), wobei Akzeptor und Donor als Radikalpaar vorliegen. Danach
kommt es zum Ladungsausgleich, indem ein Elektron im Grundzustand vom Akzeptor zum
Donor iibergeht.

Dx—A - DT —A™ =5 D— A*

Der Dexter-Energietransfer wirkt bei Donor-Akzeptor-Abstdnden von rp_4 = 5A — 10 A,
wobei die Dexter-Energietransferrate exponentiell (und damit stérker als der FRET) mit dem

Abstand abféllt [Jel02]:

—2rD—A
kDT = Kdea: Je Lyaals

Dabei ist K4, ein Geometriefaktor, J das aus Gleichung 2.20 bekannte spektrale Uberlap-
pungsintegral und L,,.q;s die Summe der van-der-Waals-Radien von Donor und Akzeptor.
Aufgrund der von Zajac [Zaj94] beobachteten Aggregatsstruktur von Eumelanin als Schicht-
stapel mit Schichtabstidnden von rp_4 ~ 3, 4 A ist auch ein Energietransfer nach Dexter
moglich.
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Quenching Quenchen beschreibt den Effekt der Fluoreszenzléschung durch intermolekularen
Energietransfer. Es setzt sich aus einem dynamischen und einem statischen Part zusammen
(z.B.[Jel02, Bru02]). Das dynamische Quenchen ist auch als Stern-Volmer-Quenchen bekannt
und erfolgt iiber die Diffusion des Quenchers zum Fluorophor und einem Stofivorgang zwischen
beiden. Es wird dann relevant, wenn das Quenchermolekiil innerhalb der Fluoreszenzlebens-
dauer zum Fluorophor diffundiert. Das dynamische Quenching leitet sich direkt aus den
Gleichungen der Quantenausbeute ohne (2.24) und mit Quencher (2.25) ab:

ky

= — 2.24
kf + kns ( )

nf,0
_ kg
k¢ + kns + kayng - Cqu

nf (2.25)

Hier bezeichnen k¢ die Fluoreszenziibergangsrate, ks die Rate der nichtstrahlenden Ubergénge
und die von der Quencherkonzentration ¢y, abhingige Ratenkonstante des Quenchens kgy,,q -

Cqu-
qu
Fiir die relative Fluoreszenzquantenausbeute % ergibt sich :

/S

7f,0 14 kdynQ * Cqu
AuBerdem folgt aus der Gleichung fiir die Fluoreszenzlebendsdauer 7, dass sich die Fluores-
zenzlebensdauer proportional zur Fluoreszenzquantenausbeute verringert:

1
B kf + kns + kdynQ * Cqu

Tf

Alternativ dazu beschreibt das statische Quenchen nach Perrin [Per24, Per27] das nicht
von der Diffusion abhéngige Quenchen eines Fluorophores. Letzteres bildet nach diesem
Modell aufgrund der fehlenden Bewegung (Diffusion) mit einem benachbarten Quencher einen
Komplex. Dieser absorbiert Licht entsprechend der Absorptionsbande des Fluorophors, wobei
der angeregte Komplex danach sehr schnell strahlungslos zerfallt. Da eine Fluoreszenz des
Komplexes nicht vorhanden ist, wird die Fluoreszenzkinetik des freien Fluorophors in diesem
Fall nicht veréndert.

Nach dem Modell von Perrin entscheidet nicht die Diffusion, sondern eine aktive Sphére tiber
einen stattfindenden Quenchvorgang. Befinden sich Quencher innerhalb eines bestimmten
Radiuses Rs um ein Fluorophor, wird die Fluoreszenz auf jeden Fall gequencht. Ist die
aktive Sphire um ein Fluorophor frei von Quenchern, findet keine Komplexbildung statt
und das Fluorophor kann in jedem Fall zur Fluoreszenz angeregt werden. Dabei gilt nach
Perrin eine exponentielle Abhéngigkeit der relativen Fluoreszenzquantenausbeute von der
Quencherkonzentration:

/rlif — e_Vs'NACqu
nf,0

Dabei ist Vs das Volumen der aktiven Sphéire und N4 die Avogadro-Konstante. Oft ist es
praktischer den Radius Ry der aktiven Sphére zu verwenden. Er ergibt sich zu:

1
314\ 3 1
R, = < ) =6,5¢chu

47
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2 GRUNDLAGEN

In vielen Féllen wird ein Fluorophor sowohl dynamisch als auch statisch gequencht. Fiir das
Verhéltnis der Fluoreszenzquantenausbeute zu der ohne Quencher gilt dann nach Frank und
Vavilov [Fra31]:

nff _ e—VsNACqu
7f,0 1+ kdynQ * Cqu

Bei den verwendeten Losungen von synthetischem Eumelanin wurde ein Selbstquenching
beobachtet (siche Abschnitt 4.3.3), welches aus der Literatur noch nicht bekannt ist. Dieses
Quenching ist deshalb bei der Diskussion der in der Literatur zu findenden Daten zur Fluores-
zenzdynamik von Eumelanin, sowie bei der Ermittlung der Fluoreszenzquantenausbeute zu
berticksichtigen.

2.2 Lineare Wechselwirkung von Licht mit Polymeren und
Aggregaten

2.2.1 Absorption von durchkonjugierten Polymerketten

Bei Molekiilen mit durchkonjugierten Doppelbindungen sind die Elektronen entlang des
m-Elektronensystems delokalisiert. Das heif3t, sie kdnnen sich quasi frei iiber den gesamten
Bereich bewegen. Die resultierende Absorptionsbande kann in erster Ndherung tiber das quan-
tenmechanische Modell eines Teilchens im Kastenpotential berechnet werden (sieche Abbildung
2.4). Die Liange des Kastens entspricht der Antennenlinge L = (2ng + 1)doc, wobei doc

n
V(x) Q lo* states
6
5 — | N*states
4
:|: absorption
3
2 > n states
H,C-C=C-C=C-C=C-CH, 1
o states

Abb. 2.4: Ansatz eines Kastenpotentials und Termschema am Beispiel von 2,4,6-Oktatrien zur
Beschreibung des Energiespektrums von durchkonjugierten Kohlenwasserstoffen

den mittleren Abstand zwischen zwei verbundenen Kohlenstoffatomen (do—¢ = 0,146 nm,
do—c = 0,135nm, doc = 0,141 nm) und ny die Doppelbindungsanzahl bezeichnet. Bei Be-
trachtung des Systems mittels stationdrer Schrodingergleichung und der Randbedingung, dass
auflerhalb des Kastens die Wellenfunktion ) =0 ist, kann man die méglichen Wellenfunktionen
mit den dazugehorigen Energieeigenwerten berechnen. Man erhélt die innerhalb des Kastens
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fir die jeweiligen Hauptquantenzahlen ng moglichen Wellenfunktionen [Atk05]:

Ung() =/ 7 sin(ng T 2)
2
)

T
— & - - @@ 2.2
\/ (2nq — 1)dec sin(ng (2ng — 1)dcc @), (226)

mit den Energieeigenwerten:

2.9
h ng
"Q T 8m L2
2,2
h ng

_ 2.27
8me(2nqg — 1)d%, (227)

Dabei steht h fiir das Planksche Wirkumsquantum und m, fiir die Elektronenruhemasse.
Anhand der Gleichung 2.27 kann man feststellen, dass die Grundzustandsenergien der durch-
konjugierten Polymere quadratisch zur Kettenlange abfallen. Da dies auch fiir die Eigenenergien
der hoheren Anregungszustande (ng > 1) gilt, werden mit zunehmender Kettenlénge auch die
energetischen Abstdnde zwischen den Eigenenergien benachbarter Anregungszustidnde geringer.
Spektral bedeutet dies eine rot-verschobene Absorptionsbande ldngerkettiger Absorber.

Bei einer Polymerisation wie beim Eumelanin ist somit eine Rotverschiebung oder, bei Exis-
tenz vieler verschieden langer w-Systeme, eine Verbreiterung der resultierenden Polymer-
Absorptionsbande beziiglich der Absorption der Ausgangsmonomere zu erwarten.

2.2.2 Spektrale Verbreiterung der Absorption durch Exzitonische Aufspaltung
bei Aggregaten und Polymeren

Bei organischen Aggregaten oder grofien Polymeren mit mehreren dicht bei einander liegenden
durchkonjugierten Ketten (im Folgenden als Monomere bezeichnet) kann es zu einer Aufspal-
tung des ersten angeregten Zustandes dieser Monomere kommen (z.B. [Dav71, Bru02, Jel02]).
Der Grund dafiir liegt in einer starken Kopplung der Ubergangsmomente der Monomere
untereinander. Diese Aufspaltung wird Davydov-Aufspaltung oder Exitonenbildung genannt.
Bei den Exitonen spielt die geometrische Anordnung der Ubergangsmomente der beteiligten
Monomere eine grofle Rolle. Wenn diese parallel liegen, fithrt das zu einer Verstiarkung des
optischen Ubergangs, die proportional mit der Anzahl N der Ubergangsmomente anwéchst.
Liegen die Ubergangsmomente antiparallel, 16schen sich die Intensititen der einzelnen Uber-
gangsmomente destruktiv, womit das Gesamtmoment verschwindet.

In Abbildung 2.5 werden anhand eines Jablonski-Diagramms die energetischen Ubergangs-
verhéltnisse fiir den Fall von linear aufgereihten Ubergangsdipolmomenten gezeigt. Ein im
Vergleich zum Monomer energetisch tiefer liegender Ubergang riihrt von der gleichgerichteten
Lage der Ubergangsmomente einer Kette von Monomeren entsprechend Abbildung 2.5a her.
Das bedeutet eine attraktive Wechselwirkung mit einem Gesamtiibergangsmoment, welches
der Summe der beiden Ubergangsmomente der Monomere entspricht. Die entgegengerichte-
te Anordnung der Ubergangsmomente fiihrt hingegen aufgrund der repulsiven Wirkung zu
einem energetisch hoheren Anregungszustand. Da sich die Ubergangsmomente gleichzeitig
gegenseitig aufheben, verschwindet das Gesamtiibergangsmoment und der optische Ubergang
(sieche Abbildung 2.5b ). Dadurch kommt es zu einer Rotverschiebung des Spektrums beziiglich
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2 GRUNDLAGEN

der Monomerspektren und einer Intensitétsiiberhéhung. Solche Aggregate werden nach ihrem
Entdecker Jelly und Scheibe als J-Aggregate bezeichnet [Jel37, Sch37].

ponomer @) T ) G e = —
e e et Y
aggregat axis
J-aggregat
monomer  J-dimer transfer moments
a) b)

Abb. 2.5: Aufspaltung des Anregungszustands bei der Dimer-Bildung aus Monomeren mit linear
angeordneten Ubergangsdipolmomenten

Bei einer Aggregatbildung durch parallele Anordnung der Molekiile einer Kette von Monomeren
entsprechend Abbildung 2.6a fithrt die daraus resultierende Orientierung der Ubergangsmomen-
te zu einem anderen Verhalten. Im antiparallelen Fall besteht eine attraktive Wechselwirkung,
welche dem energiedrmeren Zustand entspricht (siehe Abbildung 2.6b). Da das Gesamt-
iibergangsmoment jedoch verschwindet, wird der dazugehérige Ubergang unsichtbar. Der
energiereiche Anregungszustand kommt durch die parallele Ausrichtung der Ubergangsmo-
mente zustande, welche wiederum eine repulsive Wechselwirkung darstellt. Das resultierende
Ubergangsmoment ist doppelt so gro8 wie das Ubergangsmoment eines Monomers. Man
beobachtet entsprechend eine Blauverschiebung des Spektrums mit einer Intensitétsiiberho-
hung. Aggregate mit diesem spektroskopischen Verhalten nennt man wegen ihrer Bande im
Hypsochromen H-Aggregate. Wéahrend die Anregung im Kurzwelligen erfolgt, relaxiert sie
danach zur unteren Bandkante. Da der untere Anregungszustand im Idealfall aber keinen
Ubergangsmoment zum Grundzustand besitzt, kommt es zu keinem strahlenden Ubergang in
den Grundzustand.

o i

£ :

5 r ' Y

g 1

— 1 I T+¢ - .
v
AN U (| aggregat axis
H-aggregat monomer H-dimer  transfer moments

a) b)

Abb. 2.6: Aufspaltung des Anregungszustands bei der H-Aggregat-Bildung aus Monomeren mit
parallel angeordneten Ubergangsdipolmomenten

Die beiden vorgestellten Aggregate mit linearer und paralleler Anordnung Abbildung 2.5a
und Abbildung 2.6a der Uberginge stellen jedoch nur geometrische Grenzfille dar. Mit zuneh-
mendem Scherwinkel zwischen den Ubergangsmomenten verschiebt sich der direkt anregbare
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Zustand von niederen zu héheren Energien, wihrend sich der Anregungszustand ohne Uber-
gangsmoment entgegengesetzt verhélt. Die Bandbreite ergibt sich dabei nach folgender Formel:
2
_ 2|pe]
r3

AE (1 — 3cos1)

Die Aufspaltung hingt quadratisch vom Ubergangsmoment s, des Monomers ab sowie von der
dritten Potenz des intermolekularen Abstandes r im Nenner. Das heifit, grofie Aufspaltungen
werden bei Aggregaten mit starken Ubergangsmomenten und kleinen Abstéinden der Monomere
beobachtet. Der Klammerterm ist bei J-Aggregaten gleich -2, bei H-Aggregaten gleich 1. Bei
gleichem Ubergangsmoment und Monomerabstand ist die Bandbreite des J-Aggregats deshalb
doppelt so grofl wie die eines H-Aggregats. Bei einem Scherwinkel von ¥ = 54, 7° schneiden
sich beide Bandkanten, es gibt bei diesem Winkel(,,magic angle*) folglich keine Aufspaltung
des Anregungszustandes - unabhingig von Ubergangsmoment und Monomerabstand.

2.3 Nichtlineare Wechselwirkung von Licht mit Molekiilen und
Aggregaten

Entsprechend der Gleichung 2.4 findet bei sehr hohen Feldstdrken F und damit verbundenen
hohen Intensititen I = eycE? zusétzlich zur linearen Polarisation der Materie auch eine
nichtlineare Anregung statt.

Die im Folgenden beschriebenen nichtlinearen optischen Effekte beschranken sich auf die fiir
diese Arbeit relevanten Fille einer mit zwei Photonen angeregten Fluoreszenz (Two-Photons-
Excitited-Fluorescence, TPEF).

2.3.1 2-Photonen-Angeregte-Fluoreszenz (TPEF)

Eine TPEF kann stoffspezifisch schrittweise oder simultan mit zwei Photonen angeregt werden.
Dabei ist keine Kohérenz zwischen den beiden Photoen notwendig, da die Anregung inelastisch
iiber Absorption erfolgt. Eine graphische Gegeniiberstellung der beiden TPEF-Arten ist in
Abbildung 2.7 gegeben.

12> —5— 13> 45—

—_~M
@ . k23_023 -]ph
K = "

_KpF0, |2>_A_

.
>

k =o'V

12915 “Jpn
11> —— 11> ——

Abb. 2.7: Jablonski-Diagramme einer simultanen (links) und einer schrittweisen TPA (rechts).

Lineare Absorptionsquerschnitte liegen bei Ug) ~ 10717 cm?, die nichtlinearen Absorp-
tionsquerschnitte fiir die simultane TPA, wie z.B. o2 ~ 10750 cm?s.

Mittels simultaner Anregung mit zwei Photonen kann jeder auch linear anregbare Zustand
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2 GRUNDLAGEN

bevolkert werden. Dabei muss die Summe der Quantenenergien beider Photonen die Reso-
nanzbedingung des Ubergangs nach Gleichung (2.6) erfiillen. Im Jablonski-Diagramm wird
eine solche simultane 2-Photonenabsorption durch den Zwischenschritt iiber ein virtuelles
Zwischenniveau modelliert (siehe Abbildung 2.7). Das virituelle Niveau ist ein modelltechni-
sches Hilfsmittel und beschreibt den Fakt, dass die beiden beteiligten Photonen gleichzeitig
mit dem Molekiil wechselwirken miissen. Seine Lebensdauer entspricht deshalb ungefdhr
der Interaktionszeit des Molekiils mit einem Photon der Anregungswellenléinge. Uber das
Zeit-Bandbreite-Produkt [Die96]:

1 1 1
AvAt = ¢ ()\2 - )\1> At = 5 (2.28)
mit der Vakuum-Lichtgeschwindigkeit cq ldsst sich fiir Wellenldngen im VIS-Bereich die
Photonentransit-Zeit (Interaktionszeit mit einem Molekiil) mit At ~ 10715 s abschétzen.

Der Wirkungsquerschnitt der simultanen 2-Photonenabsorption kann grob durch das Produkt
aus dem Einphotonenwirkungsquerschnitt zum Quadrat mit der Lebensdauer des viritu-
ellen Niveaus abgeschéitzt werden. Da die Wirkungsquerschnitte der Einphotonabsorption
bei ca. ag) ~ 10717 — 10716 cm? [Men07] liegen, ergeben sich fiir die Wirkungsquerschnitte
der 2-Photonenabsorption Gréflenordnungen von Ug) ~ 107 — 10%" ecm*s. Aus Griinden
der Ubersichtlichkeit und zu Ehren der Entdeckerin der 2-Photonenabsorption werden die

2-Photonen-Absorptionswirkungsquerschnitte in der Einheit Géppert-Mayer GM angegeben.
Dabei gilt 1 GM = 107 cms.

Die genaue Messung der simultanen 2-Photonenabsorptionswirkungsquerschnitte ist aufgrund
der sehr kleinen Absorptionsraten schwer moglich. Die in der Literatur zu findenden Ab-
weichungen liegen deshalb im Bereich von bis zu zwei Gréfenordnungen [Gar07]. Genauer
kénnen die simultanen 2-Photonenabsorptionsquerschnitte iiber die Messung der simultanen
TPEF ermittelt werden. Nach [Xu96b] resultiert der Fluoreszenzphotonenfluss Jrppr aus
der réumlichen bzw. zeitlichen Verteilung ( [, p5(7)dV bzw. Ja(t)) des Anregungslichts und
seiner zeitlichen Kohdrenz g. Weiter ist sie von den Quantenausbeuten der Fluoreszenz 7y
und des Detektors 74 sow(ie) von der Fluorophoranzahl Ny im angeregten Volumen und dem
2
2

Absorptionsquerschnitt o5’ abhéngig.

1
JF—Q'Q'nd'nf'U%%'NVJA/P%(F)dv
14

Kann man den Fluoreszenz-Photonenstrom beziiglich dem eines Fluorophors mit bekanntem
Wirkungsquerschnitt messen, ist der Absorptionsquerschnitt iiber eine einfache Verhéltnisglei-
chung abschétzbar [A1b98|:

-2 .
O_(n) _ Nref Ul2,ref(2) * Cref ) ]ref ) JTPEF
7w 2 JTPEFref

o ; (2.29)
Dabei resultieren die messbaren TPEF-Photonenflussdichten jrprr bzw. jrperres des Farb-
stoffes mit bekanntem bzw. unbekanntem Absorptionswirkungsquerschnitt aus der jeweils
verwendeten Flussdichte des Anregungslichts j. Weitere Groflen sind die Fluoreszenzquanten-
ausbeute 7y, die Fluorophorkonzentration c, jeweils fiir den Referenzfarbstoff (Index,.y) bzw.
den Farbstoff mit unbekanntem Absorptionswirkungsquerschnitt.
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Mit dieser Gleichung kénnen Absorptionswirkungsquerschnitte aller Anregungsprozesse ab-
geschitzt werden, die die gleiche, quadratische Abhédngigkeit von der anregenden Photonen-
stromdichte besitzen. Es ist also auch moglich, den resultierenden Absorptionsquerschnitt von
schrittweisen oder Mischungen aus schrittweisen und simultanen 2-Photonen-Anregungen zu
berechnen.

Im Gegensatz zur simultanen TPEF findet eine schrittweisen TPEF statt, wenn ein reales
Zwischenniveau (Anregungszustand) existiert, welches durch die Grundzustandsabsorption
bevolkert wird. Aus diesem erfolgt iiber die Absorption eines zweiten Photons (Anregungs-
zustandsabsorption) der Ubergang in einen héheren Anregungszustand, welcher strahlend
relaxiert (Fluoreszenz).

Die Effizienz fiir den schrittweisen Anregungungsprozess kann dabei analog zur simultanen
2-Photonen-Absorption aus den linearen Wirkungsquerschnitten der Grund- und Anregungszu-
standsabsorption ag) und O‘é? und der Lebensdauer des Zwischenniveaus abgeschatzt werden.
Bei Annahme langlebiger Zwischenzustdnde mit Lebensdauern im ns-Bereich, liegt der resul-
tierende Querschnitt damit bei a,(,;)z ~ 107 cm?s — 107 ems . Beziiglich der simultanen
TPEF ergibt sich damit bei gleichen Anregungsintensititen eine um den Faktor 107 — 10°
hohere Anregungseffizienz. Allerdings sinkt dieser Faktor proportional mit der Lebensdauer

des Zwischenzustands.

Mit Hilfe des Ratengleichungssystems fiir die simultane bzw. schrittweise TPEF kénnen
die zu erwartenden Fluoreszenzsignalgrofien verglichen werden. Dabei errechnet man die zu
erwartenden Besetzungsdichten der Fluoreszenzniveaus, aus denen man tiber die Fluoreszenz-
quantenausbeute den Photonenfluss der TPEF ableiten kann.

Wenn man von einer auf 1 normierten Gesamtbesetzungsdichte (n; + na + n3 = 1) sowie von
einer geringen Besetzung der Anregungszustiande zum Startzeitpunkt der Anregung (n; ~ 1)
ausgeht, dann lautet die Ratengleichung fiir die Bevolkerung des Anregungszustandes no bei
einer simultanen 2-Photonenabsorption:

5n2
2 —k
5t 1211
. 2
= j? U§2) -1

Geht man von einem zeitlich gaufiférmigen Anregungspuls mit der Halbwertsbreite At gy rras
aus, folgt daraus:

5no \ —41n(2)t2

. (2)
St Jmaz

At2
ceSFWHM g,

Dabei ist jq: das Photonenflussdichtemaximum des Anregungspulses. Aus der Annahme, dass
die Relaxationsdauer viel grofer als die Anregungspulsdauer ist, folgt, dass der aufintegrierte
Anregungspuls die Zustandsdichte des Anregungszustands bestimmt:

@ 0o —4in(2)t?
2 2 At2
N2 = Jraz * 019 / e 'FwHM dt

—00

Nach Ausfithrung des bestimmten Integrals ergibt sich die mit einem Puls erzielbare Besetzung
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2 GRUNDLAGEN

des Anregungszustandes ns:

T e
41n(2) 12

Ny = AWM (2.30)

Fiir den schrittweisen TPA-Prozess gibt es ein zusitzliches Niveau zu beachten. Geht man
davon aus, dass die Lebensdauern der Anregungszustédnde im Vergleich zur Anregungspulsdauer
lang sind, kann man die Anregung wie folgt modellieren:

ong . 1
5t =j(t) ‘752) "Ny

1o —41in(2)-t2

o5t

. N (1)
= Jmaz € FWHM -0y - 1

Durch Integration iiber t erhédlt man fiir die Besetzungsdichte des Zwischenniveaus:

_ 4 1) :
ng = 4ln(2) © 019 - AtrwHM * Jmaz

Fiir die Ubergangsrate in den finalen Anregungszustand erhilt man:

ong ..o (1)
S J(t) 019 - n2
2
ong T L 1)
ot = Jmax - €~ FWHM - 019" - N2

Durch Einsetzen von ns und Integration iiber die Zeit t erhélt man fiir ng:

™ 1 1 )
n3 = 41n(2) 'ng) "753) ) At%WHM 'J?nax (2.31)

Wird die Besetzungdichte fiir den simultanen Anregungsfall nach Gleichung (2.30) mit der fiir
den schrittweisen Anregungsfall nach Gleichung (2.31) verglichen, kann festgestellt werden,
dass sie sich durch den Gesamtwirkungsquerschnitt, aber auch durch eine Zeitabhingigkeit
unterscheiden. Diese Unterschiede kénnen verwendet werden, um aufzukléaren, ob die z.B. beim
Eumelanin beobachtete TPEF durch eine schrittweise oder simultane 2-Photonenabsorption
angeregt wird.
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3 Morphologie des Eumelanins

3.1 Derzeitiger Erkenntnisstand zur Synthese und Struktur von
Eumelanin

Wie schon in der Einleitung erwéhnt, ist die molekulare Struktur von Eumelanin bis heute unbe-
kannt. Sicher ist nur, dass es aus Indolderivaten besteht. Ausgehend vom Raper-Mason-Schema
der Melanogenese hat sich allgemein die Uberzeugung durchgesetzt, dass die in Abb.3.1 gezeig-
ten Derivate 5,6-Dihydroxyindol (Dihydroxyindole, DHI) und die entsprechende Carboxylsiure
5,6-Dihydroxyindol-2-Carboxylsédure (Dihydroxyindolecarboxylic acid, DHICA) bzw. die ke-
tonischen Formen 5,6-Indolchinon (Indolequinone,IQ) und 5,6-Indolchinon-2-Carboxylsidure
(Indolequinonecarboxylic acid, IQCA) die reprisentativen Elementarbausteine des Eumelanins
darstellen (sieche [Pro92, Ril97, Mer06]).

/@/\,CDOH 0+T HD@/\'/ COOH 0+T ZD/\,CDDH
—_—
HO' nz slow HO '|§I|z fast |r.‘l|2

Tryosine Dopa Dopaquinone

l fast
HO
HO \ DT+M 0
COOH COOH COOH
- o)
HO N slow o) N+ fast HO N
H H

H
DHICA Dopachrome Leucodopachrome

0, l slow l slow
P

|

[o) HO o [o)
N HO N slow N
H H H
IQCA p DHI 1Q
P
+ P /
EUMELANINS

Abb. 3.1: Raper-Mason-Schema der Genese von Eumelanin aus vier Indolderivaten DHICA; IQCA
; DHI und 1Q. Als Vorlauferstoffe treten auf DOPA (3,4-Dihydroxyphenylalanine),
DQ (Dopaquinone), LD (Leucodopachrome) und D (Dopachrome). Als Katalysatoren
treten auf T (Tryosinase), DT (Dopachrom Tautomerase), M (Metal Ions) und P
(Peroxidase/H205).

Allerdings wird vermutet, dass sich diese Verbindungen wéhrend der Polymerisation zu Eumela-

nin noch verdndern und Tautomere bilden (z.B. in [Mer06]). Als Tautomere werden chemische
Verbindungen gleicher Summenformel (Isomere) bezeichnet, die durch Wanderung von Atomen

25



oder Atomgruppen schnell in einander tibergehen, das heifit in dem die Isomere in einem
schnellen chemischen Gleichgewicht zueinander stehen. Einige Verdffentlichungen beschéftigen
sich mit Messungen bzw. Berechnungen der energetischen Systeme der Indolderivate bzw.
ihrer Tautomere. Da allerdings die Absorptionen all dieser Monomere schmalbandig sind
und im UV liegen (siehe [I1'03]), kann die kontinuierliche Absorption (im VIS) des Eume-
lanins nicht durch die Uberlagerung spektral nebeneinander liegender Absorptionsbanden
einzelner Monomere erklart werden. Allerdings wurde durch die Berechnungen festgestellt,
dass die ketonischen Formen gegeniiber den alkoholischen eine starke Rotverschiebung in
der Absorption aufweisen [Tra06, Mer06]. Das heifit, es wird vermutet, dass IQ und IQCA
wfarbig® sind (Absorptionsbande im sichtbaren Spektralbereich), wihrend DHI und DHICA
wfarblos“ erscheinen (Absorptionsbande im UV-Bereich). So sind in weiteren Veréffentlichungen
[Pow05, Pow04] Absorptionsiibergéinge (HOMO-LUMO-Gaps) von DHI mit E,;, = 3,61V
(A =343 nm) und IQ mit E,, = 2,02eV (A = 613nm) berechnet worden. Dies impliziert, dass
wéahrend der Polymerisation zu Eumelanin wahrscheinlich oxidierte, ketonische Formen von
DHI bzw. DHICA gebildet werden, die zu einer Verbreiterung des Absorptionsspektrums in
den langwelligen Spektralbereich hinein fithren. In den genannten Veroffentlichungen wurden
jedoch keinerlei Messungen der Absorptionsspektren der Monomere durchgefiihrt, da alle
Verbindungen (bis auf DHICA) in Reinform hoch reaktiv sind und automatisch polymerisieren.

Um die beobachtete kontinuierliche Absorption im visuellen Bereich zu erkléren, reicht jedoch
eine Rotverschiebung der Absorptionsbande nicht aus. Vielmehr wird vermutet, dass die
Makrostruktur des Eumelanins die spektralen Eigenschaften entscheidend beeinflusst. Dabei
werden zwei unterschiedliche Strukturmodelle diskutiert (siehe auch [Pow05]).

Das éltere Modell von Swan [Swa74] geht von einem grofien und heterogenen Polymerknéul
mit unterschiedlich langen und untereinander verbundenen durchkonjugierten m-Systemen und
funktionellen Gruppen aus, welches durch diese ,,chemische Unordnung® (chemical disorder)
eine dementsprechende Vielzahl unterschiedlichster Anregungszustéinde aufweist und dariiber
die kontinuierliche Absorption erkldren kann.

Seit den ersten Rastertunnelmikroskop-Bildern von Eumelanin steht dem Polymer-Modell ein
Aggregat-Modell [Zaj94] gegeniiber, welches sich als Stapel aus einigen kleineren, hochgradig
durchkonjugierten Oligomer-Schichten darstellt (sieche Abbildung 3.2b).

Dieses Modell kann das kontinuierliche Absorptionsspektrum durch Verbreiterung des Mo-
nomerspektrums durch chemical disorder und Exzitonenbildung erkliren. Da die einzelnen
Oligomerschichten im Aggregatmodell nicht weiter als 3A — 4 A voneinander entfernt sind, ist
auch ein Energietransfer zwischen den Oligomerschichten denkbar.

Die aktuelle Diskussion [Sar92, Mer06, NRO7b] favorisiert momentan das Aggregat-Modell von
homogenen DHI-oder DHICA-Oligomeren, wobei das dltere Strukturmodell eines heterogenen
Polymers (Swan) nicht widerlegt wurde bzw. als planare Form in den Oligomerschichten des
Aggregatmodells enthalten ist ([Sar92, Mer06)).

In den neuesten, theoretischen Verdffentlichungen von Meng [Men08] wird auflerdem eine
porphyrinartige Ringstruktur in den Oligomerschichten vermutet (siche auch Bild 4.17)

In Anbetracht des derzeit favorisierten Aggregat-Modells wird im Folgenden das Eumelanin
als Aggregat bezeichnet.

Natiirliches Eumelanin kann aus biologischen Proben extrahiert werden. Der am hé&ufig-
sten untersuchte Vertreter ist das Sepia, welches aus der Tinte des Oktopus gewonnen wird.
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3 MORPHOLOGIE DES EUMELANINS

Abb. 3.2: Darstellung der Modelle fiir die makromolekulare Struktur des Eumelanins a) hetero-
genes Polymermodell nach Swan [Swa74]; b) Aggregatmodell nach Zajac [Zaj94]

Diese Form des Eumelanins liegt in festem Zustand in Form von Granulen (Kiigelchen) vor.
Beziiglich der Frage, ob diese auch in Losung bestehen oder ob diese Eumelanin-Variante
sich wiahrend des Trocknungsprozesses selbstorganisiert, gibt es unterschiedliche Ansichten.
Wihrend Clancy in [Cla00] schreibt, dass in Sepia-Losungen keinerlei sichtbare Granulen
existieren und diese somit erst wihrend des Trocknens durch Selbstorganisation entstehen,
spricht Liu in [Liu03a] von beobachteten zerstorten Granulen, die sich in vitro nicht wieder
zusammenfiigen. Festzuhalten bleibt, dass es mit Sepia evtl. eine selbstorganisierende Art des
FEumelanins gibt.

Die Synthese von Eumelanin wird entweder durch eine enzymatische Reaktion von DOPA mit
Tryosinase oder, wie im Falle des in dieser Arbeit verwendeten Eumelanins, durch direkte

Oxidation mit Wasserstoffperoxid erreicht (siehe Abbildung 3.3).

Indol Derivates & Tautomers

(HD
COOH
H N
H
HO. COOH
N + H H — '< \p Eumelanin
HO H,
H N
DOPA Hydrogen Peroxides H

\

Abb. 3.3: Darstellung des synthetischen Eumelanins durch Oxidation von DOPA durch Wasser-
stoffperoxid. Die roten Schléngellinien der Derivate kennzeichnen die Bindestellen bei
einer Polymerisation.

Aber nicht nur die Struktur des Eumelanin-Aggregats ist bis heute nicht endgiiltig geklart. Auch
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die mittlere Molkiilgréfle bzw. die GroBlenverteilung werden seit 1992 diskutiert. Untersuchungen
zu synthetischem Eumelanin gibt es mittels Streu-Experimenten (Licht, Réntgen, Neutronen)
und per Rastertunnelmikroskop (STM). Die Resultate aus verschiedenen Messverfahren weichen
dabei stark voneinander ab. So lassen sich in der Literatur Werte fiir die mittlere Partikelgréfien
finden, die von 50 A bis zu 10 pum reichen und damit tiber vier Gréfienordnungen (siehe Tabelle
3.1).

Quelle Messmethode mittlere Aggregatsgrofie
Huang et al. [Hua89] Lichtstreuung ~4A —150nm
Zajac et al. [Zaj94] Rastertunnelmikroskopie (STM) | ~ 20 A breit;

~ 10 A hoch

Riesz et al. [Zajo4] Lichtstreuung (Rayleigh) ~ 40 nm

Koeberle et al. [Koe03] | PIDS (Polarization ~ 1 um (synth.Eumelanin);
Intensity Differential Scattering) | ~ 10 pm (Sepia)

Tab. 3.1: Ubersicht iiber Angaben zur mittleren Partikelgrofe des Eumelanins aus der aktuellen
Literatur

3.2 Bestimmen der Massenverteilung und mittleren AggregatgroBBe
des synthetischen Eumelanins mittels Ultrafiltration (UF)

Um Aussagen iiber die Teilchenkonzentration und damit {iber Wirkungsquerschnitte und Quan-
tenausbeuten zu treffen, ist die Bestimmung der Teilchengréfle von elementarer Wichtigkeit.
Da die Literaturdaten iiber die mittlere Gréfle bzw. Massenverteilung von synthetischem Eume-
lanin in Losung stark variieren, wurde entschieden, eine Separation von Aggregatsgrofien durch
eine Ultrafiltrationsreihe vorzunehmen. (Vorversuche mit einem 30kD-Filter hatten gezeigt,
dass eine Fraktionierung mit Ultrafiltern moglich ist.) Mit Hilfe von Absorptionsmessungen an
diesen Fraktionen sollte eine Groflenverteilung abgeschitzt und mittels Feldflussfraktionierung
als Referenzmessverfahren verifiziert werden.

3.2.1 Ultrafiltration

Als Ausgangsprobe wurden 45,0 mg synthetisches Eumelanin in 7ml (0,1M)NaOH-Lo6sung
gelost. Dazu wurde zuerst die NaOH-Losung in ein Eppendorf-Reaktionsgefafl gegeben und
das Eumelanin mittels Spatel hinzugefiigt. Anschlieflend wurde das Gemisch im Ultraschallbad
(t = 3min) in eine homogene Losung iiberfiihrt.

Als Filter wurden Amicon-UltraFilter von Millipore mit Cut-Off Grélen von 3kD; 10kD;
30kD; 50kD; 100 kD und 300 kD verwendet. Das kD steht hierbei fiir KiloDalton, wobei ein
Dalton der Masseneinheit einer Unit entspricht (1kD = 1u). Die Cut-Off-Grenzen sind jedoch

laut Millipore unscharf (Fehler fgg;’;). Die Molekiil/Aggregat-Grofie kann dabei laut Millipore
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3 MORPHOLOGIE DES EUMELANINS

nach den in Tabelle 3.2 aufgelisteten Werten aus der Aggregatsmasse (molecular weight, MW)
abgeschitzt werden.

MW /XD [1-3 3-10 | 10—3030—50 | 50 — 100 | 100 — 300
Daygg /um | 0,7—1,7 | 1,7—4 |4-6 |6-9 |9-19 |19—27

Tab. 3.2: Umrechnungstabelle zwischen den angegebenen Aggregatsmassen (MW) und der ent-
sprechenden Aggregatsdurchmesser (Dagq)

Die verwendeten Filter wurden vor der Filtration drei Mal mit auqa dest. zentrifugiert, um die
Paraffin-Versiegelung der Filter sicher zu entfernen. Die Ausgangslésung wurde stufenweise
von gro}- zu kleinporigen Filtern hin abfiltriert. Dabei wurde bei jeder Filterstufe, der in
Abbildung 3.4 gezeigte Ablauf vollzogen, um die jeweilige Groflenfraktion vollstéandig zu
filtern. Die jeweiligen Riickstdnde in den Filterstufen wurden vorsichtig abpipettiert und in
ein Eppendorf-Reaktionsgefafl abgefiillt.

Eumelanin/(0,1 M)NaOH in Filter geben

gl

10 min zentrifugiert

Beschleunigung=4000
Ax ( % g g)

Lésungsmittel nachgeben

|
v
Filterriickstand abpipettiert und

Filtrat in nachst kleineren Filter gegeben

Abb. 3.4: Ablauf einer Filtrationsstufe

Um die Absorptionsspektren der zu untersuchenden Losungen zu bestimmen, wurden diese in
Kiivetten mit Schichtdicken von 1 mm gefiillt. Diese wurden vor der Verwendung jeweils zwei
Mal mit aqua dest. und einmal mit Ethanol gespiilt und mit Stickstoff ausgeblasen. Da die
spéateren Losungen wihrend der Filtration durch Zugabe von (0,1M)NaOH einen viel hoheren
Anteil an Losungsmittel enthielten, wurden alle Filtratlosungen auf das gleiche Losungsmit-
telvolumen gebracht. AnschlieBend wurden ihre Absorptionsspektren wie in Abschnitt 4.1.1
vermessen.

3.2.2 Per Absorptionsanteil abgeschatzte Massenverteilung der Aggregate und
mittlere Aggregatsmasse der Absorption von Eumelanin

Fir die auf gleiches Losungsmittelvolumen gebrachten Eumelanin-Losungen, ergaben sich die
in Abbildung 3.5 links gezeigten Absorptionsspektren.

Zur Uberpriifung der Vollstéindigkeit der gewonnenen Fraktionen wurde die Linearkombination
der in Abbildung 3.5 rechts gezeigten Absorptionsspektren aller - auf das gleiche Losungsmit-
telvolumen gebrachten- Fraktionen gebildet und mit dem Absorptionsspektrum einer unfrak-
tionierten Losung verglichen. Dabei war es notwendig, das linarkombinierte Kontrollspekturm
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um den Normierungsfaktor k£ zu ergidnzen, der den Unterschied der Eumelanin-Konzentration
zur unfraktionierten Losung berticksichtigt.

2.0 3.0 .
weight synth. Eumelanin
2.5 *
1.5 <3kD k*X (ODaII fractions of Eumelanin)
——3.10kD 2.0-
-10..30kD
o 10 30..50kD A 154
o 50..100kD o
- ——100..300kD 1.04
>300kD a6
0'0 ¥ T T T - l” — Vlr = = T L} 0'0 T T L} T Ll 1
300 400 500 600 700 800 900 300 400 500 600 700 800 900
A/ nm A/ nm

Abb. 3.5: Absorptionspektren der einzelnen im gleichen Loésungsmittelvolumen gelosten
Eumelanin-Fraktionen (links) und Vergleich des Summenspektrums der einzelnen
Fraktionen mit dem Spektrum der Ausgangslosung (rechts)

Bei dem Vergleich beider Spektren konnte eine gute Ubereinstimmung beider Spektren festge-
stellt werden. Dadurch ist die Vollstdandigkeit der ermittelten Fraktionen und der in Abschnitt
3.3.2 abgeleiteten Groéenverteilung der Eumelanin-Aggregate verifiziert. Die geringen Abwei-
chungen zwischen dem Absorptionsspektrum der Ausgangslosung und dem Kontrollspektrum
sind wahrscheinlich auf kleine Eumelanin-Riicksténde in den Filtern zuriickzufiihren, die trotz
Nachspiilens mit Losungsmittel nicht herausgelost werden konnten und die somit nicht zur
Absorptionsamplitude der jeweiligen Groflenfraktion beitragen kénnen.

Aus den Fléachen unter den Spektren ergab sich, dass die Fraktionen mit Aggregatmassen von
MW =3kD —50kD (Dagy ~ 1,7nm —9nm) ca. die Hélfte der Gesamtabsorption ausmachen.
Die Fraktionen MW = 3kD — 10kD (Dag4g ~ 1,7nm — 4nm) bildet einen Anteil von ca.
25% an der Gesamtabsorption. Diese Aussage unterscheidet sich von Beitriagen zu Sepia.
Liu et al. [Nof99] berichtet, dass Aggregate einer Masse MW < 10kD nur 1% zur gesamten
Absorption beisteuern. Die Vermutung liegt nahe, dass Sepia deutlich groflere Aggregate
ausbildet als synthetisches Eumelanin. Wichtig bleibt jedoch die Feststellung, dass ein Pho-
ton im Mittel von einem Aggregat der Masse MW = 50kD (D449 ~ 9nm) aufgenommen
wird. Diese Masse reprasentiert somit die mittlere Aggregatsmasse bei der Abschéitzung des
TPE-Wirkungsquerschnittes und wird im Weiteren als mittlere Aggregatsgrofie der Absorption
bezeichnet.

Im Vergleich mit der Literatur kénnen Ubereinstimmungen mit Clancy [Cla00] gefunden
werden, der aus AFM-Phasenbildern auf Unterstrukturen der Sepia-Granulen in einem Groéfien-
bereich von D 44y = 10nm — 25 nm schloss. Ein dhnlicher Wert fiir die mittlere Aggregatsgroie
wurde von Riesz [Rie06] ermittelt. Dabei wurde aus der gemessenen wellenldngenabhéngigen
Streuung einer Eumelaninlésung iiber die Gleichung 4.2 fiir die Rayleight-Streuung ein etwas
groflerer Aggregatsdurchmesser von D 44, = 38 nm bestimmt.

Um aus den erhaltenen groflenfraktionierten Eumelanin-Losungen eine Massenverteilung ab-
zuleiten, wurde auf das Modell eines Elementarabsorbers zuriickgegriffen. Dabei wird davon
ausgegangen, dass es eine charakteristische minimale Aggregatsgrofie gibt, die erstmals das
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3 MORPHOLOGIE DES EUMELANINS

eumelanintypische Absorptionsspektrum mit einer bestimmten Oszillatorstirke aufweist. Die
groferen Eumelanin-Aggregate stellen sich dabei als Konglomerate mehrerer Elementarab-
sorber dar, deren Oszillatorstéirke sich proportional zur Anzahl der von ihnen beinhalteten
Elementarabsorbern verhélt. Die Anzahl der enthaltenen Elementarabsorber ergibt sich aus
dem Verhéltnis der betrachteten Aggregatsmasse zur Masse des Elementarabsorbers. Dabei
ist die Oszillatorstérke laut Formel 2.13 proportional zur spektral aufintegrierten Extinktion.
Es ist somit moglich, iiber das Verhiltnis der aufintegrierten Extinktion der einzelnen Fraktio-
nen zur integrierten Extinktion des unfraktionierten Eumelanins eine relative Verteilung der
Aggregatsmassen in der Ausgangslosung abzuschétzen.

Da auch die leichtesten (kleinsten) Fraktionen das charakteristische Absorptionsspektrum
aufweisen, kann davon ausgegangen werden, dass der Elementarabsorber kleiner des kleinsten
verwendeten Cut-Offs von 3kD ist.

Wenn davon ausgegangen wird, dass der Elementarabsorber ca. 1kD grof} ist und auflerdem
die unterschiedlichen Grélen der Filterintervalle berticksichtigt werden, kénnen aus den Antei-
len an der Gesamtabsorption Stiitzstellen fiir eine Massenverteilung nach folgender Formel
abschétzt werden:

Ay
(foa — fua)- < fg >

<ng>= (3.1)

Dabei steht < ny > fiir die mittlere Teilchenanzahl pro kD des jeweiligen Filterintervalls, Ay
fir den Anteil der Absorption einer Molekiil-Grofienfraktion an der Gesamtabsorption, foq,va
fiir untere bzw. obere Cut-Off-Grenze des Filterintervalls (beriicksichtigt die unterschiedlich
groflen Filterintervalle) und < f;, > fiir den Mittelwert der PartikelgroBen des jeweiligen
Filtrats.

Die auf diese Weise abgeschitzte Grofienverteilung ist in Abbildung 3.6 rechts dargestellt.
Demnach liegt im Gegensatz zur mittlere Aggregatsgrofie der Absorption (Anteil an der
Gesamtextinktion) die iiberwiegende Mehrzahl der Eumelanin-Teilchen als kleine Aggregate
mit Massen MW < 3kD vor.
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Abb. 3.6: Anteile der jeweiligen Groflenfraktionen an der Gesamtabsorption (links) und die aus
diesen Anteilen abgeschétzte Massenverteilung der Aggregate der untersuchten Losung
von synthetischen Eumelanins/(0,1M)NaOH (rechts)
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3.3 Bestimmen der Massenverteilung durch eine
Feldflussfraktionierung (FFF)

Da die Bestimmung der mittleren Aggregatsgrofie bzw. der Aggregatsmassenverteilung mittels
Ultrafiltration und Absorptionsmessung auf die Annahme eines Elementarabsorbers begriin-
det war, wurde ein Referenzmessverfahren hinzugezogen, um die ermittelten Ergebnisse zu
verifizieren. Dabei fiel die Wahl auf die Asymmetrische-Fluss-Feldflussfraktionierung (AF-FFF).

3.3.1 FeldfluBfraktionierungssystem

Die Asymmetrische-Fluss-Feldflussfraktionierung (AF-FFF) &dhnelt im Aufbau chromatographi-
schen Verfahren, nur dass statt einer Sdule ein Trennkanal verwendet wird (siehe Abbildung
3.7). Das trennende System besteht aus einem langlich-flachen Kanal (1 cm — 2 cm breit aber
nur 100 pm — 500 pm hoch), welcher von Eluent (Flussmittel) und darin geléster Probe durch-
stromt wird. Die obere Kanalabdeckplatte ist undurchléssig, wiahrend die untere permeabel
ist und meist aus porosem Material besteht. Bedeckt wird die untere Platte meist durch
Ultrafiltrationsmembran mit einer typischen Cut-Off-Grenze von 10 kD (Ansammlungswand),
um einen Verlust von Partikeln der Probe zu verhindern. Partikel, die kleiner als die Cut-Off-
Grenze sind, kénnen nicht im System gehalten, das heifit auch nicht per FFF vermessen werden.

Inflow Inflow Outflow
* (sample injection) (to detector)
e
Exp‘l\bdgd View
~—Upper Plate
Channel ——=
Flow —— %o
— K
..Q.. o ~—Membrane
L nnnnnnnnes
Crossflow

Abb. 3.7: Schematische Darstellung des Trennkanals nach [Cor05]. Die kleinen (gelb) und groferen
(griin) Partikel der Probe werden innerhalb des Trennkanals durch eine Querstromung
unterschiedlich stark in Richtung Kanalrand bewegt. Da die Hauptstromung (laminar)
zu den Kanalrdndern abféllt, werden die Partikelgroflen iber Geschwindigkeitsunter-
schiede entlang des Trennkanals separiert. Die Querstréomung wird im dargestellten
Fall nur durch den zusétzlichen Abfluss durch die Membran erzeugt.

Der Hauptstrom von Eluent und Probe bildet aufgrund der laminaren Strémung ein parabo-
lisches Geschwindigkeitsprofil aus, das heifit, er bewegt sich an den den Strom begrenzenden
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Seitenflachen langsamer als in der Mitte des Kanals.

Senkrecht zu diesem Strom wird nun ein zweites Stromungsfeld (in der Abbildung als ,Field“
deklariert) angelegt, das heifit, der Eluent flieit auch quer zur Hauptstromrichtung durch
die Ultrafiltrationsmembran. Die Diffusion aufgrund der Brownschen Molekularbewegung
sorgt fiir eine Gegenkraft und -bewegung. Groflere Partikel bieten dem Querfeld eine grofiere
Angriffsfliche als kleinere und besitzen auch eine geringere Diffusionsrate. Daher erlangen
kleinere Partikel tendenziell eine zentralere Gleichgewichtsposition, wo die Stréomungsgeschwin-
digkeit des Hauptflusses hoher ist. Uber die Kanallinge separieren sich die Partikel also auch
in longitudinaler Richtung, wobei die kleineren Partikel zuerst eluieren. Der so fraktionierte
Probenstrom wird anschlielend durch zwei optische Sensoren gefiihrt. Im ersten Sensor wird
mittels optischer Messung des Brechzahlgradientens der Probenlésung eine Konzentrations-
bestimmung durchgefiihrt. Der zweite Sensor fithrt mittels HeNe-Laserstrahlung und neun
kreisférmig um den Probenstrom angeordneten Lichtsensoren eine PartikelgroBienbestimmung
iiber eine Streulichtmessung durch. Das Ergebnis ist ein Plot, der die Partikelkonzentration
iiber die Partikelmasse auftrigt und aus dem die Massenverteilung der Partikel ermittelt
werden kann.

Die hier vorgestellte Messung wurde mit einem Gerét der Firma Wyatt durchgefiihrt. Da das
synthetische Eumelanin sich nicht direkt im Eluenten 16ste, wurde eine Eluenten-NaOH-Losung
verwendet. Diese bestand aus einem Teil (1M)NaOH-Losung und 20 Teilen Eluenten. Der
Eluent selbst besteht aus einer abfiltrierten (0,1M)NaNOgz-Losung mit 0,05 Gewichtsprozent
NaN03.

3.3.2 Per FeldfluBfraktionierung ermittelte Massenverteilung der Aggregate und
Vergleich mit der per Absorptionsanteil abgeschatzten Massenverteilung

Der sich ergebende Messplot ist in Abbildung 3.8 dargestellt. Auch hier zeigt sich auf den
ersten Blick ein Konzentrationsmaximum von Aggregaten mit kleiner Masse. Weiterhin

Molar Mass vs. Volume
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1oxt0e [ | (P/mi)
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1.0x10°F
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Abb. 3.8: Messausdruck des FFF-Gerits mit Verldufen der Partikel-Konzentration (durchgezogen)
in Partikel pro Milliliter und der Partikelmasse in Dalton (Punkte). Die Skale der Ordi-
nate gilt fiir beide Kurven. Aus diesem Diagramm kann also die Partikelkonzentration
in Abhéngigkeit von der Partikelgrofie abgelesen werden.

sind der Einbruch in der Kurve der Aggregatsmasse und das gleichzeitige Maximum der
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Konzentrationskurve bei einer approximierten Aggregatsmasse von MW = 10kD auffallig.
Diese Aggregatsmasse féllt leider mit der Cut-Off-Grenze der verwendeten Ansammlungswand
zusammen. Aggregate kleinerer Masse konnten durch die FFF nicht erfasst werden und fehlen
in der Massenverteilung.

Da die Massenverteilung aus Abbildung 3.8 schlecht ersichtlich ist, wurden die Daten der
Aggregat-Konzentration mit den korrelierten Aggregatsmassen extrahiert und zusammen
mit der mittels Ultrafiltration bestimmten Massenverteilung in einem Diagramm dargestellt
(Abbildung 3.9). Fiir einen leichteren Vergleich wurden die ermittelten Massenverteilungen auf
ihren jeweiligen Wert bei einer Partikelmasse von 10 kD normiert.

Im Vergleich von Ultrafiltration und FFF féllt auf, dass die durch die FFF gewonnene
Massenverteilung einen ungefdhr zehnmal héheren Anteil kleinerer Aggregate aufweist als
die UF. Die Frage nach der Ursache fiir diese Abweichung kann nicht eindeutig beantwortet
werden. Einerseits konnte das Modell des Elementarabsorbers unzureichend sein, da die
Unterschiede der Massenverteilungen fiir iiberproportionales Anwachsen der Absorption mit
der Teilchengrofie sprechen konnten. Andererseits ist es wahrscheinlich, dass sich im Eluenten
mehr kleinere, leichter 16sliche Eumelanin-Aggregate gelost haben, da die Polaritdt und damit
die Wasserloslichkeit des Eumelanins mit grofler werdenden Aggregaten kleiner wird. Da aber
auch die Berechnungsmethoden der Teilchengréfie und -konzentration aus den Streulicht- und
Brechzahlmessungen unzugénglich sind, liegen hier weitere eventuelle Fehlergréfien.
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Abb. 3.9: Vergleich der durch Ultrafiltration bzw. Feldflussfraktionierung ermittelten, auf das
Maximum normierten Massenverteilungen der Melanin-Aggregate

Zusammenfassend ist festzustellen, dass sowohl die durch Ultrafiltration als auch durch
die Feld-Fluss-Fraktionierung ermittelten Massenverteilungen ergeben, dass der Anteil von
Aggregaten mit einer Masse kleiner 10 kD etwa 100-mal hoher liegt als der von Aggregaten
groflerer Massen. Bei einer angenommenen mittleren Molekiilmasse von 1kD = 1000u =
1,660 - 10721 g, enthilt 1g synthetisches Eumelanin ca. 6 - 1020 Teilchen. Damit besitzt die
meist verwendete Standardlésung mit 3, 6 mg synth. Eumelanin auf 2000 ul (0,1M)NaOH eine
Teilchenkonzentration von 2,16 - 10%° Teilchen/1.

Der Unterschied in den massenabhénigen Absorptionsanteilen und der wahren Massenverteilung
der Aggregate konnte auch Erklarungsansitze fiir die sehr grofien Unterschiede zwischen den
veroffentlichten Aggregatsgrofien liefern. Bei optischen Messungen des Streulichts [Rie06]
liefern groflere Aggregate ein hoheres (leichter detektierbares) Signal, da diese das Licht viel
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3 MORPHOLOGIE DES EUMELANINS

stiarker streuen. So wichst der Wirkungsquerschnitt der Rayleigh-Streuung mit der 6. Potenz
des Streuteilchen-Durchmessers (siehe Gleichung 4.2).

Mit rastermikroskopischen Verfahren (STM) hingegen [Zaj94] werden nur sehr kleine Gebiete
mit hoher Ortsauflosung abgebildet. Es werden deshalb wahrscheinlich bevorzugt sehr kleine
und diinne Aggregate gefunden, da grofie Strukturen nicht von Drift-Effekten unterschieden
werden konnen bzw. ihre atomare Struktur durch Faltungen und Kriimmungen schlecht
bestimmt werden kann.
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4 Modellierung der Anregungs- und
Relaxationsprozesse sowie des energetischen
Zustandssystems von synthetischem
Eumelanin aus Ergebnissen
linear-spektroskopischer Methoden

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, sind die aktuell in der Literatur zu findenden Daten
zur linearen Spektroskopie am Eumelanin recht umfangreich, aber zum Teil widerspriichlich
bzw. weisen Unterschiede auf (siehe z.B. OPEF-Spektren im Kap.4.3). Um einen konsistenten
Datensatz zur Modellierung des Energietransfers innerhalb des Melanins zu erhalten, wurden
die im Folgenden beschriebenen linear-spektroskopische Messungen an einer Lésung einer
Charge von synthetischem Eumelanin in wéassriger (0,1M)NaOH-Losung durchgefiihrt.

Da in der Spektroskopie verschiedene Darstellungen der gemessenen Spektren moglich sind (z.B.
Photonen tiber Wellenlédnge oder Intensitéit iiber Photonenenergie), die zwar alle ineinander
umwandelbar, jedoch schnell zu einer uniibersichtlichen Form fiihren, werden fiir die in dieser
Arbeit vorgestellten Spektren problemorientierte Darstellungen gewéhlt. Die Messung der
optischen Spektren erfolgt immer {iber wellenldngenselektive Apparaturen. Daher werden in
den Abschnitten, welche die Aufbereitung bzw. Fehlerdiskussion der Spektren beinhalten,
immer Darstellungen beziiglich der Wellenldnge gewéahlt.

Fiir die Interpretation der spektralen Daten im Sinne eines energetischen Zustandsmodells
ist jedoch der Zusammenhang mit den Quantenenergie der beteiligten Photonen interessant.
Deshalb wurden die optischen Spektren fiir diese Diskussion beziiglich der Quantenenergie
aufgetragen. Die Umrechnung der Spektren iiber der Wellenlénge I(\) in Spektren iiber die
Photonenenergie I(E,;) wurde iiber die Transformationsgleichung (4.1) durchgefiihrt, die sich
aus dem Ansatz der Energieerhaltung herleitet.

/ [(Ep)dE,, = / I(\)dA

. dEph —h- Co
mit N = 2
)\2

* €0

Dabei ist A die Wellenldnge, £, die Photonenenergie, h das Planksche Wirkungsquantum und
co die Vakuumlichtgeschwindigkeit. Letztere ist eine Naherung fiir die Lichtgeschwindigkeit im
detektierten Medium, welches fast immer Luft ist und im Rahmen der vorliegenden Rechnung
durch die Vakuumlichtgeschwindigkeit angendhert werden kann.
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4.1 Absorption von nichtfraktioniertem Eumelanin

4.1.1 Absorptionsspektrometer und Probenpraparation

Als Probe wurde eine wie in Abschnitt 3.2.1 erstellte Eumelanin / (0,1M)NaOH-Lésung in
eine Suprasil-Kiivette der Schichtdicke d = 1 mm pipettiert.

Zur Bestimmung der Absorptionsspektren wurden das Absorptionsspektrometer Specord
40 der Firma AnalyticJena und ein Cary 5 der Firma Varian genutzt. Beide Spektrometer
wurden im Ein-Strahl-Modus betrieben. Es wurde wie in Abschnitt 3.2.1 jeweils nacheinander
eine Nullmessung ohne Kiivette, sowie das pure Losungsmittel und die Melanin-Losung in
Kivette gemessen. Die gewédhlte Integrationszeit lag bei At = 0,5 s, die spektrale Auflésung
bei AX = 2nm. Da die Absorptionsspektren von Melanin keinerlei Feinstruktur aufweisen
und zeitlich stabil sind, waren diese Auflésungen im Zeit- und Wellenldngenbereich ausreichend.

4.1.2 Diskussion der gemessenen Absorptionsspektren und der
Erklarungsansatze zur Entstehung der kontinuierlichen Absorption im VIS

Die Ergebnisse der Absorptionsmessungen (siehe Abbildung 4.1) entsprechen den in der
Literatur zu findenden Absorptionsspektren (z.B.[Mer06, Teu00, Rie06]). Die Absorption
fallt kontinuierlich (scheinbar asymptotisch) und ohne Substruktur von niedrigen zu hohen
Wellenléngen ab. In Abhéngigkeit von der Photonenenergie weist die Absorption einen fast
linearen Verlauf auf.

1.01 1.0

0.8 0.81
0.6- 0.6
a a
O 0.4 O 04-
0.24 0.2-
0.0 0.0-
300 400 500 600 700 800 1.5 20 25 30 35 4.0
A/ nm Eph/ eV

Abb. 4.1: Spektrum der Grundzustandsabsorption von synthetischem Eumelanin in (0,1M)NaOH
iiber die Wellenlange (links) und der Photonenenergie (rechts)

In einer Verdffentlichung von Meredith et al. [Mer06] ist die Vermutung gedufert worden,
dass das Absorptionsspektrum wahrscheinlich aus vielen einander tiberlagernder Absorptions-
banden besteht. In dieser Veroffentlichung wurde - allerdings ohne weiterfithrendes Modell -
ein gemessenes Absorptionsspektrum durch eine beliebige Anzahl von beliebig vereinzelten
Gauflbanden gefittet. Dabei wurde ein exponentieller Abfall der Amplituden der Gaulbanden
gewdhlt. Das wurde insoweit motiviert, als das aus Rechnungen bekannt war, dass Spezies
(Eumelanin-Tautomere) mit rotverschobener Absorption eine geringere Oszillatorstirke besit-
zen [11'98].

38



4 MODELLIERUNG DES ENERGETISCHEN ZUSTANDSSYSTEMS

Ausgehend von den bekannten Strukturmodellen werden aktuell ein Zusammenspiel von ,,chemi-
scher Unordnung® (chemical disorder) und Aggregatbildung zur Begriindung des beobachteten
Absorptionskontinuums herangezogen (siehe auch Kapitel 3.1), wobei die Grundproblematik
in der Erklarung der Entstehung der kontinuierlichen Absorption des Eumelanins durch die
Polymerisation seiner schmalbandig im UV-Bereich absorbierenden Ausgangsstoffe liegt. Dabei
steht aktuell die Suche nach Tautomeren der Ausgangstoffe mit rotverschobenen Absorptions-
banden (Ketonische Formen der Indole) und die Berechnung von spektralen Verbreiterungen
aufgrund der Aggregatbildung von Oligomerschichten aus Indolderivaten im Vordergrund der
wissenschaftlichen Diskussion. Allerdings ist es nicht moglich, die interessanten Tautomere
wie Indolquinone (IQ) oder Semiquinone (SQ) in Reinform herzustellen und ihre Absorp-
tionsspektren in Losung zu ermitteln, da sie zu instabil sind. Auch die Berechnungen von
Verbreiterungen aufgrund der Aggregatbildung fithren noch nicht zu dem gemessenen unstruk-
turierten Absorptionsverlauf (siehe auch Abschnitt 3.1).

Aufgrund der groflen Diskrepanz zwischen Absorption und Fluoreszenzquantenausbeute wére
es jedoch auch moglich, dass die gemessenen Absorptionsspektren im Wesentlichen durch
Streuung innerhalb der Lésung entstehen. Die Frage nach dem Streuungsanteil am Absorp-
tionssignal wird deshalb bis heute diskutiert.

Bereits 1999 untersuchten Nofsinger, Simon und Forest [For98, Nof99] mittels photoakustischer
Kalorimetrie das Streuverhalten von Melaninlésungen und kamen zu der Auffassung, dass der
Streuanteil gering sei, nachdem Kurtz [Kur86a] durch theoretische Rechnungen festgestellt
hatte, dass der Streuanteil sehr stark von der Partikelgrofie abhéngt. Sadar [Sar01] hingegen
stellte in seinen Untersuchungen des Streu- und Absorptionskoeffizienten von Melaninlésungen
fest, dass die Streuung > 99 % des Absorptionssignals ausmacht. Allerdings sprach Sadar von
einer tritben Losung, da sich das Melanin nicht gelést habe und als Suspension vorliege. Diese
Suspension unterscheidet sich jedoch komplett von den iibrigen in der Literatur und auch in
der Arbeit beobachteten homogenen Losungen. In einer aktuellen Veroffentlichung von Riesz et
al. [Rie06] wurden Streulichtmessungen an einer Eumelanin-Losung in (0,1M)NaOH vorgestellt.
Die dort zu findenden Ergebnisse sprechen von einem Anteil von < 6 % am Absorptionssignal,
der auf Streuung zuriickzufiihren ist.

4.1.3 Abschatzung des moglichen Streuanteils an der messbaren Absorption

Mit Hilfe des in Abschnitt 4.1.2 gemessenen Absorptionsspektrums der Eumelanin-Lésung und
der in Abschnitt 3.3.2 ermittelten Groflenverteilung der Eumelanin-Aggregate konnte der Anteil
der Streuung an der Extinktion abgeschétzt werden. Dafiir wurde mit Hilfe der Formel 4.2
fiir die Rayleighstreuung eine Abschitzung der mittleren Aggregatsgréfie vorgenommen, die
notwendig wére, um eine Streukurve zu erzeugen, die dem gemessenen Absorptionsverlauf
entspricht. Diese Aggregatsgrofie wurde dann mit der, in Kapitel 3.2 bestimmten, mittleren
Eumelanin-Aggregatsgrofie verglichen.

Fiir den Fall eines dominierenden Einflusses der Streuung auf die gemessene Extinktion OD(\)
gilt nach Riesz [Rie06]:

OD()\) = (aabs + ascat) -1
2

2
[ — NTeilchen 128775 d76 €EBumelanin ~ €(0,1M)NaOH .l (4,2)

N Qscat ” :
|4 3

4 2
A €Eumelanin T 26(071M)N(ZOH
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Dabei steht agp, flir den Absorptionskoeffizienten, aseq fiir den Streukoeffizienten, [ fiir den
optischen Weg, Nrpeiichen fir die Teilchenanzahl der Eumelanin-Aggregate in der Losung, V/
fiir das Gesamtvolumen der Losung, sowie d fiir den Eumelanin-Aggregatsdurchmesser, A
fiir die Anregungslichtwellenlénge, € pymelianin fur die Permittivitdtskonstante des Eumelanins
in Losung und €13 vaom flr die Permittivitdtskonstante des Losungsmittels. Werte fur
die Permitivitétskonstante des Eumelanins und des Losungsmittels werden in [Pop97] und
[Kur86b] abgeschétzt. Das Wertepaar der Anregungswellenlédnge und optischen Dichte kénnen
aus der Abbildung 4.2 bestimmt werden, welche die Absorptionskurve einer Lésung von
synthetischem Eumelanin in (0,1M)NaOH nach dem Durchgang durch eine 1mm-Kiivette
zeigt.

Die aus einer angenommenen mittleren Aggregatsmasse von MW =~ 1kD abgeschétzte Teil-
chenkonzentration des Eumelanins in der Losung betrigt 2,2 - 10%3 % Weiterhin wurde
das Wertepaar einer O D1y, = 0,84 bei A = 400 nm gewéhlt.
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Abb. 4.2: Absorptionskurve einer (0,1M)NaOH-Lésung mit 0,0005 % (Gewichtsprozent) synthe-
tischem Eumelanin und einer Schichtdicke von 0, 1 mm.

Setzt man diese Werte in die Formel fiir die Rayleigh-Streuung 4.2 ein, ergibt sich ein mittlerer
Teilchendurchmesser von d = 93,5 um. Ein solch grofier Wert stellt eine Abschétzung dar,
da fiir diese Teilchengroflen die Rayleigh-Streuung eigentlich nicht mehr gilt. Es kann jedoch
festgestellt werden, dass die so abgeschétzte mittlere Aggregatsgrofle drei bis vier Grofien-
ordnungen iiber der gemessenen mittleren Aggregatsgrofie (siehe Abschnitt 3.3.2) liegt. Aus
diesem Missverhéltnis folgt, dass die Streuung keinen relevanten Anteil am Absorptionssignal
besitzen kann.

4.1.4 Ergebnisse der Absorptionsspektroskopie und Folgerungen fiir ein
Zustandsmodell des Eumelanins

Das gemessene Absorptionsspektrum kann als Uberlagerung mehrerer Absorptionsbanden ge-
deutet werden, deren Einhiillende die Absorptionskurve darstellt. Eine Erklarung des Spektrums
durch eine rein vibronische Verbreiterung kommt nicht in Frage, da das Absorptionsspektrum
dafiir zu breit ist und zur spektral langwelligen Seite hin abféllt (eine vibronischen Schulter
bildet sich immer auf der kurzwelligen Seite der Absorptionsbande aus). Streuung scheidet
aus den in [Rie06] und Abschnitt 4.1.3 genannten Griinden aus.
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Abb. 4.3: Beim Eumelanin vermutete Vielzahl von existierenden Absorptionsiibergingen mit
unterschiedlichen Grundzustandsenergien (links) die in einem Jabloskidiagramm nach
den Ubergangsenergien geordnet werden konnen (rechts). Dabei ist, aus den im Text
genannten Grinden, zu vermuten, dass es proportional zum Abfall der Absorption
in Richtung langwelligen Lichts auch einen Abfall der Anregungszustandsdichte zu
niedrigeren Ubergangsenergien hin gibt.

Daraus folgt der Modellansatz, dass sich das Eumelanin entweder als ein Aggregat mit mehreren
elektronischen Anregungszustidnden oder als ein Gemisch mehrerer Spezies mit verschiedenen
Absorptionsbanden darstellt.

Im ersten Fall kann die spektrale Breite der Absorptionsbande durch Tautomerisation (che-
mical disorder, sieche Abschnitt 3.1) und in der J-Aggregatbildung (siche Abschnitt 2.2) aus
den Anregungszustinden der Monomere begriindet sein. Da die Absorptionsspektren der
Monomere des Eumelanins alle im UV-Bereich liegen und nur durch die Polymerisation, d.h
bei grofieren Oligomeren, auch langere durchkonjugierte Ketten entstehen kénnen, ist von einer
abfallenden Dichte der Anregungzusténde in Richtung niederenergetischer Anregungszustinde
auszugehen.

Aber auch eine Erklarung aufgrund mehrerer Spezies ist zumindest moglich, da per Ultra-
filtration verschieden grofie Eumelanin-Teilchen gefunden wurden, die sich auch spektral
unterscheiden kénnen.

4.2 Absorption von Eumelanin-Aggregaten unterschiedlicher Masse

Um die oben genannte gestellte Frage zu beantworten, ob die Vielzahl der optischen Anregungs-
zustéande auf ein Gemisch mehrerer (evtl. recht heterogener) Spezies zuriickzufiihren sind, ist
es notig, die Absorptionsspektren der Fraktionen unterschiedlich grofier Eumelanin-Aggregate
zu kennen.

In einer Verdffentlichung von Simon [Nof99] wurden bereits Untersuchungen zu den Unterschie-
den in den Absorptionsspektren von separierten Aggregatsgrofien von Sepia und einer kleinen
Fraktion von synthetischem Eumelanin vorgenommen. Dabei wurde Sepia bzw. Eumelanin in
Wasser gelost und durch Ultrafiltration fraktioniert. Die erhaltenen Gewichtsfraktionen lagen
im Falle von Sepia in den M W-Intervallen > 10kD, 10kD — 3kD, 3kD — 1 kD, < 1kD und
im Falle des synthetischen Eumelanins im Intervall 3 — 1kD.
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Aus den Messungen ergab sich, dass sich das Absorptionsspektrum mit zunehmender Aggre-
gatsgrofe in den langwelligen Spektralbereich hinein verbreitert. Dieser Sachverhalt ist z.B.
aus Polymerisationsversuchen von DHICA bekannt [Tra06], nicht aber der zu Grunde liegende
Mechanismus.

Weiterhin geht aus der Veréffentlichung hervor, dass die Extiktion der groflen Aggregate
dominant ist (Aggregate mit einer MW < 10kD steuern nur 1% zur gesamten Extinktion
bei) und Sepia-Fraktionen kleiner Aggregatsgrofien eine Bande bei 270 nm aufweisen, welche
Proteinresten zugeschrieben wird, da sie beim synthetischen Melanin nicht reproduziert werden
kann.

Absorption (arbitrary units)

-

3 W00 5 600 700 800
Wavelength/nm

Abb. 4.4: Absorptionsspektren fiir wissrige Losungen von groflenabhéngigen Fraktionen von
Sepia (Sepia officinallis) mit Aggregatsmassen von: (A) > 10kD ; (B) 10kD — 3kD;
(C) 3kD — 1kD; (D) < 1kD aus [Nof99]

Da aus dieser Verdffentlichung nur absorptionsspektroskopische Ergebnisse zu Sepia-Fraktionen
bekannt sind und sich Sepia von synthetischen Eumelanin unterscheidet - z.B. Granulenbildung
(Selbstorganisation) und Fremdproteingehalt (nach Reinigung ca. 10 %) bei Sepia - wurden
die im Morphologie-Abschnitt 3.2 gemessenen Absorptionsspektren der Eumelanin-Fraktionen
genutzt, um analoge Erkenntnisse iiber das synthetische Eumelanin zu erhalten.

4.2.1 Spektroskopische Auswertung der Absorptionsspektren von
Eumelanin-Aggregaten unterschiedlicher Masse

Die in Abschnitt 3.2 beschriebene Fraktionierung der Eumelaninlésung mit Ultrafiltern ermog-
lichte es, die Filtratlésungen unterschiedlicher Aggregatsgrofien spektral zu untersuchen. Dazu
wurden die Eumelanin-Losungen aller Fraktionen auf eine gleiche Absorption ODiyy = 1,0
bei A = 500 nm eingestellt und mit Hilfe eines Absorptionsspektrometers (Cary 5) vermessen.
Fiir synthetisches Eumelanin zeigte sich dabei das aus der Literatur fiir Sepia bekannte
Verhalten: Je grofier das Aggregat, desto hoher die Absorption im langwelligen Spektralbereich
bzw. desto kleiner die Extinktion im kurzwelligen.

Aus den Messungen in Kapitel 3.2 war aulerdem schon bekannt, dass die kleinen Aggregate
einen viel geringeren Anteil an der Gesamtabsorption besitzen als die gréfleren. Im Gegensatz
zu [Nof99] wurde jedoch fiir die Fraktion mit Aggregatmassen von MW = 3kD — 10kD
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(= 1,7nm — 4nm) ein Anteil von ca. 25 % an der Gesamtabsorption bestimmt.
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Abb. 4.5: Absorptionsspektren der Eumelanin / (0,1M)NaOH-Losungen unterschiedlicher Aggre-
gatsgrofle, die durch entsprechende Zugabe von Losungsmittel auf eine gleiche Optische
Dichte OD =1 bei A = 500 nm eingestellt wurden.

Bei genauer Betrachtung der Absorptionsverlaufe der leichtesten Aggregate (MW < 3kD
und MW = 3kD — 10kD) deutet sich ein lokales Maximum bei A = 275nm an. Da es
sehr schwach ist, wurden die Messungen an neuen Filtraten wiederholt und mit verdiinnter
Ausgangslosung dhnlicher OD verglichen. Aus diesen Messungen ergab sich, dass das lokale
Absorptionsmaximum bei den leichten Aggregaten reproduziert werden kann.

Um die Zentralwellenldnge und die Breite abzuschitzen, wurde die Absorptionskurve der
MW < 3kD-Fraktion im Bereich von A = 254 nm — 312nm so approximiert, dass sie unstruk-
turiert wie eine Absorptionskurve groflerer Aggregate verlduft (siehe Abbildung 3.5). Dann
wurde das Differenzspektrum zwischen der realen Absorptionskurve und der approximierten
gebildet, um die Subbande sichtbar zu machen. Die dadurch klar ersichtliche Nebenbande mit
einem Maximum bei A = 275 nm korreliert mit der von Simon gemessenen. Simon interpretierte
diese jedoch, wie oben erwahnt, als Absorption von Amino- und Peptid-Resten, da er die
Bande bei dem selbst erstellten synthetischen Eumelanin nicht nachweisen konnte. In der
vorliegenden Arbeit kann jedoch ausgeschlossen werden, dass bei der Synthese des in dieser
Arbeit verwendeten Eumelanins Peptide oder Aminosiduren entstehen (Synthese siehe Kapitel
3.1). Die Bande kennzeichnet daher zweifelsfrei eine eumelanineigene Absorptionsbande, die
wahrscheinlich durch einen dominierenden Monomerbaustein des Eumelanin verursacht wird.
Ein Vergleich mit den Absorptionsspektren von DHICA [Tra06], DHI bzw. IQ zeigt [1I’03],
dass z.B. DHI bzw. IQ ein Absorptionsmaximum bei A = 275 nm besitzen, weshalb z.B. diese
beiden Monomere fiir das gefundene Nebenmaxima in Frage kommen.

4.2.2 Zusammenfassung und Folgerung fiir ein Zustandsmodell des Eumelanins

Da die grofiten Anteile der Gesamtextinktion auf Fraktionen mit Aggregatgewichten von
MW = 30kD — 100kD fallen und verschiedene Aggregatmassen in diesem Bereich gut durch
die Ultrafiltration separiert werden konnten, war eine stichhaltige Untersuchung der die Ab-
sorption bestimmenden Spezies auf Unterschiede im Absorptionsverhalten méglich. Durch
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Abb. 4.6: Die Absorptionsspektren der kleinen Aggregate (MW < 10kD) zeigen ein lokales Maxi-
mum bei A = 270 nm. Die dazugehorige Bande wurde durch Bildung eines Differenzspek-
trums von originalem und einem in Anlehnung an das Summenabsorptionsspektrum
approximierten Absorptionsspektrums der 3kD-Fraktion mit Acepter = 275 nm isoliert.

das Ergebnis, dass die Absorptionsspektren der verschiedenen Fraktionen (Spezies) keine
wesentlichen Unterschiede in ihren Absorptionsspektren aufweisen, konnte ein heterogenes
Viel-Spezies-Gemisch als Ursache fiir die spektral ungewohlich breite Absorption beim Eumela-
nin ausgeschlossen werden. Es wurden lediglich kleine Unterschiede festgestellt. So absorbieren
groflere Aggregate mit hoheren Anteilen im Roten als die kleineren. Diese Anhebung der
Absorption im roten Bereich bei grofferen Aggregaten scheint also eher, wie in Abschnitt 4.1.4
bemerkt, durch die verstérkte J-Aggregatbildung und Tautomerisation (chemical disorder)
innerhalb groflerer Oligomerschichten zustande zu kommen.

Zusétzlich wurde bei kleinen Fraktionen ein lokales Absorptionsmaximum bei 275 nm gefun-
den, welches im Gegensatz zu [Nof99] zweifelsfrei als Eumelanin-eigene Absorptionsbande
identifiziert werden konnte. Die spektrale Lage des Bandenmaximums stimmt mit den Ab-
sorptionsmaxima von DHI und IQ iiberein und kann ein Hinweis DHI- und IQ-Gruppen im
untersuchten Eumelanin sein. Diese Erkenntnis ist in soweit interessant, als dass bis jetzt keine
Einzelbanden in den Absorptionsspektren von Eumelanin-Losungen gemessen und somit keine
spektroskopischen Beitrége fiir die Strukturanalyses des Eumelanin-Aggregats geleistet werden
konnten.

Genaueren Aufschluss kénnten absorptionsspektroskopische Messungen von verschiedenen
Aggregatsgrofienfraktionen wihrend des Polymerisationsvorgangs ergeben (dhnlich zu [Tra06]).

4.3 1-Photon-Angeregte-Fluoreszenz (OPEF) von
nichtfraktioniertem Eumelanin

Im Gegensatz zu der Entstehung der Eumelanin-Absorption gibt es zur Entstehung der
1-Photonen-Angeregten-Fluoreszenz (One Photon Excited Fluorescence, OPEF) von Eumela-
nin noch keine Modelle. Da auch insbesondere das mit der Fluoreszenz zusammenhéingende
Anregungsspektrum des Eumelanins Rétsel aufgibt, da es sich viel strukturierter als das
Absorptionsspektrum darstellt, ist die Modellierung nicht trivial. Die vorliegende Arbeit setzt
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sich deshalb verstéarkt mit diesen spektralen Emissionseigenschaften des Eumelanins ausein-
ander. Dabei soll das in Abschnitt 4.1.4 entwickelte Modell so erweitert werden, dass es den
Fluoreszenz- Anregungsmechanismus konsistent beschreibt.

Die Fluoreszenzbande des synthetischen Eumelanins stellt sich in der Literatur grundsétzlich
als breite unstrukturierte Glockenkurve dar [NR05b, Teu00, Mer06], die zum langwelligen
hin abfillt und auslduft. Weiterhin ist bereits bekannt, dass die spektrale Lage des Fluo-
reszenzmaximums von der Anregungswellenldnge abhéngt. Die wichtigste Arbeit zur OPEF
von synthetischem Eumelanin stammt von Nighswander-Rempel [NRO5b], der eine Fluores-
zenzkarte (Emissionsspektren tiber Anregungswellenlénge) erstellte und auch eine relative
Fluoreszenzquantenausbeute ableitete. Allerdings gibt es in den zu findenden Verdffentli-
chungen dhnlich wie bei der mittleren Aggregatsgrofie zum Teil starke Unterschiede in den
gezeigten OPEF-Spektren. So unterscheiden sich z.B. die von Teuchner et al. [Teu00] und
Nighswander-Rempel et al. [NRO5b] bestimmten Fluoreszenzspektren in der spektralen Lage
ihres Maximums bei einer Anregungswellenlinge von A¢z. = 400 nm um 40 nm.

Die moglichen Ursachen hierfiir sind vielfiltig. Einerseits kénnen sie an unterschiedlichen
Zusammensetzungen bzw. Strukturvariationen der jeweilig verwendeten Eumelanin-Chargen
liegen. Andererseits konnen sie auf ungeniigende Korrekturen der Fluoreszenzspektren zuriick-
zufiithren sein, da die Fluoreszenzquantenausbeute des Eumelanins sehr gering ist und die
Fluoreszenzbande vollstdndig innerhalb der Absorptionsbande liegt. Da die genaue Ursache fiir
diese Abweichungen nicht zu ermitteln war, wurde die verwendete Eumelanin-Charge mittels
eigener Fluoreszenzuntersuchung charakterisiert.
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Abb. 4.7: OPEF-Spektren-Karte von synthetischem Eumelanin / (0,1M)NaOH nach [NRO5b]

Bei den Vorversuchen zur Messung der OPEF von Eumelanin deutete sich eine fiir die Model-
lierung sehr wichtige und aus den Verdffentlichungen noch unbekannte Fluoreszenznebenbande
des Eumelanins an. Allerdings wurde diese von einer Fluoreszenzbande des Lésungsmittels
iiberlagert. Um die Fluoreszenz des Losungsmittels zu unterdriicken, wurde die ungewthnliche
Vorgehensweise der Frontface-Messung an einer hochkonzentrierten Eumelaninlgsung gewéhlt
(siehe dazu auch Abschnitt 4.3.1). Die Entscheidung fiir eine hohe Konzentration erzeugte
mehrere Effekte, deren Beriicksichtigung notwendig war, um eine unverfilschte OPEF-Karte
zu erstellen und die Fluoreszenznebenbande zu verifizieren. Bei den Effekten handelte es
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sich im Einzelenen um die in Abschnitt 4.3.2 behandelten Reabsorptionseffekte aufgrund der
starken (und spektral breiten) Absorption der Losung und einem in der Literatur unbekannten
Ausbleichen der Losung, welches in Abschnitt 4.3.3 beleuchtet wird.

4.3.1 Fluoreszenzspektrometer und Frontface(FF)-Messmodus

Die 1-photon-angeregten Fluoreszenzspektren (Emissions- wie Anregungsspektren) wurden
mit einem Fluoreszenzspektrometer Fluorolog-I1 der Firma SPEX Industries gemessen. Ei-
ne Aufbauskizze und die moéglichen Strahlengénge fiir die Anregungs- bzw. Messmodi sind
in Abbildung 4.8 dargestellt. In den in diesem Kapitel vorgestellten Messungen wurde das
Anregungslicht von der integrierten Xenonlampe (Source) verwandt, die alternative Einkop-
peloffnung ( ,,Aux In“ in Abbildung 4.8a) blieb geschlossen.

Wie bereits in Kapitel 2 erwéhnt, besitzt Eumelanin nur eine sehr geringe Fluoreszenzquanten-
ausbeute. Um aufgrund kleiner Rest-Fluoreszenzen des Losungsmittels bzw. von minimalen
Verunreinigungen ein unverféilschtes Spektrum von Eumelanin zu erhalten, wurden konzen-
trierte Eumelanin-Losungen verwendet.

Da die Absorption solcher Eumelanin-Lésungen sehr stark ist, kann die Emissions-Detektion
nur in Riickrichtung beziiglich der Anregung erfolgen. Dieser Messmodus wird auch als , Front-
face* (FF) bezeichnet und ist in Abbildung 4.8a blau dargestellt und mit ,FF“ gekennzeichnet.
Die Korrektur der Reabsorptionseffekte erfolgte nach der unten beschriebenen integrativen
Methode.

Die spektrale Auflosung der Emissionsspektren wird im vorliegenden Falle durch die Spalt-
breite der Monochromator-Blenden vorgegeben. Aufgrund der sehr breiten Fluoreszenz- und
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Abb. 4.8: a) Aufbau und Darstellung der rechtwinkligen (RA) bzw. frontalen (FF) Detektion des
Fluoreszenzlichts beziiglich des Anregungsstrahls im Fluorolog IT der Firma SPEX; b)
Vorgegebenes (schwarz) und mittels Fluorolog gemessenes (rot) Emissionsspektrum
der Halogenlampe. Die Abweichung vom Sollspektrum der Halogenlampe liegt tiber
den gesamten Messbereich unterhalb von 4%

Anregungsbanden, die im gesamten Messbereich keinerlei Struktur kleiner 10nm aufweisen

und der Tatsache, dass die Emission sehr schwach ist, wurden bei den Blenden-Offnungen der
Anregungsmonochromatoren eine Spaltbreite von 0,5 mm eingestellt, bei denen der Detek-
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tionsmonochromatoren eine von 1,0 mm. Daraus resultierte ein spektrales Auflésungsvermégen
des Fluorologs von AX = 4nm.

Um das Rauschen der Messwerte besser abschatzen zu kénnen und mehr Werte fiir eine
Glattung der Spektren (Mittelwertbildung) zu erhalten, wurde das Inkrement mit 2nm etwas
kleiner als die durch die Monochromator-Offnung vorgegebene spektrale Auflésung gewihlt.
Durch die niedrige Fluoreszenzquantenausbeute war dabei eine Integrationszeit von 0,5s
erforderlich.

Die Korrektur der spektralen Gittereflizienz sowie der spektralen Detektorempfindlichkeit
wurden mit Hilfe des Korrekturfiles ,mcorrect.spt“ durchgefiihrt. Zur Uberpriifung wurde im
Vorfeld der Messungen die Spektralkurve einer kalibrierten Halogenlampe aufgenommen und
mit der Kalibrierkurve verglichen. Die Intensitdtsabweichungen des gemessenen Spektrums
vom Sollspektrum liegen unterhalb der angegebenen Genauigkeit der Kalibrier-Halogenlampe

von 5% (siehe Abbildung 4.8b).

4.3.2 Beriicksichtigung der Reabsorptionseffekte

Beim Messen von Fluoreszenzspektren kommt es bei spektralen Uberschneidungen des
Emissions- und Absorptionsbereichs zur Beschneidung des wahren Emissionsspektrums durch
Reabsorption von Fluoreszenzlicht innerhalb der zu messenden Fluorophor-Losung. Die Reab-
sorption duflert sich dabei meist in einer Beschneidung des Fluoreszenzspektrums im kurzwel-
ligen Bereich, da die Absorptionsbande meist kurzwelliger liegt als die Emissionsbande.

Je nach Messanordnung sind rechnerische Korrekturen zur Behebung der Reabsorptionseffekte
nétig. Meist wird mit sehr diinnen Losungen gearbeitet, um tiber die gesamte Anregungsstrecke
eine moglichst konstante Anregungsintensitit zu erreichen. Dabei wird die Fluoreszenz mog-
lichst senkrecht zur Anregungsstrecke gemessen, um fiir alle Emissionspunkte einen gleichen
Reabsorptionsweg zu gewéhrleisten. Fiir diesen Fall sind unterschiedliche Korrekturrechnungen
bekannt [Mer04, Gal87, NRO5b].

Aus den Gleichungen zu den Reabsorptionseffekten fiir die rechtwinklige Auskopplung wurden
zwei Korrekturrechnungen fiir den in Abbildung 4.9 dargestellten , Frontface“-Fall abgeleitet.

Iexc Idec
Eumelanin
cell

Abb. 4.9: Geometrische Anordnung von Anregungsstrahl und detektiertem Strahl bei einer
,Frontface“-Messung

Dabei wurden zwei Ansétze verfolgt. Der erste geht von einem punktformigen Fluoreszenzgebiet
innerhalb der Fluorophor-Losung aus und kann zur Korrektur der lokalisierten 2-Photonen-
Angeregten-Fluoreszenz genutzt werden (siche Abbildung 4.10a). Der zweite Ansatz betrachtet
die messbare Fluoreszenz bei einer mit der Schichtdicke abfallenden Anregungsintensitit und
beschreibt den Fall der linearen Fluoreszenz besser (siche Abbildung 4.10b).
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In beiden Fillen dient das Beer-Lambertsche Gesetz (2.7) zur Beschreibung der Anregungs-
und Fluoreszenzlichtabsorption iiber den jeweiligen optischen Weg hinweg. Bei Annahme einer
punktformigen Fluoreszenzanregung in der Tiefe d; der Losung wird ein der Losungsextinktion
e und Wegstrecke d; entsprechender Teil des Lichts absorbiert. Die Intensitit Ie,c(d1, A1) steht

/|

X

Ji
a) b)

Abb. 4.10: Schema zur Korrekturrechnung a) unter der Annahme einer punktférmigen Fluoreszenz
b) mittels Integral-Ansatz iiber ein Fluoreszenzgebiet

am Fluoreszenzort noch zur Verfiigung, wird teilweise absorbiert und in das Fluoreszenzlicht
I¢(dy, A2) umgewandelt:

Tepe(dy, N) = I1(0, Al)e—a()\l)dl
I7(dy, Ag) = ny - 1(0, Ay )e~@P)h

Das Fluoreszenzlicht erleidet auf dem Riickweg durch die Losung Verluste durch Reabsorption
(wieder Beer-Lambertsches Gesetz mit dem Absorptionskoeffizienten a(A2) fiir die jeweilige
Fluoreszenzwellenldnge). Der nicht absorbierte Anteil des Fluoreszenzlichts gelangt zum
Detektor und wird als Intensitéat Iz(0, A2) erfasst.

Idet(oa >\2) = If(dl, )\2)6_0‘()\2)‘11
= Iger(0, Ap)e®2) M = ng - 1(0, A)e P

Um das detektierte Intensitatsspektrum zu korrigieren, wendet man deshalb das Beer-Lambertsche
Gesetz zweifach (mit a(A\) und a(A1)) an.

= T(dy, Aa) = Laer (0, Ag) @)A1 ga(R2)dy (4.3)

Bei der integralen Betrachtung eines Fluoreszenzgebiets mit schwicher werdender Anregungs-
intensitdt geht man von einer in der y-z-Ebene homogenen und in x-Richtung abfallenden
Anregungsintensitiat aus. Die Tiefe des Anregungslichtfeldes wird mit w;, die Breite mit
wy bezeichnet. Legt man nun ein Raster iber das angeregte Gebiet, mit der Rastergrofie
Ax /Ay und betrachtet die Intensitatsdifferenz des Anregungslichts iiber ein Rasterkéstchen in
x-Richtung, erhélt man:
_ A
Iemc(wy Y, )\1) =€ a(Al)xIemc(Oa Y, )‘l)w_g
Ay

_(e—a()\l)x _ e—a()\l)(a:—l—Ax))
w2

= AIewc(x7 Y, )\1) = Iea:c(07 Y, )\1)
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Dabei bezeichnet (A1 )z wieder den Absorptionskoeffizienten fir die Anregungswellenlédnge. Die
e-Funktionen kénnen in erster Naherung durch die ersten Glieder einer Taylorreihenentwicklung
ersetzt werden. Die Gleichung vereinfacht sich dadurch zu:

Ay
= AIexc(-Ta Y, >\l) a()\l)mlexc(o Y, )‘1) (AI)A (44)
w2

Aus der Fluoreszenzquantenausbeute 7y und dem absorbierten Anregungslicht Ale,c(x,y, A1)
kann der Fluoreszenzlichtanteil berechnet werden:

AIf(.I', Y, AL, )‘2) =nyf- Alewc(x7 Y, )‘1)
Auf dem Weg zum Detektor wird wiederum ein Teil des Fluoreszenzlichtes absorbiert:
Liet (0,9, M1, A2) = C - Al(w,y, A1, Ag)e “A2)

Der Geometriefaktor C' erfasst zusétzliche Verluste durch Aperturen im Aufbau. Wenn das
Raster feiner wird, so dass Ax — dzr und Ay — dy und iiber das gesamte Anregungsgebiet
integriert, ergibt sich fiir Ige:(z,y, A2) folgender Ausdruck:

C Iexco 7>\ >\ wLo w2 _
Laet (0,9, A, Ag) = 2 (wylw; wie(As / / a(M)=a02) gy gy

Das bestimmte Integral der e-Funtion ergibt sich zu:

Cnflezc(0,y, A )wia(A) e~ Wil +a(2)) g
w1 —(a(M1) +a(A2))

Durch erneute Néherung der e-Funktion durch das erste Glied einer Taylorreihe ergibt sich fiir
die Fluoreszenz-Intensitét:

Idet(07 y7 )\17 )\2> -

Tger(2,y, A1, A2)wi(a(Ar) + a(A2)

(0 Y, )‘17 )\2) 1— e—wl(a(/\1)+a()‘2))

(4.5)

Da, wie oben schon gesagt, der integrative Ansatz den Fall der linearen Fluoreszenz besser
beschreibt, wurde er fiir die Berechnung der Reabsorptionsanteile verwendet. Da die Stérke
der Reabsorption dabei von der Eindringtiefe wqi des Anregungslichts abhédngt und sich
also in Abhéngigkeit von der Anregungswellenldnge verdndert, wurde w; in Abhéngigkeit
von der Anregungswellenldnge bestimmt. Dabei wurde es auf den Weg festgesetzt, den das
Anregungslicht bis zu seiner Reduktion auf Ip/2 durch die Losung zuriicklegt. Damit wird
die Reabsorption der Spektren nicht vollstdndig korrigiert. Es wird aber aus dem absoluten
Reabsorptionsfehler der gemessenen Spektren ein relativer, was die korrekte Analyse von
Unterschieden zwischen den Fluoreszenzspektren verschiedener Anregungswellenldngen erlaubt.

4.3.3 Beriicksichtigung der zeitlichen Veranderung der Fluoreszenzintensitat
durch das Ausbleichen der Losung

Nachdem die Reabsorption mittels der oben beschriebenen integrativen Methode aus den
bei verschiedenen Anregungswellenldngen gemessenen Fluoreszenzspektren herausgerechnet
war, wurden die in Abbildung 4.11 als Karte dargestellten Differenzspektren zwischen dem
Losungsmittel (0,1M)NaOH und einer Lésung von synthetischem Eumelanin / (0,1M)NaOH
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(OD1mm = 0,286 bei A = 600 nm) gebildet. Die Karte besitzt sowohl in Richtung der Anregungs-
als auch in der Emissionswellenléinge eine Auflésung von 10 nm.
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Abb. 4.11: Auswahl ermittelter Differenz-OPEF-Spektren zwischen dem Losungsmittel
(0,1M)NaOH und synthetischem Eumelanin / (0,1M)NaOH-Loésung bei verschie-
denen Anregungswellenlingen A... (links) und die aus allen Spektren generierte
Fluoreszenzkarte (rechts).

Die schwarzen Bereiche kennzeichnen Intensitéten kleiner Null in den Differenzspektren. Diese
Uberbewertung der Losungsmittelfluoreszenz war gewiinscht, um sicherzustellen, dass das
Differenzspektrum die alleinige Fluoreszenz des Eumelanins wiedergibt. Im Speziellen sollte
eine Fluoreszenznebenbande des Eumelanins bei A, = 450 nm nachgewiesen werden (siehe
Abschnitt 4.3.4). Unterhalb einer Anregungswellenlinge Ac;e = 450 nm weist das auf eine
hohere Fluoreszenzintensitit des reinen Losungsmittels im Vergleich mit der Eumelaninlésung
hin. Die schwarzen Bereiche oberhalb Ac;. = 550 nm erkléaren sich aus der viel geringeren Ab-
sorption und hoheren Riickstreuung des Anregungslichts im reinen Losungsmittel, wobei diese
Anregungslichtanteile durch das Spektrometergitter mit doppelter Wellenlédnge (2. Ordnung)
in das Spektrum eingehen. Um die zu starke Gewichtung der Lésungsmittelfluoreszenz zu
neutralisieren, wurden die Intensitédten der Eumelanin-Spektren im kurzwelligen Bereich - wo
das Eumelanin selbst nicht fluoresziert - an die der Losungsmittelspektren angeglichen. Die
Bereiche, die durch das Anregungsstreulicht der 2.0rdnung verfdlscht wurden, konnten durch
lineare Approximation rekonstruiert werden.

Aus der generierten Fluoreszenzkarte konnen in waagerechter Richtung Anregungsspektren ab-
gelesen werden. Diese Anregungsspektren besitzen eine spektrale Auflésung, die der Schrittweite
zwischen den verwendeten Anregungswellenldngen bei der Messung der Fluoreszenzspektren
entspricht und A\.;. = 10 nm betrédgt. Diese, aus einer Reihe von Fluoreszenzspektren ables-
baren, Anregungsspektren konnen zur Kontrolle mit direkt gemessenen Anregungsspektren
(sieche Abschnitt 4.6) verglichen werden. Fiir eine gute Vergleichbarkeit miissen die spektralen
Auflésungen der gemessenen Anregungsspektren mit denen der abgelesenen abgeglichen werden,
was durch das Anpassen der spektralen Auflésung der direkt gemessenen Anregungsspektren an
die der ablesbaren Anregungsspektren bewerkstelligt wurde (Zusammenfassen der gemessenen
Fluoreszenzintensitéten in spektralen 10nm-Intervallen).

Bei dem Vergleich der Anregungsspektren wurde deutlich, dass die ermittelten Anregungsspek-
tren gegeniiber den direkt gemessenen einen Intensitdtsanstieg im langwelligen Spektralbereich
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aufwiesen (siche Abb.4.12).
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Abb. 4.12: Aus Emissionspektren abgelesene (links) und direkt gemessene (rechts) Anregungs-
spektren von synthetischem Eumelanin in (0,1M)NaOH-Losung (O Diym = 0, 286 bei
A = 600nm). Erstere zeigen eine Intensitdtserh6hung im langwelligen Spektralbereich.

Dieser Sachverhalt korrelierte mit einer beobachtbaren Ausbleichung der Eumelanin-Lésung
iiber die Zeit. Durch Vorversuche, die sich mit der Konzentrationsabhéangigkeit der Fluoreszenz
von Eumelanin-Losungen beschéftigten, war bekannt, dass die Fluoreszenzintensitédt von hoch-
konzentrierten Losungen mit sinkender Konzentration steigt (wahrscheinlich Selfgenching, da
sich die Lage des Fluoreszenzmaximums nicht dndert). Die Anhebung der Fluoreszenzintensitét
im langwelligen Spektralbereich war somit auf den spéateren Messzeitpunkt zuriickzufiihren.

Die beobachtete Ausbleichung der Eumelanin-Losung (Zerfall der Aggregate) widerspricht der
in [Ada05] beschriebenen und allgemein anerkannten, stabilisierenden Wirkung (Foérderung der
Polymerisation) von wéssriger Alkali-Losung mit hohem pH-Wert. Das irreversible Ausbleichen
wurde jedoch bei einer Vielzahl von eigenen Versuchen beobachtet (zunehmende Transparenz
der Losung), so dass es fiir das verwendete Eumelanin als abgesicherte Erkenntnis gelten kann.

Um diesen Alterungseffekt zu korrigieren, war das Finden einer spektralen Korrekturfunktion
notig, die gewéahrleistet, dass sie alle aus den Emissionsspektren gewonnenen Anregungsspektren
erfolgreich an die direkt gemessenen Spektren angleicht. Das war grundsétzlich nur méglich,
wenn das Ausbleichen lediglich die Gesamtintensitét, nicht aber die spektrale Verteilung
verdndert.

Um die Korrekturfunktion zu ermitteln, wurde zunéchst die Annahme getroffen, dass sich
die Eumelanin-Loésung in den Fluoreszenzeigenschaften iiber ein gemessenes Emissions- bzw.
direkt gemessenes Anregungsspektrum hinweg nicht d&ndert. Diese Annahme kann getroffen
werden, da der Messvorgang weniger als zwei Minuten dauerte und ein messbares Ausbleichen
erst nach ca. fiinf Minuten sichtbar wird. Da das Ausbleichen auch wéhrend der Messreihe von
Anregungsspektren auftrat, wurden danach die Intensititen der Anregungsspektren sémtlicher
Emissionswellenldngen entsprechend einem Emissionsspektrum bei A¢;. = 340 nm korrigiert.
Um anschliefend die Emissionsspektren zu korrigieren, wurden durch einen Vergleich der jetzt
korrigierten, gemessenen Werte der Anregungspektren und den aus der Fluoreszenz abgelesenen
Anregungsspektren eine Korrekturfunktion gebildet (Quotientenbildung). Wie in Abbildung
4.13 ersichtlich, weichen die Korrekturfunktionen fiir die einzelnen Emissionswellenldngen nur
wenig und statistisch voneinander ab (Abweichung < 7%). Das heifit einerseits, dass es sich bei
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diesen Abweichungen um die Genauigkeit der Fluoreszenzmessungen handelt und andererseits,
dass die Ausbleichung die spektrale Verteilung der Intensitét nicht verdndert.

Durch Anwendung der gemittelten Korrekturfunktion auf die aus den Fluoreszenzspektren
ermittelten Anregungsspektren werden diese mit den direkt gemessenen vergleichbar (siehe
Abbildung 4.13).
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Abb. 4.13: Korrekturfunktionen aus den Quotienten der gemessenen und abgelesenen Anregungs-
spektren fiir die Emissionswellenldngen 445 nm, 490 nm, 536 nm und 650 nm (links). Im
Mittel ergibt sich eine Korrekturfunktion mit einer Abweichung von < 7 %. Vergleich
der korrigierten Anregungsspektren von Eumelanin in (0,1M)NaOH-Losung (rechts).
Dabei ist das direkt gemessene Anregungsspektrum mit einer durchgezogen Linie
gekennzeichnet und das aus den Emissionsspektren ermittelte und korrigierte mit
einer gestrichelten.

Auffillig an der Korrekturfunktion ist ihr exponentieller Abfall. Aufgrund der zeitlichen Abfolge
der Messungen von Fluoreszenz- und Anregungsspektren kann angenommen werden, dass
sich wiahrend der Fluoreszenzmessungen die Absorption noch stark verédnderte, wiahrend sie
bei den spateren Messungen der Anregungsspektren nahezu konstant blieb. Daraus folgt,
dass die Korrekturfunktion die Abnahme der Absorption wihrend der Emissionsmessungen
widerspiegelt und mit einer monoexponentiellen Zerfallskurve beschreibbar ist. Diese besitzt, bei
der insgesamt verstrichenen Messzeit von ca. 5 Stunden und der Annahme eines grundsétzlichen
Unterschieds (Offsets) zwischen den Intensitidten der Anregungs- und Fluoreszenzspektren vom
Faktor yp=0,8, eine Zeitkonstante von ca. 1 Stunde (Erreichen des chemischen Gleichgewichts
zwischen den verschieden grofien Aggregaten).

4.3.4 Ergebnisse aus der Fluoreszenzspektroskopie und Folgerungen fiir ein
Zustandsmodell des Eumelanins

Wie in Abbildung 4.14 zu sehen, wurden durch die Beriicksichtigung des zeitlichen Ausbleichens
der Eumelanin-Lésung die Fluoreszenz-Intensitdten im kurzwelligen Spektralbereich stark
angehoben. Deutlich erkennbar ist eine Hauptfluoreszenzbande mit dem Maximum bei ca.
Aem = 525 nm, welches sich ab einer Anregung grofler Ae; = 365 nm mit der Anregungswel-
lenlénge rot-verschiebt (Interpretation siehe Abschnitt 4.4). Die Intensitat der Hauptfluo-
reszenzbande bleibt bis auf zwei lokale Minima bei ca. Aeze = 330nm und Agze = 400 nm
nahezu konstant, wobei das erstgenannte lokale Minimum der Hauptbandenintensitdt mit der
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Ausbildung eines kurzwelligeren Fluoreszenzmaximums bei A¢,,, = 450 nm korreliert (siehe auch
Abbildung 4.15). Diese Nebenbande fehlt in der von Nighswander erstellten Fluoreszenzkarte,
ist aber fir die folgende Modellentwicklung wichtig, da sie einen Beweis fiir konkurrierende
Anregungszusténde gleicher Anregungsenergie darstellt, die unterschiedliche Relaxationswege
besitzen.

Griinde fiir das Fehlen dieser Nebenfluoreszenzbande bei Nighswander kénnten in der Uberlage-
rung durch eine Fluoreszenzbande des Losungsmittels liegen, welche bei gering konzentrierten
Eumelanin-Loésungen im gemessenen Spektrum die Eumelanin-Nebenfluoreszenzbande iiber-
deckt. Durch Verwendung einer konzentrierten Eumelanin-Lésung konnte diese Nebenbande
der Eumelanin-Fluoreszenz zugeordnet werden (siehe auch Abschnitt 4.3.3).

700
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400
350

300 320 340 360 380 400 420 440 ' 300 320 340 360 380 400 420 440
kexc/ nm kexc/ nm

Abb. 4.14: Gegenuberstellung der OPEF-Karte ohne (links) und mit (rechts) Beriicksichtigung
des zeitlichen Ausbleichens der Eumelanin-Losung

4.4 Entwicklung eines kaskadierten Zustandsmodells zur
Beschreibung der beobachteten spektralen Eigenschaften des
Eumelanins

Die Fluoreszenz nach 1-Photonen-Anregung ist zu komplex, um sie mit einem einfachen System
aus einem oder zwei Anregungszustidnden zu beschreiben. Stattdessen ist die beobachtete
Verschiebung des Fluoreszenzmaximums bei Verdnderung der Anregungswellenldnge nur durch
einen Wechsel von angeregten elektronischen Niveaus erkldrbar. Dies deckt sich auch mit der
Beschreibung des kontinuierlichen Absorptionsspektrums durch eine Vielzahl von elektroni-
schen Anregungszustinden. In professionellen Programmen zur Modellierung von molekularen
Energiesystemen wird in solch einem Fall einer Vielzahl von Anregungszustdnden eine spektrale
Zustandsdichte oder englisch die ,,Density Of States“ (DOS) berechnet. Voraussetzung dafiir
ist neben dem Zugang zu entsprechender Software und Rechentechnik jedoch das Wissen
iiber die geometrische Mikro- und Makrostruktur des Molekiils, was im Fall des Eumelanins
nicht gegeben ist. Es ist jedoch moglich, die Zustandsdichte durch eine Anzahl von diskreten
Zusténden zu nahern, unter der Voraussetzung, dass diese ausreichend dicht liegen, um die
beobachteten spektralen Figenschaften zu beschreiben.

Im Falle des Eumelanin-Aggregats kénnen die beobachteten Fluoreszenz-Eigenschaften der
Hauptbande jedoch nur iiber eine Kopplung der Anregungszustinde beschrieben werden. Wie
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Abb. 4.15: Falschfarbenkarte der Emissionsspektren iiber der Anregungsenergie mit markierten
Gebieten (Kreise) in denen konkurrierenden Relaxationswege zur Hauptbande angeregt
werden. Der durch den ersten Konkurrenzprozess stattfindende Energietransfer aus der
Hauptfluoreszenzbande in eine hoherenergetische Fluoreszenznebenbande ist durch
den senkrechter Pfeil gekennzeichnet. Die bereits bekannte Rotverschiebung der
Hauptfluoreszenzbande bei Anregung mit Licht kleinerer Photonenenergie ist durch
den 2. Pfeil markiert.

in Abbildung 4.15 zu erkennen ist, wird die Hauptfluoreszenzbande bei allen verwendeten
Photonenenergien von Epp, cze = 4,1V (Aege = 300nm) bis Epp cze = 2,8€V (Aege = 450 nm)
angeregt. Das heifit, dass notwendigerweise im gesamten beobachteten Anregungsbereich der
Fluoreszenzhauptbande untereinander gekoppelte Zustidnde existieren, iiber die die Anregung
zu den Zustéinden mit fluoreszierendem Ubergang gelangt. In einem Jablonski-Schema kann
dieses spektrale Verhalten durch eine Kaskade untereinander gekoppelter elektronischer Zu-
stdnde beschrieben werden, durch die die Anregung zu Zustédnden niederer Energie relaxiert.
Die einzelnen Anregungszustdnde miissen dabei nicht Anregungszustéinde des gleichen Grund-
zustands sein. Vielmehr ist zu vermuten, dass, wie im Abschnitt 4.1.4 motiviert, verschiedene
Absorber und Emitter im Aggregat vorliegen. Diese kénnen nach den aktuellen Aggregat-
Modellen rédumlich dicht genug liegen, um untereinander Energie zu transferieren. Geht
man z.B. von reprasentativen rdumlichen Abstdnden zwischen Donoren und Akzeptoren von
rp—4 = 0,3nm (Abstand zweier Oligomerschichten) bis rp_4 = 0, 7nm (kleinste Aggregats-
grofle mit nachgewiesenem eumelanin-typischen Absorptionsspektrum) aus und nimmt einen
kritschen Forsterradius von Ry = 5nm an (siche Abschnitt 2.1.4), kann die Transferrate kpr
fiir einen Forster-Energietransfer {iber die Gleichung 2.21 abgeschitzt werden. Bei mittleren
Donor-Zustandslebensdauern im ps-Bereich (siehe Tabelle 5.7) ergeben sich Transferraten
kpp >> 10" s~ und damit Effizienzen des Energietransfers von ngr = 1.

Bei groieren Donor-Akzeptor-Entfernungen, wie sie z.B. bei groeren Aggregaten mit (rp_4 =
9nm — 27nm) vorkommen konnen, fillt die Transferrate auf kpp = 1019s~1 —107s~! ab. Die
Effizienzen des Forster-Energietransfers wiirden in solchen Féallen nur noch ngr =~ 0,03 —4- 107°
betragen.
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Da fiir die Effizienz eines Energietransfers nach Forster oder Dexter weiterhin nur die Energien
der Ubergiinge, nicht aber die absoluten Energien der Zustinde entscheidend sind (siehe
Gleichung 2.20), ist eine Darstellung der an der Relaxation beteiligten Anregungszustinde im
Jablonski-Diagramm sinnvoll und die kaskadenférmige Relaxation iiber diese Anregungszu-
stdnde wahrscheinlich. Dieses Modell bildet in der vorliegenden Arbeit die Grundlage fiir die
Beschreibung der beobachteten spektralen Effekte durch energetische Prozesse im Eumelanin-
Aggregat. Es wird im Folgenden Kaskadenmodell genannt.

In der Mitte der Abbildung 4.16 ist das Kaskadenmodell dargestellt. Die kleinen waagerechten
Striche repréasentieren die verschiedenen Anregungszustinde der 1. Stufe. Dabei wird, wie
in Abschnitt 4.1.2 motiviert, von einer abnehmenden Zustandsdichte in Richtung der Anre-
gungszustidnde kleinerer Anregungsenergien ausgegangen. Der Relaxationsprozess entlang der
Kaskade ist durch die schwarzen Pfeile markiert, welche die einzelnen Energietransfers zwischen
den Anregungszustinden symbolisieren. Die bei Anregungszustéinden mit Ubergangsenergien
Ephem < 3,1eV (Aeze = 400nm) zu beobachtenden Fluoreszenziibergange (Hauptbande) sind
durch die roten Pfeile gekennzeichnet.
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Abb. 4.16: Modell fiir das energetische System aus Anregungszusténden der 1. Stufe fiir Eu-
melanin / (0,1M)NaOH. Die schwarz gezeichneten Niveaus kennzeichnen Zustin-
de, die zur Anregung der Hauptbanden-Fluoreszenz beitragen. Anregungszustinde
konkurrierender Relaxationsprozesse sind grau dargestellt. Strahlungslose Relaxati-
onsschritte (Energietransfer+Vibronische Relaxation) sind als schwarze bzw. graue
Pfeile eingezeichnet, strahlende Ubergéinge hingegen durch farbige Pfeile. Das Mo-
dell wird links dem korrelierten Absorptions- und rechts dem Fluoreszenzspektrum
(bei Eppexe = 3,7€V) gegeniibergestellt. Bei Anregung mit Photonen der Energie
Eph,exc = 3,76V ist im Fluoreszenzspektrum sowohl die Fluoreszenzhaupt- als auch
die Fluoreszenznebenbande sichtbar.

Wie in Abschnitt 4.3.4 erwahnt, sind auch die beiden lokalen Minima der Fluoreszenzhaupt-
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bande bei Epp cze = 3,8€V (Aeze = 320nm) und Epp cze = 3,1€V (Aege = 400nm) fiir die
Modellentwicklung wichtig.

Das lokale Minimum bei Epp eqe = 3,8€V (Aeze = 320nm) korreliert mit dem Entstehen einer
Fluoreszenznebenbande mit einem Fluoreszenzmaximum bei Epp e = 2,8€V (Aey, = 440nm).
Das heifit, es wird bei niederenergetischerer Anregung plotzlich eine zusétzliche héherenergeti-
sche Fluoreszenz angeregt. Dieses Verhalten ist nur durch Anregungszusténde zu erkldren, die
parallel zu den Anregungzustinden der Kaskade existieren und im Bereich um E,,. = 3,8¢eV
(Aeze = 320 nm) effektiver angeregt werden als die Zustédnde der Kaskade. Dieser Bereich von
konkurrierenden Anregungszustdnden besitzt einen eigenen Relaxationsweg iiber die genannte
Fluoreszenznebenbande bei Epp e = 2,8€V (Aer, = 440nm).

In Abbildung 4.16 sind diese parallel existierenden Anregungszustédnde durch dunkelgraue
waagerechte Striche dargestellt. Ob es sich dabei um mehrere elektronische Zusténde handelt,
oder um vibronische Zusténde eines elektronischen Anregungszustands, kann an dieser Stelle
nicht entschieden werden. Die Relaxation dieser Zustdnde zum fluoreszierenden Zustand ist
durch einen dunkelgrauen Pfeil gekennzeichnet, die strahlenden Ubergéinge der beobachteten
Fluoreszenznebenbande werden durch griine Pfeile symbolisiert.

Eine mogliches Modell fiir diese konkurrierenden Anregungsprozesse wird in einer theoreti-
schen Arbeit von Meng [Kax06, Men08| geliefert. Diese befasst sich mit einem geometrischen
Eumelanin-Modell, in dem Indolderivate ein ringférmiges Oligomer bilden (&hnlich dem Por-
phyrin), welche sich danach in einem Aggregat stapeln kénnen. In den Ringen gibt es zwei
senkrecht aufeinander stehende Ubergangsdipolmomente mit postulierten Emissionswellenlin-
gen von Epp e = 3,66V (Aege = 344nm) und Epp ey, = 2, 7€V (Aeze = 460 nm).

Abb. 4.17: Von Meng [Kax06, Men08] vorgeschlagene Substruktur des Eumelanin-Aggregats. Die
Pfeile markieren die Richtung der Ubergangsmomente fiir die beiden angegebenen
Wellenléngen.

Beziiglich des zweiten lokalen Minimums der Fluoreszenzhauptbande bei E, ¢pc = 3,1V
(Aeze = 400 nm) wird ebenfalls ein zur Kaskade konkurrierender Relaxationspfad vermutet,
der im Gegensatz zum oben beschriebenen Fall strahlungslos verlauft. Dieser konkurrierende
Relaxationspfad scheint bei direkter Anregung mit Photonen der Energie E... = 3,1eV
effizienter abzulaufen als die Relaxation entlang der zur Fluoreszenzhauptbande fithrenden
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Kaskade.

In Abbildung 4.16 sind diese vermuteten Anregungszustidnde durch hellgraue waagerechte
Striche dargestellt, die strahlungslose, alternativ zu Kaskade ablaufenden Relaxation durch
hellgraue Pfeile.

4.5 1-Photon-Angeregte-Fluoreszenz von Eumelanin-Aggregaten
unterschiedlicher Masse

Zur OPEF von fraktionierten Eumelanin-Aggregaten findet sich in der Literatur nur eine
Arbeit iiber Sepia von Nofsinger und Simon [Nof01]. Dabei wurde sich auf Aggregatsfraktionen
mit Aggregatsmassen im Bereich von MW > 10kD bis MW < 1kD beschréankt. Neben den
Emissionsspektren bei Anregungswellenldngen von A¢ze = 300 nm, 325 nm und 375 nm wurden
auch Anregungsspektren bei A, = 400 nm und 500 nm sowie die Fluoreszenzlebensdauern
der Fraktionen bestimmt. Weiterhin wurde eine Fluoreszenzquantenausbeute abgeschétzt und
festgestellt, dass diese abhingig von der Aggregatsmasse ist. Die leichtesten untersuchten
Aggregate (MW < 1kD) besitzen demnach eine ungefahr fiinf mal groflere Fluoreszenz-
quantenausbeute als die schweren Aggregate (MW > 10kD). Allerdings wurde nicht darauf
eingegangen, wie die Fluoreszenzquantenausbeute berechnet wurde. Da weder eine mittlere
Aggregatsgrofle noch eine Groflenverteilung angegeben oder auf die verschieden grofien Massen-
Intervalle eingegangen wurde, ist anzunehmen, dass die Losungen auf gleiche Optische Dichte
gebracht und die gemessenen Fluoreszenzintensitéaten direkt in Relation zueinander gesetzt
wurden.

Auflerdem wurde festgestellt, dass die leichten Aggregate ein strukturierteres Anregungsspek-
trum als die schwereren besitzen. Auch in der Breite und Lage der OPEF gab es Unterschiede
zwischen den Fraktionen. Bei der Anregung mit Licht der Wellenldnge ... = 300 nm besafl die
Fraktion der Aggregatsmasse MW < 1kD ein Fluoreszenzmaximum bei A¢;,, = 410 nm, wohin-
gegen das Fluoreszenzmaximum der schwereren Aggregate alle ein Maximum bei Ae,, &= 500 nm
besitzen. Allerdings tritt dieses Verhalten nicht grundsétzlich auf. Bei zwei Anregungswellenlén-
gen (Aeze = 350 nm und 375 nm) liegen die Fluoreszenzmaxima aller Fraktionen iibereinander.
Auflerdem ist in den OPEF-Spektren bei der Verdnderung der Anregungswellenldnge von
Aeze = 350nm auf 375 nm) keine Rotverschiebung des Fluoresezenzmaximums erkennbar.
Auch die Breite der Fluoreszenz éndert sich uneinheitlich mit der Aggregatgréfie. Besitzen die
groflen Aggregate bei der Anregungswellenldnge A, = 300 nm noch die breiteste Fluoreszenz,
so wird diese mit langerwelliger Anregung immer schmaler und ist im Falle der Anregungswel-
lenldnge Aepe = 375 nm die schmalbandigste.

Diese Unterschiede in der Form des Fluoreszenzspektrums und der Fluoreszenzquantenausbeute
sollten im folgenden Abschnitt am synthetischen Eumelanin untersucht werden. Hierbei war
vor allem interessant, ob die Ergebnisse analog zu denen der Untersuchungen am Sepia sind
und wie weit sie sich konsistent mit dem Kaskadenmodell beschreiben lassen.
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4.5.1 Verwendete Gerate und Methoden zur Messung der OPEF-Spektren und
Bestimmung der relativen Fluoreszenzquantenausbeute von fraktioniertem
Eumelanin

Die OPEF-Spektren wurden, wie in Abschnitt 4.3.1 bereits beschrieben, am Fluorolog gemessen.
Um die relative Quantenfluoreszenzausbeute zu bestimmen, wurden die Fumelanin-Losungen
der verschiedenen Fraktionen durch Verdiinnen und mittels Extinktionsmessung per Carry 5
flir die Wellenldnge A = 360 nm auf eine gleiche Optische Dichte von ODyp = 2,1 +0,2
gebracht. Da die Fluoreszenzspektren in diesem Fall nur bei einer Anregungswellenldnge
Aeze = 360nm gemessen wurden und nur ein relativer Bezug der Fluoreszenzintensitiaten
zueinander notig war, wurde auf weiterfithrende Korrekturen beziiglich Reabsorptions- und
Filtereffekten verzichtet.

Anders wurde bei den OPEF-Messungen der neu erstellten Fraktionen mit Aggregatsmassen
MW < 10kD und MW > 10kD verfahren. Da diese OPEF-Spektren auf spektrale Lage
und Form untersucht werden sollten, wurden sie beziiglich Reabsorption und Filtereffekten
korrigiert.

4.5.2 OPEF-Spektren und relativen Fluoreszenzquantenausbeuten von
Eumelanin-Aggregaten unterschiedlicher Masse und Beschreibung der
beobachteten Effekte mit Hilfe des Kaskadenmodells

Bei den Messungen der Fluoreszenzquantenausbeute zeigte sich, dass diese auch bei synthe-
tischem Eumelanin von der Aggregatmasse abhéngt (siehe Tabelle 4.1). Im Gegensatz zu
Simons Messungen erreicht der Unterschied in der Fluoreszenz-Quantenausbeute fast eine
GroBlenordnung, wobei die Fraktion der leichtesten Aggregate (MW < 3kD) aufgrund der zu
geringen optischen Dichte der Losung nicht mit beriicksichtigt werden konnte.

Molekiilmasse(MW) | 3-10kD | 10-30kD | 30-50kD | 50-100kD | 100-300kD | Ausgangs-

16sung
Ljqz [counts] 1005899 | 287888 119931 110231 244100 365243
rel. NFioreszens 2,8 0,8 0,3 0,3 0,7 1

Tab. 4.1: Abgeschéitzte relative Fluoreszenzquantenausbeute der jeweiligen Aggregatsgrofien-
Intervalle

Um die OPEF-Spektren verschiedener Aggregatsgrofien auf spektrale Unterschiede zu un-
tersuchen, wurden ergénzende Fluoreszenzmessungen an zwei neu filtrierten Fraktionen mit
MW < 10kD und MW > 10kD durchgefiihrt. Die Separationsgrenze wurde deshalb auf
MW = 10kD gelegt, da unterhalb dieser Gréfe die stirksten Anderungen im Absorptions-
spektrum und der Fluoreszenz-Quantenausbeute auftraten. Die zugrunde liegenden Messwerte
n(MW<10kD) __ g
ni(MW>10kD) ~ 1>
Fluoreszenz der <10kD-Fraktionen die der >10kD-Aggregate komplett beinhaltet (einhiillt).
Im Gegensatz zu den von Nofsinger/Simon veréffentlichten normierten Spektren ist die
normierte Fluoreszenzbande der schwereren Aggregate immer deutlich breiter als die der
kleineren (siehe Abbildung 4.19). Gleichzeitig ist auch eine kontinuierliche Rotverschiebung
der Fluoreszenzspektren mit langerwellig werdender Anregungswellenldnge erkennbar.

weisen starke Unterschiede in der Signalamplitude auf wobei die absolute
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mit Licht der Wellenlénge A¢z. = 410 nm. In der linken Abbildung zeigt sich der grofie
Unterschied in der Fluoreszenzquantenausbeute und in der rechten Darstellung die
Rotverschiebung bei der Fluoreszenz groflerer Aggregate.
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Abb. 4.19: Auswahl von normierten Fluoreszenzspektren der Fraktionen mit den Aggregatmassen
MW < 10kD und MW > 10kD bei Anregung mit Licht der Wellenlange a) Aeze =
350nm; b) Aeze = 3700m; ¢) Aeze = 390nm und d) Aeyze = 410 nm. Die Unterschiede
in der Rauschamplitude zwischen den Fluoreszenzsignalen der beiden Fraktionen
ergeben sich aus der verschieden hohen Signalstéarke.

Dieses Verhalten ist grundsétzlich zu beobachten und fiithrt zu dem Schluss, dass die langwel-
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ligen Fluoreszenzanteile beziiglich der kiirzeren bei der >10kD-Fraktion starker gewichtet
sind.

Unter der Annahme, dass es fiir jeden Anregungszustand der Kaskade alternative strahlungs-
lose Relaxationsprozesse gibt, kann man die geringere und rotverschobene Fluoreszenz der
grofleren (schwereren) Aggregate mit dem Kaskadenmodell beschreiben. Als solche alternativen
strahlungslosen Relaxationsprozesse kommen vor allem die Internal Conversion (IC) und die
Vibrationsrelaxation (VR) in Frage. Durch die verstirkte Dimerbildung bzw. die groere Viel-
falt an unterschiedlich lang durchkonjugierten Ketten bei grofieren Aggregaten, ist ein Anstieg
der Zustandsdichte bzw. eine Abnahme der energetischen Abstdnde benachbarter Anregungs-
zustinde zu vermuten (siche Abbildung 4.20). Dadurch steigt die Ubergangswahrscheinlichkeit
per Energietransfer zwischen zwei benachbarten Anregungszustidnden der Kaskade an und
die Relaxation entlang der Kaskade findet beziiglich der konkurrierenden Relaxationswege
effektiver statt. Das heifit aber, dass die relaxierende Anregung auf ihrem Weg in Richtung
niederenergetischer Anregungszustinde weniger Verluste erleidet und damit anteilig mehr
niederenergetische Fluoreszenzniveaus bevolkert werden. Andererseits stellt die Relaxation
entlang der Kaskade einen Konkurrenzprozess zur Fluoreszenz dar, weshalb die Fluoreszenz-
quantenausbeute groflerer Aggregate viel geringer ist, da mehr Anregungszustédnde tiber die
Kaskade relaxieren.

AE
AE

Y <y | 4

Abb. 4.20: Darstellung zweier Ausschnitte aus dem Kaskadenmodell - (links) fiir leichte und
(rechts) fiir schwere Aggregate. Das Kaskadenmodell sagt aus, dass die Anregung im
Wesentlichen iiber Energietransfers entlang einer Kaskade von Anregungszustinden
relaxiert und dabei auch die Fluoreszenzniveaus bevolkert. Nach dem Modell findet
parallel eine Relaxation der einzelnen Anregungszustdnde iiber Internal Conversion
(IC) oder Intersystem Crossing (ISC) statt. Schwere und damit grolere Aggregate
verfiigen wahrscheinlich iiber eine hohere Dichte von niederenergetischen Anregungs-
zustanden als leichte. Deshalb sinkt die Energietransferrate leichter Aggregate entlang
der Kaskade stéarker als die der schweren Aggregate. Daraus ergibt sich eine rot-
verschobene Fluoreszenzhauptbande bei schwereren Aggregaten mit einer deutlich
niedrigeren Fluoreszenzquantenausbeute.
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4.6 1-Photon-Angeregte-Fluoreszenzanregungsspektren von
Eumelanin

Wie schon in der Einleitung dieser Arbeit erwdhnt wurde, unterscheiden sich die Anre-
gungspektren von Eumelanin stark vom Absorptionsspektrum. Da sich bei Verdnderung der
Anregungswellenldnge auch das Fluoreszenzmaximum verschiebt, folgt auflerdem, dass sich
die Anregungsspektren unterschiedlicher Emissionswellenldngen ebenfalls von einander unter-
scheiden. Aus der Literatur [Mer06, Teu00, NRO5a] ist dieser Sachverhalt bekannt. Modelle
oder Erklarungen fiir diese Beobachtungen sind jedoch noch nicht vorhanden.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb iiberpriift, ob eine Beschreibung dieser Effekte
mit dem Kaskadenmodell moglich ist. Das wére grundséatzlich auch an bereits veroffent-
lichten Anregungsspektren moglich gewesen. Da sich allerdings die gemessene OPEF-Karte
aus Abschnitt 4.3.4 von der in der Literatur zu findenden z.B. im Punkt der entdeckten
Nebenbande unterscheidet, miissen sich auch die Anregungsspektren der hier verwendeten
Eumelanin-Lésung von denen der Literatur unterscheiden. Um eine sinnvolle Grundlage fiir die
Modellierung zu schaffen, wurden deshalb Anregungsspektren der verwendeten synthetischen
Eumelanin-Losung gemessen. Diese konnten aulerdem, wie in Abschnitt 4.3.3 beschrieben,
auch zur Verifizierung und Korrektur der Ausbleichung der Eumelanin-Lésung wahrend der
Fluoreszenz-Messreihe verwendet werden.

4.6.1 Verwendete Gerdate und Methoden zur Messung der Anregungsspektren
von synthetischem Eumelanin

Bei der Bestimmung des Anregungsspektrums der Lésung von synthetischem Eumelanin in
(0,IM)NaOH (Ceymer = 1,5mg/l) wurde sowohl die Losungsmittelfluoreszenz als auch die
Reabsorption beriicksichtigt. Dazu wurde jeweils das Anregungsspektrum des Losungsmittels
vom Anregungsspektrum der Eumelanin-Lésung abgezogen und die Reabsorptionseffekte
auf das Spektrum durch Anwendung der Gleichung 4.5 entfernt. Die dafiir nétigen Extink-
tionswerte wurden durch Messung des Absorptionsspektrums mittels Specord 40 (siehe auch
Abschnitt 4.1.1) ermittelt. Die erhaltenen Anregungsspektren wurden abschliefend durch
Mittelwertbildung des jeweiligen Messwertes mit seinen beiden Nachbarwerten gegléattet. Die
resultierende spektrale Auflésung lag bei 6 nm.

4.6.2 Beschreibung der gemessenen Eumelanin-Anregungsspektren durch das
Kaskadenmodell

Wie in Abbildung 4.21 zu sehen und oben schon erwéahnt, dhneln die Anregungsspektren keines-
falls den Absorptionsspektren. Im Gegensatz zur Absorption besitzen die Anregungsspektren
im Bereich der Hauptfluoreszenzbande einen plateauhaften Charakter mit zwei lokalen Mini-
ma bei Eppepe = 3,7V (Aege = 335nm) und Epp ez = 3,15€V (Aeze = 394nm), bevor die
Fluoreszenz in Abhéngigkeit von der betrachteten Emissionswellenldnge abféllt. Anhand der An-
regungsspektren bei Epp, e = 2,79€V (Aep, = 440nm) und Epp, ey, = 2,39€V (Aen = 520nm)
kann die Korrelation zwischen dem Einbruch der Fluoreszenzintensitidt der Hauptbande
(Ephem = 2,39€V; Ay = 520nm) und dem Entstehen der Nebenbande (Eppem = 2,79¢V;
Aem = 440nm) klar gezeigt werden. Daraus leitet sich die bereits in Abschnitt 4.3.4 beschrie-
bene Vermutung ab, dass es im Eumelanin Zustdnde gleicher Anregungsenergie gibt, die
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unterschiedliche Relaxationswege besitzen und somit konkurrieren.
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Abb. 4.21: Zuordnung von Anregungsspektren (rechts oben) und des Absorptionsspektrum
(links unten) zur Fluoreszenzkarte. Klar erkennbar ist die fehlende Ubereinstimmung
zwischen Absorptionsspektrum und den Anregungsspektren. Gut gezeigt werden
kann auch die Korrelation zwischen dem Einbruch der Fluoreszenzhauptbande (z.B.
Ephem =2,39€V (A, = 520nm)) und dem Entstehen einer Fluoreszenznebenban-
de (Ephem = 2,79€eV (Aey, = 440nm)) bei Anregung mit Photonen der Energie
Ephexe = 3,86V (Aege = 326 nm).

Auch hier kann das Kaskadenmodell herangezogen werden, um mit einfachen Berechnungen
den grundsétzlichen Unterschied zwischen dem Verlauf des Fluoreszenzanregungs- und Absorp-
tionsspektrums plausibel zu beschreiben. Wie in Abschnitt 4.1.4 bereits gesagt, kann davon
ausgegangen werden, dass die Dichte der Anregungszustinde in Richtung niederenergetischer
Anregungszustidnde abfillt. Proportional dazu steigt der energetische Abstand benachbarter
Zustande der Kaskade an. Dadurch nimmt die Relaxation entlang der Kaskade zu Gunsten
parallel ablaufender Relaxationsprozesse ab. Solche parallelen Relaxationsprozesse sind z.B.
Internal Conversion (IC), Intersystem Crossing (ISC), die Vibronische Relaxation (VR) und
die Fluoreszenz.

Fir die Berechnung eines Anregungsspektrums wurde die Anregungseffizienz der an der Kas-
kade beteiligten Anregungszustidnde entsprechend des Absorptionsspektrums der Eumelanin-
Losung gewichtet (normiert). Der Abfall der Kaskaden-Anregungszustandsdichte in Richtung
niederenergetischer Anregungszustdnde wurde durch eine proportional zum Absorptionsspek-
trum abnehmende Ubergangswahrscheinlichkeit zwischen energetisch dquidistanten Modell-
Anregungszustinden beriicksichtigt. Diese Vereinfachung hatte den Vorteil, dass eine abneh-
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4 MODELLIERUNG DES ENERGETISCHEN ZUSTANDSSYSTEMS

mende Ubergangswahrscheinlichkeit einfacher in einer Rechnung zu handhaben ist als eine sich
verindernde Dichte von Anregungszustinden. Die jeweilige Ubergangswahrscheinlichkeit zwi-
schen zwei benachbarten Zustédnden n und m wurde dabei durch das folgende Produkt gebildet:

Prnm = Pk - OD’/‘el

Dabei steht py, fiir den Ausgangswert der Ubergangswahrscheinlichkeit und OD,.; fiir die auf
1 maximalwert-normierten Optischen Dichte.

AE
AE

Abb. 4.22: Im Kaskadenmodell (links) wird angenommen, dass sich die Anregungszustandsdichte
in Richtung niederenergetischer Ubergiéinge ausdiinnt. Dadurch fillt die Ubergangsrate
per Energietransfer entlang der Kaskade ab, da die Anregungszustiande eher iiber par-
allel ablaufende Wege wie die Internal Conversion und Vibrationsrelaxation relaxieren.
Fiir ein Rechenmodell (rechts), dass die Diskrepanz zwischen Fluoreszenzanregungs-
und Absorptionsspektrum beschreiben soll, ist diese abnehmende Ubergangswahr-
scheinlichkeit wichtig, da sie die iiber die Absorption bevolkerten Anregungszusténde
beziiglich ihrer Relaxationswahrscheinlichkeit iiber das betrachtete Fluoreszenzniveau
wichtet. Die abfallende Zustandsdichte wurde deshalb zur rechnerischen Vereinfa-
chung durch eine dquidistante mit abnehmender Ubergangswahrscheinlichkeit ersetzt.
Das berechnete Anregungsspektrum ergab sich dann aus den fiir verschiedene Anre-
gungszustidnde unterschiedlichen Anregungs- und Relaxationseffizienzen in das finale
(betrachtete) Fluoreszenzniveau.

Um nun ein Anregungsspektrum zu ermitteln, wurde fiir jeden der betrachteten, durch
Absorption bei A; bevolkerbaren Kaskaden-Anregungszustand ¢ die resultierende relative
Bevolkerung des festgelegten Fluoreszenzzustand ny . berechnet:

k
Nl rel = NO,rel 'jexc,rel : Urel()\i) : H(pnm)

7

Dabei wurde fiir die relative Startbevélkerung des Grundzustandes ng,; = 1 und die relative
Anregungsintensitét jegeres = 1 angenommen. Als relativer Absorptionsquerschnitt o, (A;)
wurde die bei den jeweiligen (A;) gemessene, auf 1 maximalwert-normierten Optischen Dichte
eingesetzt. k stellt die Anzahl der betrachteten Ubergiéinge bis zum fluoreszenzierenden Uber-
gang dar. Damit konnte dann das errechnete Anregungsspektrum durch Anpassung von pg an
das gemessene Anregungsspektrum angenahert werden.
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In Abbildung 4.23 ist das Anregungsspektrum einem gemessenen gegentiber dargestellt. Da die
Ausgangszustandsdichte der Eumelanin-Aggregate nicht bekannt ist, wurde im betrachteten
Spektralbereich dquidistante Abstdnde von AE,, = 0,05eV angenommen. Aus dieser Annah-
me ergab sich fiir ein py = 0,049 eine gute Anndherung des errechneten an das gemessene
Anregungsspektrum.

Die Rechnung beriicksichtigt keine direkt bei der Anregung konkurrierenden Anregungszu-
stande, die zu den beobachteten Einbriichen der Fluoreszenzintensitiat der Hauptbande bei
Ephexe = 3,7€V (Aege = 335nm) und Epp ez = 3,15€V (Aeze = 394nm) fithren. Diese lokalen
Minima sind deshalb nicht im berechneten Anregungsspektrum zu finden. Auch der Stokes Shift
wurde in dieser einfachen Rechnung nicht beriicksichtigt, weshalb der Abfall des simulierten
Spektrums nicht so steil wie der des gemessenen ausfillt. Die Rechnung wird an der Stelle
Eph exe = Ephem unstetig, da es an dieser Stelle keinen Energietransfer entlang der Kaskade
und somit keine Ubergangswahrscheinlichkeit mehr gibt.

IOPEF/ rel.u.

| —=— calc. curve

0'()"I""l""l""l""l""
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

/ eV

ph,exc

Abb. 4.23: Vergleich zwischen einem bei Epp em = 1,8€V (Aey, = 650nm) gemessenen und einem
berechneten Anregungsspektrum. Die Berechnung stiitzt sich dabei auf das Kaska-
denmodell, nachdem die Anregung im Wesentlichen iiber Energietransfers entlag
einer Kaskade von Anregungszustinden relaxiert und dabei auch die Fluoreszenz-
niveaus bevolkert. Nach dem Modell findet parallel eine Relaxation der einzelnen
Anregungszustiande tiber Internal Conversion (IC) oder Intersystem Crossing (ISC)
statt.
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5 Erweiterung des Modells und Nachweis der
schrittweisen
2-Photonen-Angeregten-Fluoreszenz mit
Hilfe von Ergebnissen
nichtlinear-spektroskopischer Methoden

Die Ergebnisse aus der linearen Spektroskopie ermoglichten die Entwicklung eines Zustandsmo-
dells, mit dem die linear-spektroskopischen Eigenschaften des Eumelanins beschrieben werden
konnen. Im Weiteren sollen nun die Ergebnisse der optisch nichtlinearen Methoden vorgestellt
werden, die verwendet wurden, um z.B. die Lebensdauern der Anregungszustédnde der 1. Stufe
zu bestimmen und beziiglich ihrer Konsistenz mit dem Kaskaden-Modell zu diskutieren.
Weiterhin sollte die Frage beantwortet werden, in wieweit der vermutete schrittweise 2-
Photonen-Anregungsprozess einer Fluoreszenz mit der schnellen Relaxation entlang der Kas-
kade vereinbart und ob ein Nachweis der schrittweisen TPEF erbracht werden kann.

5.1 Transiente Absorption von unfraktioniertem Eumelanin

In [Teu99, Teu00] wurde beobachtet, dass die TPEF von Eumelanin spektral nicht der OPEF
bei Anregung mit Licht der halben Wellenldnge gleicht. Eine weitere Veréffentlichung [Sch07]
berichtete von einer Anhebung der Eumelanin-TPEF im Hautgewebe beziiglich der TPEF
anderer Fluorophore durch Verwendung langer Anregungspulse (Pulsdauern im ns-Bereich).
Diese Beobachtungen implizierten, dass Eumelanin iiber eine schrittweise TPE zur Fluoreszenz
angeregt werden kann. Denn da bei einem schrittweisen 2-Photonen-Anregungsprozess ein
Anregungszustand der 2. Stufe bevolkert wird, der iiber andere Prozesse relaxiert als ein mit
den gleichen zwei Photonen simultan angeregter Zustand der 1. Stufe, wéire der Unterschied
zwischen den Spektren erkldrlich. Weiterhin wiirde die hohere Anregungseffizienz einer schritt-
weisen 2-Photonenanregung gegeniiber der simultanen die Anhebung der Eumelanin-TPEF
gegeniiber Fluorophoren, welche nur zu einer simultanen TPEF fdhig sind, erkléaren.

Fiir einen schrittweisen 2-Photonen-Anregungsprozess, welcher selbst mit Laserpulsen im
ns-Bereich noch effektiv erreicht werden kann, sind jedoch auch Anregungszustinde mit Le-
bensdauern im ns-Bereich erforderlich, aus denen eine Anregungszustandsabsorption erfolgen
kann. Diese langlebigen Zwischenniveaus stehen auf den ersten Blick im Widerspruch zu den
hohen Ubergangsraten entlang der Kaskade bzw. der konkurrierenden Relaxationswege des
entwickelten Modells.

Um léngerlebige Anregungszustinde fiir eine schrittweise TPA zu finden und gegebenenfalls
auf Vereinbarkeit mit dem Kaskadenmodell zu iiberpriifen, mussten die Lebensdauern der fiir
die schrittweise Anregung in Frage kommenden Zwischenzustéinde untersucht werden.

Aus veroffentlichten Ergebnissen von Ye und Simon [Ye03] zu Messungen der transienten
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Absorption an Eumelanin waren schon globale Abklingzeiten bekannt. Dabei spiegeln die
bei unterschiedlichen Wellenldngen gemessenen Abklingzeiten bei Interpretation nach dem
Kaskadenmodell die Lebensdauern von unterschiedlichen elektronischen Zustdnden der Kas-
kade wider. Fiir die Pumpwellenlénge Apump = 303nm ergaben sich nach [Ye03] fiir den
Abfragebereich von A,rope = 500 nm — 800 nm folgende globale Lebensdauerkomponenten:

T /ps T /ps 73 /DS
0,6+0,8 | 3,2+0,5 | 3L+5

Tab. 5.1: Globale Abklingzeiten (Aprope = 500nm — 800nm) der transienten Absorption fiir
Sepia-Eumelanin nach einer Anregung bei Apymp = 303 nm [Ye03]

Mit Blick auf das Kaskaden-Modell spricht die Tatsache, dass die bestimmten Lebensdauer-
komponenten bei allen abgefragten Wellenldngen konstant sind, fiir eine nahezu konstante
Ubergangsrate der Relaxation entlang der Kaskade (siehe auch Abschnitt 5.1.2). Dabei stiitzen
die sehr kurzen beobachteten Lebensdauern das Kaskadenmodell in der Weise, als dass sie fiir
eine strahlungslose Relaxation (z.B. durch einen Energietransfer oder Internal Conversion)
sprechen. Neben den Abklingkurven wurde jedoch auch ein Offset yy # 0 (siehe Gleichung
5.1) zwischen Start- und Endabsorption beobachtet. Dieser reprasentiert Abklingzeiten bzw.
Lebensdauerkomponenten, die groBer sind als der Messbereich von 130 ps. Hinter diesen lang-
lebigen Komponenten kénnten sich Zustdnde verbergen, die als Zwischenzusténde fiir eine
schrittweise TPEF dienen.

Aufgrund der inhomogenen morphologischen und komplexen spektroskopischen Eigenschaften
des Eumelanins wére es jedoch verwunderlich, wenn die vorkommenden Zustandslebensdauern
grundsétzlich auf drei fixe Werte reduzierbar waren. Vielmehr wurde im Kapitel 4 gezeigt,
dass es abhangig vom angeregten Zustand unterschiedliche Relaxationswege gibt. Diese mit
dem spektralen Anregungsort variierenden Relaxationswege miissten sich auch in den Lebens-
dauermessungen widerspiegeln.

Um einen besseren Uberblick iiber die komplexen Relaxationsprozesse im Eumelanin zu er-
halten, war es notwendig, verschiedene Anregungswellenlédngen in die Lebensdauermessungen
einzubeziehen.

Neben den veréffentlichten Ergebnissen von Ye und Simon zur transienten Absorption existieren
einige Arbeiten zu Fluoreszenzlebensdauermessungen am Eumelanin. Die Ergebnisse dieser
Messungen weichen jedoch relativ stark voneinander ab. Um dies zu verdeutlichen, wurde eine
Auswahl dieser Fluoreszenzlebensdauerwerte in Tabelle 5.2 einander gegeniibergestellt. Uber
die Griinde der Streuung kénnen nur Vermutungen angestellt werden. Allerdings kénnten
Unterschiede im Losungsmittel, der verwendeten Eumelanin-Charge oder Selfquenching-Effekte
dafiir in Frage kommen. Da das Selfquenching in den bisherigen Veroffentlichungen weder
beschrieben noch beriicksichtigt wurde, konnten Konzentrationsunterschiede der untersuchten
Eumelanin-Losungen zu den Abweichungen zwischen den beobachteten Lebensdauern gefiihrt
haben.

Aber auch iiber die Entwicklung der Zustandslebensdauer von Fluoreszenzniveaus in Richtung
langwelligerer Emissionen gibt es je nach Quelle unterschiedliche Aussagen. Liu et al. [Liu03b)]
spricht von einer Erhéhung der Anteile langerlebiger Komponenten bei der langeren Emissi-
onswellenldnge A, = 650 nm, Teuchner et al. hingegen von einer kontinuierlichen Abnahme
der ldngerlebigen Anteile (bei Ay, = 575nm zu Aep, = 725 nm). Nightswander-Rempel et al.
stellt wiederum fest, dass sich die Lebensdaueranteile im Bereich A, = 500 nm — 600 nm
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5 ERWEITERUNG DES MODELLS UND NACHWEIS DER SCHRITTWEISEN TPEF

Quelle | Liu [Liu03b] Nighswander [NR07a] Teuchner [Teu03]

Probe | Sepia/aqua dest. | synt.Eumelanin/(0,1M)NaOH | synt.Eumelanin/ (1M)KOH
Aeze 370 nm 335 nm 400 nm

Xem 520 nm 520nm / 500 nm 500 nm

T 58 ps £ 7 ps Ins /1ns£0,5ns 140 ps + 30 ps

Ty 0,51ns+0,07ns | 4ns;/ 3ns+1,5ns 1,2ns +0,2ns

T3 2,9ns £0,5ns 10ns / 9ns £+ 2ns 5,1ns £0,5ns

T4 7,0ns &+ 1 ns — —

Tab. 5.2: Vergleich von aus der Literatur bekannten Fluoreszenzlebensdauern 7,,. Die Ergebnisse
variieren recht stark, was eventuell auf Unterschiede im Losungsmittel, der verwendeten
Eumelanin-Charge oder Selfquenching-Effekte zuriickgefithrt werden kann.

kaum dndern. Es bleibt festzuhalten, dass es auf jeden Fall langerlebige Anregungszustinde im
Bereich A = 600 nm — 725 nm gibt, die als Zwischenzustédnde fiir eine TPEF dienen kénnten.
Es bleibt festzustellen, dass die vorliegenden Daten zu inkonsistent sind bzw. noch nicht
ausreichen, um eine Aussage zugunsten des Kaskadenmodells oder eines moglichen schrittwei-
sen TPEF-Prozesses im roten Spektralbereich zu treffen. Deshalb wurden die Werte aus der
Literatur mit eigenen Messwerten ergéanzt.

Um, wie oben gesagt, einen Uberblick iiber die komplexen Relaxationsprozesse im Eumelanin
zu erhalten, wurden verschiedene Anregungswellenlédngen in die Lebensdauermessungen ein-
bezogen. Die ausgewédhlten Anregungs- und Abfrage-Wellenliangen Ay, = 600 nm — 675 nm
(Epn = 1,77eV — 1,84¢eV) und Aprope = 600nm — 750 nm (Ep, = 1,77eV — 1,65€V) orien-
tierten sich dabei an der in der Literatur bestehenden Datenliicke im roten VIS-Bereich, in
welchem nach [Sch07, Teu00] auch die Moglichkeit einer schrittweise 2-Photonen-Anregung
von Eumelanin vermutet wird.

5.1.1 Pump-Probe-Apparatur

Das grundsétzliche Pump-Probe-Messprinzip liegt in der Absorptionsmessung durch einen
Abfragepuls (Probepuls) beztiglich des Zeitpunktes der optischen Anregung durch einen Pump-
Puls. Dabei wird der Abfragezeitpunkt (Probepuls) schrittweise gegen den Anregungszeitpunkt
(Pumppuls) verschoben und die vorhandene Ausbleichung der Losung detektiert. Die zeitliche
Verschiebung wird iiber eine Veranderung des optischen Weges des Pumpstrahls realisiert.
Die vorliegenden Messungen wurden an einem Pump-Probe-Aufbau der TU-Berlin durchgefiihrt.
Der vollstandige Aufbau ist schematisch in Abbildung 5.1 dargestellt.

fs-Laserquelle und Verstarkersystem Ausgangspunkt der Pump-Probe-Messung bildete ein
Tsunami fs-Laser mit diodengepumptem Titan:Saphir-Oszillator. Aufgrund der spektralen
Breite des Verstarkungsprofils des verwendeten Titan:Saphir-Kristalls, konnten Wellenlén-
gen von ca. 720nm — 1000 nm erzeugt werden. Es wurde eine Wellenldnge von A = 800 nm
ausgewdhlt, da dort die maximale Pulsenergie erreicht wird. Die dazugehérigen iibrigen La-
serstrahlparameter der Ausgangsstrahlung sind in Tabelle 5.3 aufgefiihrt. Die angegebene
Repetitionsrate ergibt sich dabei aus der Umlaufzeit des einzelnen im Resonator der Léange
[ = 1,83 m umlaufenden Pulses. Weiterhin kann der Puls als bandbreitenbegrenzt, ungechirpt
und mit zeitlich gauB3férmigem Intensitatsprofil angenommen werden. Fiir einen solchen Puls
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Abb. 5.1: Aufbau des Pump-Probe-Messplatzes (Erlauterungen im Text)

kann iiber das Zeit-Bandbreite-Produkt nach Gleichung (2.28) mit der gemessenen spektralen
Halbwertsbreite von AA > 11,6 nm eine Pulsdauer von At, = 80 fs abgeschétzt werden.

Da selbst die maximale Pulsenergie bei A = 800nm aus dem Oszillator nicht ausreicht,
um eine Fluorophorlésung auszubleichen, wird die Pulsenergie innerhalb eines regenerativen
Verstérkers (Spitfire) um den Faktor 8 - 10* gesteigert. Dazu wird als erstes die Pulsdauer
durch Verwendung eines optischen Strecher auf ca. 130 ps erhoht. Als Strecher wird dabei
ein Pulsshaper bezeichnet, der die einzelnen Wellenldngen des Pulses linear gegeneinander
verschiebt. Dadurch entsteht ein zeitlich verbreiterter Puls mit linearem Chirp. Das Funkti-
onsprinzip eines Pulsshapers beruht auf der spektralen Aufficherung eines Strahls durch ein
Gitter und geometrisch unterschiedlich langer optischer Wege fiir die spektralen Komponenten
des Strahls, bevor sie durch ein zweites Gitter wieder zusammengefithrt werden.

Der so gedehnte Puls wird in den Verstéarkerresonator eingekoppelt, der wieder einen Titan:Saphir-
Kristall als Verstarkermedium besitzt. Mittels zweier Pockelszellen als Giiteschalter wird der
Puls im Verstérkerresonator freigeschaltet bzw. ausgekoppelt. Durch die erzeugte Dehnung
des Pulses kann sichergestellt werden, dass die Pulsspitzenleistung des verstarkten Strahls
unterhalb der Zerstorschwelle (I, ~ 1 CGTVZ) des Verstirkermaterials bleibt. Der ausgekoppel-
te Strahl durchlauft einen weiteren Pulsshaper, welcher als Kompressor (inverser Strecher)
fungiert und durch Ubereinanderschieben der spektralen Pulsbestandteile wieder einen weitge-
hend ungechirpten fs-Puls konvertiert. Technische Einzelheiten sind in [Las95a] zu finden. Das
Resultat ist ein dem Ausgangspuls nahezu zeitlich unverédnderter Puls mit erheblich héherer
Energie, dessen Eigenschaften in Tabelle 5.3 aufgefiihrt sind.
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5 ERWEITERUNG DES MODELLS UND NACHWEIS DER SCHRITTWEISEN TPEF

Eigenschaften nach dem Oszillator | nach dem Verstéarker
Wellenldnge 800 nm 800 nm

Pulsdauer 80fs 120 fs

Pulsenergie 9nJ 720 uJ
Repetitionsrate | 80 MHz 1kHz

FWHM 11,6 nm 12nm

Tab. 5.3: Eigenschaften des Laserstrahls am Ausgang des Tsunami fs-Lasers bzw. des Spitfire
Verstérkers

Optisch Parametrischer Verstarker Um Pump-Probe-Messungen an Fluorophor-Lésungen
durchfiithren zu kénnen, musste das Pump-Licht an die Absorptionsbanden der jeweiligen
Fluorophore angepasst werden. Durch die hohen Pulsenergien und die damit einhergehenden
hohen Pulsspitzenleistungen war es moglich, den nichtlinearen Effekt der Frequenzkonversion
zu nutzen, um eine Vielzahl von Pump-Licht-Wellenldngen zu erzeugen. Hierbei wurde eine
spezielle Art der Frequenzkonversion verwendet, die Optisch Parametrische Verstarkung. Sie
stellt eine Art der Differenzfrequenzmischung dar und gibt der Verstarkereinheit den Namen:
Optisch Parametrischer Verstarker (Optical-Parametric-Amplifier, OPA).

Im verwendeten Aufbau wurde dazu ein Anteil von 3 — 4 % der 800 nm-Ausgangsstrahlung fiir
eine Weifllichterzeugung in einem diinnen Saphirplattchen genutzt. Die fiir die spidtere Pump-
Probe-Messung gewiinschte Pump-Wellenlénge wurde ausgeblendet und als Seed-Strahl fiir
die Frequenzkonversion genutzt. Diese fand in einem anisotropen Beta-Barium-Borat-Kristall
(BBO) statt. Zur optisch parametrischen Verstarkung des Seed-Strahls wurde zusétzlich der
Ausgangsstrahl der Frequenz w,, auf den BBO-Kristall gegeben. Aus diesen zwei Wellen wurde
eine Hilfswelle (auch Idlerwelle) der Differenzfrequenz w; = w,—w, generiert und durch die Welle
des Ausgangsstrahls verstiarkt. Dabei muss die Phasenanpassungsbedingung Ak = 0 zwischen
den drei Wellen erfiillt werden, um eine hohe Effizienz zu erreichen. Parallel zur Erzeugung der
Hilfswelle wechselwirkte diese wiederum mit der Welle der Ausgangsstrahlung, wobei Licht der
Differenzfrequenz ws = wy, —w; generiert und der Seed-Strahl verstiarkt wurde. Der so verstarkte
Seed-Strahl wurde in einem weiteren BBO-Kristall frequenzverdoppelt und als Pump-Licht fiir
die Pump-Probe-Messungen genutzt. Durch Verwendung der entsprechenden Wellenldnge des
Seed-Strahls konnte so eine Pumpstrahl-Wellenlénge im Bereich von Ayumpopa = 600 nm —
800 nm ausgewdhlt werden. Durch die zur Strahlumlenkung benotigten dielektrischen Spiegel
engte sich dieser Bereich auf A\pu;,mp, = 600nm — 700nm ein. Die tibrige nicht konvertierte
Ausgangsstrahlung der Wellenldnge A = 800 nm verliefl ebenfalls den OPA und wurde im
Weiteren fiur die Erzeugung des Abfrage-Lichts verwendet.

Aufbau der Pumpstrahl-Strecke Um das Ausbleich-Signal einer Eumelanin-Lésung zu mes-
sen, war eine sehr empfindliche Detektion notwendig. Da das Rauschen des Umgebungslichts
viel grofer als das zu erwartende Signal war, wurde ein Lock-In-Verstirker genutzt, um das
Messsignal herauszufiltern. Dafiir passierte der Pumpstrahl nach dem Verlassen des OPAs
einen Chopper, der den Strahl mit einer Frequenz von fpymp = 319 Hz modulierte.

Danach wurde er iiber einen Spiegel in einen variablen Abschwécher geleitet, welcher aus
einem drehbaren %—Pléittchen und einem nachfolgenden drehbaren Polarisationsstrahlteiler-
wiirfel bestand. Damit war es moglich, die Polarisationsrichtung des Lichtes einer bestimmten

Wellenldnge um einen beliebigen Winkel zu drehen. Das ist sinnvoll, um z.B. bei Pump-Probe-
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Messungen an Losungen kleiner Molekiile zwischen den Polarisationrichtungen des Abfrage-
und Pumpstrahls einen Magic Angle von 54, 7° einzustellen. Damit kann ein Signalverlust
durch Orientierungsrelaxation vermieden werden [Men07].

Der abgeschwéchte Pumpstrahl wurde anschlielend iiber eine variable Verzogerungsstrecke
(delay line) gefiihrt. Diese bestand aus einem mittels Schrittmotor getriebenen Verschiebetisch,
auf dem ein Spiegel-Paar befestigt war. Dieses Spiegel-Paar fungierte als Retroreflektor und
reflektierte den Strahl parallel zum einfallenden Strahl zuriick. Das Spiegelpaar konnte par-
allel zur optischen Achse des einfallenden/reflektierten Strahls verschoben werden, was eine
programmgesteuerte Verdnderung des optischen Pumpstrahl-Weges ermoglichte. So konnte
der Pump-Puls kontrolliert gegeniiber dem Probe-Puls verschoben werden. Eine Verschiebung
des Retroreflektors um den Weg s einer entsprach einer zeitlichen Verschiebung zwischen
Pump- und Probe-Puls von At = 2—0‘9 In den vorliegenden Messungen wurde eine minimale
Schrittweite von s = 3 wm gewahlt, was einer zeitlichen Auflésung der Ausbleich-Abklingkurven
von At = 20fs entspricht.

Danach wurde der Pumpstrahl in eine Linse der Brennweite f = 140 mm so durch die Messkii-
vette fokussiert, dass der Fokus ca. 2cm hinter dem Fokus des Abfragestrahls lag. Zusétzlich
wurde der Fokusdurchmesser des Pumpstrahls mit 200 um doppelt so grofl gewéhlt, wie der
des Abfragestrahls. Damit konnte sichergestellt werden, dass der Abfragestrahl wiahrend seines
Weges durch die zu untersuchende Losung allzeit durch ein vom Pumpstrahl anndhernd
homogen ausgeleuchtetes Volumen lauft. Nach der Transmission durch die Lésung wurden die
Reste des Pumpstrahls in einer Strahlfalle absorbiert.

Aufbau der Abfragestrahl-Strecke Der im OPA nicht wechselwirkende Anteil des Ausgangs-
lichts mit A = 800 nm wurde zur Weifllichterzeugung fiir die Erzeugung eines Abfragestrahles
verwendet. Dazu durchlief das Licht zuerst das innere Chopperrad und wurde so mit einer
Frequenz von fprope = % - 319 Hz = 286 Hz moduliert. Anschlieflend wurde der Strahl analog
zum Pumpstrahl durch einen Abschwécher, bestehend aus %—Pléttchen und Strahlteilerwiirfel,
gefithrt. Da die Lichtpulse beim Durchgang durch die optischen Komponenten des OPA
Dispersion und somit eine Verbreiterung erfahren, wurden sie nach dem Abschwécher in einem
Pulsshaper komprimiert. Dies geschah wieder durch die Kompensation des linearen Chirps.
Durch die kiirzere Pulsdauer ergab sich zuséatzlich eine hohere Pulsspitzenleistung, die zu einer
effizienteren Weifllichterzeugung genutzt werden konnte.

Zur Weifllichterzeugung wurde das Licht (Ep,s ~ 90 pJ) mit einer Linse der Brennweite
f =80mm durch eine Rotationskiivette mit schwerem Wasser (D20) gestrahlt. Das schwere
Wasser eignet sich hervorragend fiir die Weifllichterzeugung, weil es eine hohe Konversionseffi-
zienz aufweist und thermisch bzw. chemisch stabil ist [Els00, Gre08]. Durch die Drehung der
Rotationskiivette und die zusétzlich damit einhergehende Durchmischung wurde die thermi-
sche Belastung des D2Os gesenkt. Damit lassen sich stabile Weifllichtpulse mit Wellenléngen
von 400 nm bis weit in den IR-Bereich generieren, die keine wesentlichen spektralen oder
energetischen Fluktuationen aufweisen [The06, Gre08]. Das erzeugte WeiBlicht wurde durch
eine zweite Linse der Brennweite f = 60 mm kollimiert und in einen weiteren Pulsshaper
gefiihrt.

In diesem Pulsshaper wurde die spektrale Aufspaltung des Strahls durch das Gitter genutzt,
um mit Hilfe einer Blende den Abfragestrahl mit einer spektralen Breite von AXA = 14nm
aus dem WeiBlichtspektrum zu schneiden. Dieser wirkte also als Monochromator. Gleichzeitig
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wurde die Pulsdauer durch lineare Chirpanpassung fiir den Probenort (Messkiivette) optimiert.
Der Abfragepuls besafl nach dem Pulsshaper noch eine Energie von E,,.qp ~ 40 pJ.

Aus diesem Strahl wurde als Referenzsignal fiir die Lock-In-Filterung ein Anteil von ca. 15 %
per Strahlteiler ausgekoppelt und zur Referenzphotodiode gefiihrt. Der {ibrige Abfragestrahl
wurde mittels einer Linse der Brennweite f = 100 mm durch die Messkiivette fokussiert, wobei
ein von der transienten Absorption der Losung abhéngiger Teil des Strahles durch die Losung
lief. Dieses Licht wurde abschliefend durch eine Linse der Brennweite f = 100 mm kollimiert
und auf die Signalphotodiode gefiihrt.

Spektral- mittlere Lei- | Pulsdauer Repetitions- | Fokusdurch-
bereich stung rate messer
Anregungs- | 600 —675nm | 1 mW 90fs — 100fs | 1kHz 200 pm
strahl
Abfrage- 600 — 750 nm | 30 pW 120fs—150fs | 1kHz 100 pm
strahl

Tab. 5.4: Uberblick iiber die Parameter des Abfrage- und Anregungsstrahls

Pump-Probe-Messprinzip und Lock-In-Filterung Zur Bestimmung der Ausbleichung ei-
ner Losung wurde der detektierte Intensitdtsanstieg des Abfragestrahls beziiglich des vor-
her abgeteilten Referenzstrahls ermittelt. Dabei wurde vor der Messung die Intensitdt des
Referenzstrahls so an die des Abfragestrahls angepasst, dass das Differenzsignal zwischen
Signal(Abfragestrahl)- und Referenzphotodiode ohne Pump-Probe-Wechselwirkung Null ergab.
Damit erhélt man ein untergrundfreies Ausbleichsignal. Durch eine kontrollierte Verénde-
rung der zeitlichen Abstdnde zwischen Anregungs- und Abfragepuls konnte der transiente
Absorptionsverlauf (Abklingzeit der Ausbleichung) gemessen werden. Die maximal messbare
Abklingzeit wurde durch die Lange der Verzogerungsstrecke bestimmt, wobei die zeitliche
Auflésung der Pulsdauer des Probepulses entsprach. Zusammen mit der spektralen Auflésung
der Pump-Probe-Messung, die sich im Wesentlichen durch die spektrale Breite des Probepulses
ergab, stellten diese Groflen die wesentlichen Messparameter der Pump-Probe-Messung dar.
In Tabelle 5.5 wird ein abschlieBender Uberblick iiber diese Parameterwerte gegeben.

zeitliche Auflésung
120fs — 150 fs

max. messbare Abklingzeit
400 ps

spektrale Auflésung
12nm

Tab. 5.5: Uberblick iiber die fiir die Abklingzeit-Messung wichtigen Parameter der Pump-Probe-
Apparatur

Durch Puls-zu-Puls-Instabilitdten des Lasers, Storfrequenzen des Raumlichts, natiirliches
Rauschen und Intensitdtsschwankungen bei der Weifllichterzeugung wurde das Messsignal
jedoch stark gestort. Daher musste es aus dem stark verrauschten Gesamtsignal gefiltert werden.
Durch die sehr kurzen Pulse des Pump- und Probestrahls mit relativ hoher Pulsfrequenz (1 kHz)
war eine Filterung durch eine Sample-and-Hold-Methode mit zeitlichem Gate (Torbreite)
schlecht moglich. Stattdessen wurde der Pump- und Probestrahl als Quasi-Dauerstrichbetrieb
(continious wave, cw) aufgefasst. Durch die Amplituden-Modulation der beiden Strahlen mit
einer bekannten Frequenz durch einen Chopper konnte das Signal nach der Lock-In-Methode
gefiltert werden.
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Der Lock-In stellt einen extrem schmalbandigen Bandenpassfilter dar und beruht auf dem
Prinzip der Orthogonalitit der Sinusfunktionen im Frequenzraum. Der Chopper moduliert die
Strahlen des Messsignals (Pump- und Probestrahlen) trapezformig (Superposition verschiedener
Sinus-Funktionen). Gleichzeitig werden am Chopper durch Gabellichtschranken ebenfalls
trapezformige Referenzwellen gleicher Frequenz v,y zur Pump- und Probestrahl-Modulation
erzeugt. Im Lock-In-Verstarker wird dieses Referenzsignal mit dem Messsignal Uy, gleicher
Phase (Ag = 0) multipliziert. Das Produktsignal wird abschlieflend durch einen Tiefpass der
Grenzfrequenz % geglittet. Rechnerisch ergibt sich fiir das Ausgangssignal im vereinfachten
Betrachtungsfall einer einfachen sinusférmigen Modulation somit:

. t+T
Usput =7 / Sin(27vpef - 5 + Ag) - Upn(s) ds
t
= Uput(t) x Uin(s) RN Ap=0 A Up(s)=-sin2mf - s)

Es tragen also nur die innerhalb der Integrationszeit T' zu den Zeitpunkten s aufgenommenen
Signale Ujy, (s) zum Ausgangsignal bei, die die Modulationsfrequenz v,y und die Phase des
Referenzsignals ¢ besitzen, sprich das Messsignal. Sdmtliche anderen Storsignale werden
unterdriickt.

Da der gechopperte spétere Probestrahl eine Weifllichterzeugung durchlief, in der Intensitéts-
schwankungen auftraten, kam es zu einem Storanteil, der die Frequenz des Messsignals aufwies
und so nicht herausgefiltert werden konnte. Deshalb wurden Probe- und Pumpstrahl mit leicht
unterschiedlichen Frequenzen moduliert, wobei sich das Wechselwirkungssignal (Ausbleichung)
als Schwebung der beiden Frequenzen ergab. Aus den beiden Lock-In-Referenzsignalen fiir die
Probe- und Pumpstrahlmodulation wurde durch Subtraktion eine entsprechende Referenz-
Schwebung generiert. Durch die Lock-In-Filterung mit dieser zusétzlichen Schwebungsfrequenz
war es somit moglich, die mit der Probestrahl-Modulation korrelierenden Stérungen des
streuenden WeiBlichts starker zu unterdriicken.

5.1.2 Bestimmung und modellbezogene Interpretation der
Lebensdauerkomponenten

Als Probe wurde wieder Eumelanin in (0,1M)NaOH-Lésung verwendet. Um ein gutes Mess-
signal zu erzeugen, wurde eine Kiivette mit einer durchstrahlten Linge von d = 2mm als
Probenbehélter ausgewéhlt. Die Eumelanin-Konzentration wurde so eingestellt, dass sie bei
dieser Schichtdicke und einer Wellenlédnge A\ = 650 nm eine Absorption von OD = 1,0 besaf.
Der Singnal-Offset zwischen Signal- und Referenzphotodiode wurde nach jedem Wechsel der
Anregungswellenldnge neu abgeglichen. Nach der Pump-Probe-Messung wurde die Messung
des Absorptionsspektrums wiederholt, um zu kontrollieren, ob die Lésung keine bleibende
Ausbleichung erlitten hat. Wie in Abbildung 5.2 zu sehen ist, wurde eine geringe Ausblei-
chung im langwelligen Spektralbereich beobachtet, die wahrscheinlich dem in Abschnitt 4.3.3
beschriebenen zeitlichen Ausbleicheffekt zugeordnet werden kann.

Wie im Grundlagenteil in Abschnitt 2.1.3 beschrieben, ist die Bestimmung von Zustandslebens-
dauern immer an ein Modell gekoppelt. Im vorliegenden Fall wurde das Kaskadenmodell als
Grundlage fiir die Interpretation der durch die Pump-Probe-Messung ermittelten Abklingzeiten
genutzt.

Nach dem Kaskadenmodell existieren im Eumelanin-Aggregat eine Vielzahl von Anregungszu-

72



5 ERWEITERUNG DES MODELLS UND NACHWEIS DER SCHRITTWEISEN TPEF
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Abb. 5.2: Absorptionspektrum von Eumelanin in (0,1M)NaOH-Lésung mit einer eingestellten
Absorption von ODgpym = 1,0 bei A = 650 nm vor (schwarz) und nach (rot) den Pump-
Probe-Messungen. Dabei wurde eine leichte Ausbleichung der Loésung beobachtet,
die wahrscheinlich dem in Abschnitt 4.3.3 beschriebenen zeitlichen Ausbleicheffekt
entspricht.

stdnden mit verschiedenen Anregungsenergien und separaten Grundzustdnden. Dabei kénnen
die einzelnen Anregungszustinde untereinander mittels Energietransfers wechselwirken, wo-
durch sich eine kaskadenférmige Relaxation von Anregungszustinden hoher Ubergangsenergi-
en zu Anregungszustinden mit niedrigen Ubergangsenergien vollzieht. AuBerdem wurde im
Abschnitt 4.3.4 gezeigt, dass abhéngig von der Photonenenergie des Anregungslichts unter-
schiedliche Relaxationswege parallel zur Relaxation entlang der Kaskade beobachtet werden
kénnen.

Aufgrund dieser komplexen spektroskopischen Relaxationskinetik wurden die in Tabelle 5.6
aufgelisteten Kombinationen von Anregungs- und Abfragewellenldngen verwendet, um einen,
im Rahmen des Kaskadenmodells, sinnvollen Uberblick iiber die vorkommenden Lebensdauern
der Anregungszustinde zu erlangen.

Wie in der Tabelle ersichtlich, wurden einerseits die transienten Absorptionen direkt am spek-
tralen Anregungsort abgefragt. Im Rahmen des Kaskadenmodells entspricht das einer Abfrage
der durch Licht angeregten Zustdnde. Andererseits wurden die transienten Absorptionen
in einer spektral rotverschobenen Entfernung von AA = 50nm beziiglich der Anregungs-
wellenldnge gemessen. Nach dem Kaskadenmodell sollten dort nur transiente Absorptionen
messbar sein, wenn es einen Energietransfer vom angeregten Zustand zu diesem abgefragten
Anregungszustand gibt. Die Idee dahinter bestand im Nachweis einer Relaxation entlang der
Kaskade und der Untersuchung der Ubergangsrate (Energietransferrate) entlang der Kaskade.

Apump | 600 nm 625 nm 650 nm 675 nm
Aprobe | 600nm  650nm | 625nm 675nm | 650nm 700nm 750nm | 675nm 725nm

Tab. 5.6: Ubersicht iiber die in den Pump-Probe-Messungen verwendeten Anregungs- und Abfra-
gewellenldngen

Die gemessenen und in den Abbildungen 5.3 und 5.4 dargestellten Kurven der transien-
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ten Absorptionen wurden im Falle einer Ausbleichung invertiert. Nur bei der gemessenen
Anregungszustandsabsorption (Excited State Absorption, ESA) bei Apymp = 650nm und
Aprobe = 7501nm in Abbildung 5.4 wurde auf eine invertierte Darstellung verzichtet.

Diese Abklingkurven kénnen, wie in Abschnitt 2.1.3 erldutert, als Summe mehrerer Kompo-
nenten aufgefasst werden.

A absorption / a.u. A absorption / a.u.

A absorption / a.u.

3
A =600nm, A_. =600nm
| pump probe
24
14
0
01 1 10 100
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I I R
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Abb. 5.3: Gemessene Abklingkurven (schwarz) der Ausbleichung von Eumelanin in (0,1M)NaOH-
Losung bei Anregung und Abfragung der angegebenen Wellenlédnge Apymp und Aprope
und den angefitteten Abklingfunktionen (rot). Alle hier gezeigten Abklingkurven
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Abb. 5.4: Fortgesetzte Darstellung der gemessenen Abklingkurven (schwarz) einer Anregungszu-
standsabsorption (oben links) und von Ausbleichungen von Eumelanin in (0,1M)NaOH-
Losung bei Anregung und Abfragung der angegebenen Wellenlédnge A,ymp und Aprope
und den angefitteten Abklingfunktionen (rot). Die hier gezeigten Abklingkurven der
Ausbleichung wurden invertiert.

Im Rahmen des Kaskadenmodells ist es dabei durchaus plausibel, dass bei jeder Probe-
Wellenlénge mehrere Komponenten mit spezifischen Lebensdauern zu finden sind. Nach
dem Modell steht jede dieser gefundenen Komponenten fiir eine der parallel stattfindenden
Relaxationen. Deshalb wurden nach dem Vorbild von Gleichung 2.17 als Fit-Funktionen
Summen von einfach-, zweifach- oder dreifach-exponentielle Abklingfunktionen gewéhlt:

t—tg t—tg t—tg

y=yo+Ai-e T +Ay-e = +A3-e 7 (5.1)

Die Groflen tg und yg reprasentieren dabei den Zeit- bzw. Messgroflen-Offset. Der Wert von
to wurde auf den jeweiligen Startpunkt des zu fittenden Abfalls festgelegt. Der yo-Offset
konnte als transiente Absorption mit einer Abklingzeit auflerhalb des Messbereichs 7 = 400 ps
aufgefasst werden, da durch den Vergleich der Absorption der Eumelanin-Losung vor und
nach der Pump-Probe-Messung kein permanentes Ausbleichen beobachtet werden konnte.

Jeder der Exponentialterme (A, - e_%) steht fiir einen spezifischen Relaxationsweg, dessen
Lebensdauer 7, oder Ubergangsrate kq_,; = 1/7, eine Amplitude der Gréfie A, zur Summe
beisteuert.

Um zu bestimmen, aus wie vielen parallel ablaufenden Relaxationen die Abklingkurve gebildet
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wird, wurde das minimal notwendige Set an Exponentialtermen abgeschitzt. Dazu wurde die
gemessene Kurve zuerst mit einer einfach-exponentiellen Abklingfunktion gefittet und nur dann
schrittweise um einen Exponentialterm erweitert, wenn dadurch der Abweichungspriifwert
X2ep/DoF um 10 % (Erfahrungswert) verringert werden konnte. Dabei ist x2_, die Summe
der quadrierten Messpunktabweichungen von der Fitkurve und DoF (Degree of Freedom,
Freiheitsgrad) die Differenz zwischen Messpunktanzahl und Anzahl der Fitparameter. Als
Programm fiir die Durchfithrung der Fits wurde dabei OriginPro der Firma OringinLab
Cooperation verwendet.

Auf den ersten Blick ist bei den Diagrammen in Abbildung 5.3 erkennbar, dass die transienten
Absorptionsverldufe auf der rechten Seite der Abbildung insgesamt schneller abklingen als
die auf der linken. Nach dem Kaskadenmodell wiirde das bedeuten, dass die direkt durch
Anregungslicht bevolkerten Anregungszustiande im Mittel langsamer relaxieren als die indirekt,
durch die Kaskade bevolkerten Zustdnde. Eine genauere Analyse ist jedoch erst mit den
ermittelten Lebensdauerkomponenten bzw. deren Amplituden moglich.

In Abbildung 5.5 sind im linken Diagramm die aus den Abklingkurven ermittelten Lebensdau-
ern 7, Uber der Probewellenldnge aufgetragen. Im rechten Diagramm sind die entsprechenden
Anteile (Amplituden) A,, an der einhiillenden Abklingkurve eingezeichnet. Die bei einer Abfra-
gewellenlénge festgestellte kiirzeste Zustandslebensdauer 71 und die dazugehorigen Amplituden
Aq wurden jeweils rot dargestellt. Langere Zustandslebensdauern und ihre Amplituden wurden
griin (12, A2) und schwarz (73, A3) eingezeichnet. Die quadratischen Symbole kennzeichnen
Werte, bei denen fiir die Anregung und die Abfrage die gleiche Wellenldnge verwendet wurde.
Bei Kreis-Symbolen wurde beziiglich der Abfragewellenldnge eine um 50 nm kiirzere Anre-
gungswellenléinge verwendet.
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Abb. 5.5: Ubersicht iiber die bestimmten Lebensdauern (links) und die dazugehdrigen Amplituden
(rechts). Es konnten fast immer drei Lebensdauer-Komponenten gefunden werden. Eine
liegt im Sub-Picosekundenbereich (rot) und zwei im Picosekundenbereich (griin und
schwarz). Rechteckige Symbole kennzeichnen Ergebnisse aus Pump-Probe-Messungen
bei denen die Probe- gleich der Pumpwellenldnge war. Kreis-Symbole markieren die
Ergebnisse, bei denen die Probe- beziiglich der Pump-Wellenldnge um mindestens
50 nm rotverschoben war. Die Markierung der Amplituden erfolgte auf die gleiche
Weise und kann so den jeweiligen Lebensdauerkomponenten zugeordnet werden.

Im linken Diagramm der Abbildung 5.5 ist erkennbar, dass fast immer drei unterschiedliche
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Lebensdauer-Komponenten gefunden wurden (siehe auch Tabelle 5.7). Dies gilt sowohl fiir
den Fall A\pump = Aprove als auch fir A\pump # Aprove- Die Werte decken sich gut mit den in
[Ye03] gefundenen Werten der globalen Lebensdauern fir Sepia-Melanin nach Anregung mit
der Wellenldnge Apump = 303nm (siche Tabelle 5.1).

T1 / ps To / ps | T3 / ps
0,6+02 35+1|33+7

Tab. 5.7: Ermittelte mittlere Abklingzeiten der Ausbleichung von Eumelanin in (0,1JM)NaOH im
spektralen Bereich von A = 600 nm — 650 nm (E,, = 2,07eV —1,91€V)

Bei der Interpretation der drei Lebensdauerkomponenten wird die oben genannte Beobachtung
der unterschiedlich langen Abklingzeiten der transienten Absorption zwischen den direkt durch
Anregungslicht bevolkerten Anregungszustanden (Apump = Aprove) und den durch die Kaskade-
relaxation bevolkerten Zustanden (Apump # Aprobe) Wichtig. Da bei letzteren die Amplitude der
kurzen Lebensdauerkomponenten deutlich hoher liegt als bei den direkt angeregten Zusténden,
wird die kiirzeste Lebensdauerkomponente der Relaxation durch die Kaskade zugeordnet.
Die bei direkt angeregten Zustdnden (Apump = Aprobe) meist deutlich starker ausgepragten
langeren Lebensdauerkomponenten reprasentieren wahrscheinlich parallel zur Kaskade statt-
findende Relaxationen bzw. angeregte Zusténde, die nicht iiber die Kaskade relaxieren kénnen
und somit iiber alternative, weniger effektive Wege relaxieren. Hinter solchen Anregungszu-
stdnden konnten sich z.B. m-Systeme verbergen, die isoliert, das heifit aulerhalb der kritischen
Energietransfer-Radien von anderen 7- und Aggregat-Systemen liegen.

Anscheinend werden aber auch wéhrend der Relaxation durch die Kaskade kleinere An-
teile von langlebigen Zustdnden bevolkert, die als Zwischenzustédnde fiir eine schrittweise
TPEF in Frage kommen. Interessant ist in diesem Zusammenhang die gemessene ESA
bei Aprope = 750nm (E,, = 1,65eV), die anzeigt, dass bei dieser Wellenléinge Zustén-
de einer 2. Stufe angeregt werden. Leider konnten aus den in Abschnitt 5.1.1 genannten
technischen Griinden (spektrale Bandkanten der Spiegelbeschichtungen) keine Probung bei
Aprobe = 780nm (Ep,, = 1,59¢€V) oder langeren Wellenldngen durchgefiithrt werden, um zu
priifen, ob sich der Trend zu ldngeren Lebensdauerkomponenten fortsetzt. Aber aus den Pump-
Probe-Messungen von Ye [Ye03] ist eine ESA fiir Sepia bei Aprope = 800nm (Ep, = 1,55€V)
nach Anregung bei A\pymp = 303nm (E,;, = 4,1eV) bekannt. Auch wenn die Lebensdauern der
Zwischenzustidnde zu klein sind, um eine TPEF mit ns-Pulsen zu erkédren, konnen beide ESAs
Indizien fiir eine mogliche schrittweise TPA von Zwischenzustdnden mit Anregungsenergien
Ep, < 1,6eV darstellen.

Wie oben schon erwihnt, stellen auch die bei den Abklingkurven beobachteten Offsets (yo-
Komponenten) langlebige Anregungszustinde dar. Deren Lebensdauer tibersteigt den zeitlichen
Messbereich von 7,4, = 400 ps. Dabei kann die Hohe des Offsets als Amplitude der langlebigen
Zustande aufgefasst werden. Wie bei den von Ye beschriebenen Pump-Probe-Messungen
konnten auch in den durchgefithrten Messungen yo-Offsets gefunden werden (siehe Tabelle
5.8). Obwohl sie keine grofien Amplituden aufweisen, kann festgestellt werden, dass die Am-
plituden der langlebigen Zustdnde mit langer werdender Pumpwellenlédnge ansteigen.Wie bei
den ermittelten Lebensdauerkomponenten zeigt sich, dass die Amplituden der langlebigen
,Offset“-Zustédnde bei direkter Anregung grofler sind, als wenn sie durch Relaxation bevolkert
werden.

Einen Ausreifler stellt in diesem Zusammenhang die Messung bei der Probewellenléange
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Aprobe = 750nm (Ep, = 1,65€eV) dar, die keinen yo-Offset aufweist. Dies kénnte auf die in
der transienten Absorption sichtbaren, parallel zur ESA stattfindende Ausbleichung zuriickzu-
fithren sein. Deren langlebige Anteile (Offsets) konnten sich mit denen der ESA gegenseitig
aufheben (siche Abbildung 5.4).

Aprobe 600nm | 625nm | 650nm | 675nm | 700nm | 725nm 750 nm
Apump = Aprove | 0 0,14+0,1 | 0,4+0,1 | 0,4£0,1 | - - -
Apump 7 Aprove | - - 0,14+0,1 | 0,1+0,1 | 0,3£0,1 | 0,44+0,1 | O

Tab. 5.8: Ubersicht iiber die Amplituden der in den Abklingkurven der transienten Absorption
gefundenen yo-Offsets. Die Zeile Apump 7# Aprobe gibt die yo-Werte der Messungen
wieder, bei denen die Probewellenldnge um 50 nm linger war als die Pumpwellenldnge
(Apump = Aprove — 50nm). Die Offsets représentieren Anregungszustandslebensdauern,
die oberhalb des zur Verfiigung stehenden zeitlichen Messbereichs von 7,4, = 400 ps
liegen.

Im Zusammenhang mit der nach dem Kaskadenmodell existierenden Ausdiinnung der An-
regungszustandsdichte der Kaskade zu Anregungszustinden mit geringeren Ubergangsener-
gien hin entsteht abschlieend die Frage, warum zu ldngeren Probewellenldngen hin keine
Verldngerung der kurzen Lebensdauerkomponente beobachtet wurde. Ersichtlich ist zwar,
dass die Lebensdauern von Anregungszustinden mit Ubergangsenergien Ey, < 1,77eV
(Aprobe = 700nm) groBer werden, allerdings ist nicht erklérlich, warum die Lebensdauern
im Bereich A = 600 nm — 650 nm (E,, = 2,07eV — 1,91 eV) konstant erscheinen. Diese Frage
kann durch eine genauere Betrachtung der Relaxation und des Messprinzips beantwortet
werden.

Wenn die kiirzeste Lebensdauerkomponente der Relaxation entlang der Kaskade zugeordnet
wird, kann diese Zeitkomponente als eine mittlere Transitdauer der Ausbleichung durch das
spektrale Probe-Fenster der Breite A\,,pe = 12nm aufgefasst werden [See08]. Daraus kann
auf eine mittlere Relaxationsgeschwindigkeit (Energietransferrate) (kpr) entlang der Kaskade
geschlossen werden. Eine Veranschaulichung ist in Abbildung 5.6 fiir eine Relaxation nach
der Anregung mit der Pumpwellenldnge \pymp = 650 nm (E,;, = 2,06eV) und Abfragung der
Ausbleichung bei Appope = 700nm (E,p, = 1,77eV) gegeben.

probe-window

0.0 T T 1
600 700 800
A/ nm
Abb. 5.6: Wanderung des Ausbleichens der Grundzustandsabsorption in den langwelligen Bereich
durch Relaxation der angeregten Zustinde entlang der Kaskade.
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5 ERWEITERUNG DES MODELLS UND NACHWEIS DER SCHRITTWEISEN TPEF

Betrachtet man entsprechend dem Modell die Relaxationsgeschwindigkeit iiber die Anregungs-
energie der Kaskadenzustidnde, ist das aus photonen-energetischer Sicht schmaler werdende
Probe-Fenster in Richtung von Zustdnden niedrigerer Anregungsenergien zu berticksichtigen.
Die mittlere Relaxationsgeschwindigkeit (kgr) ergibt sich zu:

AFE, . op
k _ T prodve
(kpT) -
1240% 1 1
<kET> = o < AN robe - AN robe (52)
71 >\probe + Ié )‘PTObe - pZ

Dabei bezeichnen AE,, . die energetische Breite des Probe-Fensters, 7 die kiirzeste Lebens-
dauerkomponente, \,.qpe die jeweilige Probe-Wellenldnge und AMy, o5 = 121nm die Breite des
Probe-Fensters als Wellenldngenbereich . In Abbildung 5.7 ist der aus den kiirzesten Zeitkompo-
nenten (71) berechnete Verlauf der mittleren Relaxationsgeschwindigkeit dargestellt. Es ergibt
sich der nach dem Modell erwartete Abfall in Richtung der Zusténde niederer Anregungsenergie.
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0.00 J———eer e
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<kEr> / eV/ps

ph,probe

Abb. 5.7: Zuordnung der aus den 7;-Komponenten berechneten mittleren Ubergangsraten zu
den Photonenenergien des verwendeten Probelichts. Es ist ein linearer Abfall der
Ubergangsrate in Richtung der Anregungszustinde niedrigerer Energie zu beobachten.

Werden die gewonnenen Daten im Rahmen des Kaskadenmodells interpretiert, kann zusam-
menzufassend festgestellt werden, dass im Eumelanin durch Anregung mit Licht im roten
VIS-Bereich immer mehrere Relaxationswege (Lebensdauerkomponenten) beobachtet wer-
den. Dabei geschieht die Relaxation bei Anregungsenergien von Epp, prope = 2,6€V — 1,65V
im wesentlichen iiber schnelle Prozesse, die sich durch eine Lebensdauerkomponente mit
71 = 0,6 £ 0,2 ps ausdriicken und als mittlere Energietransferrate (kgr) interpretiert wur-
de. Diese mittlere Energietransferrate féllt in Richtung von Anregungszustinde niederer
Anregungsenergien ab, was nach der laut Kaskadenmodell existierenden Verringerung der
Zustandsdichte in Richtung von Anregungszustinden niederer Anregungsenergien zu erwarten
war.

Im gesamten Messbereich sind Zustédnde mit Lebensdauern im Bereich 7 = 40 ps zu finden,
die allerdings noch keine schrittweise TPE mit Laserpulsen im ns-Bereich erkldaren koénnen. Es
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sind jedoch auch Offsets der Ausbleichsabklingkurven zu beobachten, die Anregungszustiande
mit Lebensdauern auflerhalb des zeitlichen Messbereichs von 7,4 = 400 ps reprasentieren. Die
Amplitude dieser langen Zustandslebensdauern wéchst in Richtung von Anregungszustédnden
niederenergetischer Anregung an. Dieses Verhalten ldsst sich parallel zum beobachteten Anstieg
der ermittelten Lebensdauern als Zeichen fiir die Zunahme langlebiger Anregungszustinde
bei Anregung im roten VIS-Bereich interpretieren. Zusétzlich wurde bei einer Anregung mit
Photonen der Energie Epj prope = 1,65€V eine Anregungszustandsabsorption beobachtet,
die einen Hinweis auf eine schrittweise 2-Photonen-Anregung darstellen kénnte. Allerdings
muss auch festgehalten werden, dass ein direkter Nachweis von Anregungszustidnden mit
Lebensdauern im ns-Bereich mit den hier vorgestellten Pump-Probe-Messungen nicht erbracht
werden konnte. Dabei gibt es aber zu berticksichtigen, dass durch die Pump-Probe-Messungen
nur die dominierenden Relaxationsprozesse messbar sind. Diese Prozesse stehen mit dem
vorgeschlagenen Kaskadenmodell im Einklang.

Es ist jedoch wahrscheinlich, dass neben den an der Kaskade beteiligten Zustinden auch
isolierte Zusténde existieren, die deutlich lingere Lebensdauern besitzen und eine schrittweise
2-Photonen-Anregung erméglichen. Auflerdem kann es sein, das sich der beobachtete Trend zu
langeren Lebensdauern bei Verschiebung der Anregung zu langen Wellenlédngen verstérkt, so
dass bei Anregungswellenldngen um A = 800nm (E,, = 1,55eV) mittlere Lebensdauern im
ns-Bereich erreicht werden.

Um zu iberpriifen, ob Eumelanin Gber die Mdéglichkeit einer schrittweisen TPEF verfiigt,
muss also ein anderes Messverfahren angewendet werden, welches méglichst spezifisch nur den
Fluoreszenzprozess beleuchtet.

AE

Abb. 5.8: Ausschnitt aus dem vermuteten Zustandsmodell fiir das Eumelanin. Eingezeichnet sind
die sich aus den gefundenen Lebensdauerkomponenten ableitenden Ubergangsraten
k1, ko, ks fiir die jeweilig verwendete Anregungsenergie (Epp probe). Die Ubergangsrate
ky steht fir die jeweilige Existenz eines yo-Offsets und einer damit indirekt nachgewie-
senen langsameren Relaxationskomponente. Die Amplitudenverhéltnisse zwischen den
jeweiligen Lebensdauerkomponenten spiegeln sich in den verwendeten Strichstérken
der die Ubergéinge markierenden Pfeile wider. Dabei ist die Abnahme der mittleren
Ubergangsrate k; entlang der Kaskade in Richtung von Anregungszustinden niedrigerer
Anregungsenergien erkennbar. Korrelierend dazu finden mehr Relaxationen tiber andere
Wege statt (per Internal Conversion, Vibronische Relaxation, Quenching), die sich in
den zunehmenden Amplituden der Ubergangsraten ks, k3 und k4 widerspiegeln.
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5 ERWEITERUNG DES MODELLS UND NACHWEIS DER SCHRITTWEISEN TPEF

5.2 2-Photonen-Angeregte-Fluoreszenz des Eumelanins bei
Anregung mit Licht unterschiedlicher Wellenlangen und
Pulsdauern im ns-Bereich

Nachdem die Relaxationsprozesse der Anregungzustinde der 1. Stufe mit Hilfe von linear-
spektroskopischer Methoden und von Pump-Probe-Messungen erforscht wurden, sollen nun
die Anregungszustinde der 2. Stufe und deren Anregungs- und Relaxationsprozesse mit Hilfe
der 2-Photonen-Angeregten-Fluoreszenz untersucht werden.

Uber diese Zustinde und Prozesse ist bisher wenig bekannt. Die wenigen und grundlegenden
Arbeiten zu diesem Thema stammen von Teuchner et al. [Teu99, Teu00, Teu03]. Bei den
beschriebenen Messungen wurden u.a. Losungen von synthetischem Eumelanin in 1 molarer
Kalilauge mit fs-Laserpulsen bei Acye = 800 nm zu einer nichtlinearen Fluoreszenz (TPEF)
angeregt. Dabei wurde beobachtet, dass das TPEF-Spektrum des Eumelanins gegen das
OPEF-Spektrum bei Anregung mit Ae,. = 400 nm rotverschoben ist.

Diese Beobachtung implizierte, dass Eumelanin iiber eine schrittweise TPE zur Fluoreszenz
angeregt werden kann. Denn da bei einem schrittweisen 2-Photonen-Anregungsprozess ein
Anregungszustand der 2. Stufe bevélkert wird, der iiber andere Prozesse relaxiert als ein mit den
gleichen zwei Photonen simultan angeregter Zustand der 1. Stufe, wire ein Unterschied zwischen
den Spektren erklérlich. Weiterhin wiirde die héhere Anregungseffizienz einer schrittweisen
2-Photonenanregung gegeniiber der simultanen die Anhebung der Eumelanin-TPEF gegeniiber
Fluorophoren, welche nur zu einer simultanen TPEF fahig sind, erkléren.

Unterstiitzt wurde diese Idee wahrscheinlich durch die Tatsache, dass Eumelanin sowohl
bei Aeze = 800nm als auch bei Aeze = 400nm eine Absorption besitzt. Das heifit, dass
reale Anregungszustinde mit Ubergangsenergien von E,, = 1,55V aber von E,, = 3,1eV
existieren. Daher lag es nahe, eine schrittweise Anregung mit zwei Photonen der Energien
E,p =1,55€V ( Aege = 800nm) fir moglich zu halten. Dabei sollte zuerst der Zustand mit
der Ubergangsenergien von E,, = 1,55eV angeregt werden, von dem aus mittels Absorption
eines zweiten Photons ein Ubergang in den Zustand mit der Gesamiibergangsenergien von
E,, = 3,1eV stattfindet. Die beobachtete Rotverschiebung wurde als vibronische Relaxation
des Zwischenzustandes vor dem Ubergang in den zweiten Anregungszustand interpretiert.

Auf den zweiten Blick ist ein direkter Ubergang vom Anregungszustand der 1. Stufe (der
Ubergangsenergie E,, =1,55€V) in den Anregungszustand der hoheren Ubergangsenergie bei
Epn, = 3,1V nicht méglich, da es sich jeweils um Anregungszustinde der 1. Stufe unterschied-
licher Absorber handelt. Geht man von einer echten Anregungszustandsabsorption von einem
mit F,, = 1,55eV angeregten Zustand aus, bevolkert man einen Anregungszustand 2. Stufe
der Gesamtiibergangsenergie E,, = 3,1V, dessen Relaxationswege denen des Anregungszu-
standes 1. Stufe der gleichen Gesamtiibergangsenergie E,;, = 3,1V nicht &hnlich sein miissen.
Trotzdem steckt in dieser Vermutung ein interessanter Ansatz. Geht man, wie im Kaskaden-
modell angenommen, davon aus, dass die an der Kaskade beteiligten Zustdnde untereinander
Energie transferieren konnen, ist es auch moglich, dass es zu einem Energietransfer von den
Anregungszustanden der 2. Stufe zu den energetisch dquivalenten Anregungszustdnden der 1.
Stufe kommt (siche Abbildung 5.10).

Geht man von dieser Kopplung aus und nimmt aulerdem an, dass in einem gréfleren Spek-
tralbereich Anregungszustandsabsorptionen angeregt werden koénnen, sollte eine dhnliche
Abhéngigkeit des TPEF-Maximums von der Anregungswellenldnge beobachtet werden wie
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Abb. 5.9: Spektren der OPEF (durchgezogen) und TPEF (Kreissymbole) von synthetischem
Eumelanin in (1,0M)KOH-Losung nach [Teu99|. Die Spektren dhneln einander in der
spektralen Breite und Lage, wobei das TPEF- gegeniiber dem OPEF-Spektrum ein
rotverschobenes Maximum aufweist.

bei den OPEF-Spektren in Abschnitt 4.3.4. Um diese Vorstellung zu priifen, wurden deshalb
gezielt Messungen der 2-Photonen-Angeregten-Fluoreszenz bei unterschiedlichen Anregungs-
wellenldngen durchgefiihrt.

Da bei den OPEF-Spektren grofierer Eumelanin-Aggregate gegentiber kleinen ebenfalls eine
leichte Rotverschiebung beobachtet wurde, bietet auch eine Anderung im Unterschied der
Anregungseflizienzen zwischen verschieden groflen Aggregaten eine mogliche Erklarung fiir die
beobachtete Rotverschiebung bei Verdnderung der Anregungsart von OPE zu TPE. Deshalb
wurden analog zu den OPEF-Messungen verschieden schwerer Eumelanin-Aggregate auch
die TPEF-Spektren von unterschiedlich schweren Eumelanin-Aggregate aufgenommen und
ausgewertet.

5.2.1 Konfokale Apperatur zur Messung von TPEF-Spektren von Eumelanin mit
unterschiedlichen Anregungswellenlangen

Die entwickelte Messapparatur wurde so ausgelegt, dass die Intensitétsverhaltnisse zwischen
mit verschiedenen Wellenlangen angeregten Fluoreszenzspektren bestimmt werden konnten.
Dabei sollte ein Wechsel der Anregungswellenldnge nur ein Minimum von Verdnderungen im
Messaufbau erforderlich machen. Deshalb wurde ein konfokaler Ansatz fiir die Anregungs-
bzw. Detektionsstrecke mit einem Farbstofflaser als durchstimmbare Lichtquelle gewéhlt. Die
Entwicklung und der Aufbau der Apparatur fanden in der Firma Lasertechnik Berlin GmbH
(LTB) statt.

Laserquelle mit einstellbarer Wellenlange und Pulsen im ns-Bereich Die Anregungslicht-
quelle bestand aus einem Farbstofflaser, der mit dem Stickstofflaser gepumpt wurde. Bei
dem Stickstofflaser handelte es sich um den Typ MNL800 der Firma LTB [LTB09c|. Dieser
erzeugt kurze Laserpulse im nahen UV-Bereich (Aeze = 337,1nm), deren Energie hoch genug
war, um auch bei schlechteren Anregungseffizienzen einiger Laserfarbstoffe geniigend starke
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Abb. 5.10: Visualisierung des Unterschieds zwischen simultaner und schrittweiser TPA beziiglich
des angeregten Zustandes bzw. des angeregten Absorbers. Es wird vermutet, dass
es zu einem Energietransfer (ET) zwischen den beiden Anregungszusténden kommt.
Moglich wéren aber auch andere Relaxationswege durch Internal Conversion (IC)
oder Fluoreszenz (F).

Farbstofflaserpulse fiir eine messbare TPEF im gelosten Eumelanin zu erzeugen. Die Laserpara-
meter sind in Tabelle 5.9 zusammengestellt. Der Laser verfiigte weiterhin iiber einen optischen
Triggerausgang, der fiir eine Messung mit zeitliche Torbreite (Gate) notwendig war.

Bei dem verwendeten Farbstofflaser handelte es sich um einen UDL200 der Firma LTB [LTB09d]
mit transversaler Pumpgeometrie. Der Einsatz verschiedener Laserfarbstoffe in 1cm-Kiivetten
und einem Reflexionsgitter in Littrow-Anordnung ermoglichten die Erzeugung einer beliebigen
Laserwellenldnge im VIS bis IR. Zur Abdeckung des benétigten spektralen Anregungsbereichs
wurden die Laserfarbstoffe Pyridin 1, Pyridin 2 und Styryl 11 [Bra00] ausgewéahlt. Die Pulsener-
gie bei der jeweilig erzeugten Wellenldnge hing dabei von der Absorption des Laserfarbstoffes
bei der Sticklaserwellenldnge A = 337, 1 nm und seiner Fluoreszenzquantenausbeute ab.

Laser A AN Tpuls fpuls Epuls Qstrahl
Stickstoff- | 337, 1nm 0, 1nm 1,0ns 10H 2 320 pJ ~ 6 mrad
laser

Farbstoff- | 400nm — | 2nm 1,0ns 10Hz >8uJ ~ 10 mrad
laser 820 nm

Tab. 5.9: Parameter der verwendeten Stickstofl- und Farbstofllaser. Hierbei stehen \ fiur die
Laserwellenléinge, A fiir deren Halbwertsbreite, T} fiir die Pulsdauer, fpu, fir die
Pulsrate, Ey,;s fiir die Pulsenergie und a¢pqp fiir die Strahldivergenz.

Konfokaler Aufbau Da die im Eumelanin erzeugte TPEF sehr lichtschwach war und somit
leicht durch gestreutes Raumlicht gestort werden konnte, wurde der Messautbau eingehaust.
Um Streulicht aus dem Stickstofflaserstrahl auszublenden, wurde das Anregungslicht durch ein
RG1-Farbfilter-Fenster in die Messkammer eingestrahlt (siehe Abbildung 5.11) . Da sich die
Ausgangsintensitiat des Farbstofflaserstrahls wellenldngenabhéangig &ndert, wurde hinter dem
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Eintrittsfenster ein variabler Strahlteiler montiert. Kontrolliert wurde die Pulsenergie iiber ein
pyroelektrisches Energiemeter PEM100 der Firma LTB [LTB09a], dessen Sensor am Probenort
in den Strahlengang geschwenkt werden konnte. Unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen
Photonenenergien der einzelnen Anregungswellenldngen konnte so tiber die Messung der Puls-
energie und die jeweilige Abschwéchung des Strahls fiir alle Anregungswellenldngen die gleiche
Photonenflussdichte eingestellt werden.

Um die Anregungswellenldnge bestimmen zu kénnen, wurde ein Teil des Anregungslichts durch
eine Quarzfaser in ein Jobin-Yvone-Spektrometer des Typs CP140 mit CCD-Zeile als Detektor
gekoppelt. Die gemessenen Spektren-Daten konnten iiber eine USB-Verbindung direkt auf
dem Messcomputer dargestellt werden. Die spektrale Auflosung des Spektrometersystems lag
bei AN = 2nm. Die spektrale Kalibration des Spektrometers wurde durch den Abgleich mit
einem Linienspektrum einer Quecksilberlampen realisiert.

Fir die Einstellung der Anregungswellenldnge wurde der jeweilig nétige Laserfarbstoff ausge-
wahlt (siehe Tabelle 5.10) und in den UDL200 eingesetzt. Die Feineinstellung erfolgte iiber die
Verstellung der Gitterneigung im UDL200.

PC
s&h-card
SHM180

fiber spectrometer
ORIEL Multispec

L ©
23 16 channel PMT
I3 R5900U
z=
d black box | spectrometer
= é’:; | | Jobin-Yvone
E ~ =21 short pass filter CP140
o I3 variable SV0680 sample slide
i = beam-
RG1 filter ; energy sensor
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- mirror
A=700...820nm
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Abb. 5.11: Aufbau der Messapparatur zur Bestimmung der mit ns-Pulsen angeregten TPEF-
Spektren von Eumelanin mit verschiedenen Anregungswellenldngen

Um einerseits in einem breiten Bereich die Anregungswellenlédnge verdndern zu kénnen und
andererseits in einem spektral breiten, direkt anschlieSfenden Bereich die Fluoreszenz zur
Detektion umzulenken, wurde ein unter 45° durchbohrter Aluminium-Spiegel als Strahltei-
ler verwendet. Das Anregungslicht trat dabei durch ein zentrisch im Spiegel sitzendes Loch
und wurde anschlielend durch ein Mikroskopobjektiv auf die Probelésung in einer Kiivette
fokussiert. Als Mikroskopobjektiv wurde das PLN 10x /0.25 der Firma Olympus gewé&hlt
[Oly09]. Dieser Typ weist im Vergleich zu Objektiven hoher Numerischer Apertur einen langen
Arbeitsabstand von 18, 5 mm auf. Dadurch war eine bequeme Positionierung bzw. ein bequemer
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Wechsel der Probe und eine Fokussierung durch die Kiivettenwand der Probe moglich.

Durch die Strahldivergenz des Farbstofflasers besafl der Strahl beim Eintritt in das Mikrosko-
pobjektiv einen Durchmesser von ca. 5mm. Um den Anregungsstrahl genauer charakterisieren
zu konnen, wurden die Strahlkaustiken fiir die unterschiedlichen Anregungswellenldngen mit
einem Beamprofiler (WinCamD 14 bit) ausgemessen. Ein reprasentatives Ergebnis fiir die
verschiedenen Anregungswellenldngen ist anhand einer Messung bei A¢pe = 740nm in Ab-
bildung 5.12 dargestellt. Es ist erkennbar, dass der Strahlquerschnitt eine elliptische Form
besitzt. Zudem ist ein Astigmatismus zu sehen. Der Abstand der beiden Fokalebenen betrégt
ca. 100 um. Die mittleren Fokusdurchmesser 2 wq der verwendeten Wellenldngen sind in Tabel-
le 5.10 zusammengestellt. Daraus geht hervor, dass von einem mittleren Fokusdurchmesser

(FWHM) von 2wy = 20 um in Luft ausgegangen werden kann.

Aeze Farbstoff /Losungsmittel Mittlerer Fokusdurchmesser
(2wo)

700 nm Pyridin 1 /Ethanol 22 um + 1 um

720 nm Pyridin 1 /Ethanol 20 um + 1 wm

740 nm Pyridin 2 /Ethanol 20 um + 1 wm

760 nm Pyridin 2 /Ethanol 20 um + 1 wm

780 nm Styryl 11 /Ethylenglykol 20,5 um =+ 1 wm

800 nm Styryl 11 /Ethylenglykol 21,5um =+ 1 wm

820 nm Styryl 11 /Ethylenglykol 21,5um + 1 um

Tab. 5.10: Charakterisierung der Anregungslichtwellenldngen beziiglich der jeweilig verwendeten
Laserfarbstoffe und erzeugten Fokusdurchmesser
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Abb. 5.12: Mit Hilfe eines Beamprofilers (WinCamD 14 bit) bestimmte Strahlkaustik fiir einen
Strahl der Wellenldnge Aez. = 740nm. Die gezeigte Form ist représentativ fiir alle
iibrigen verwendeten Wellenléngen. Es ist zu erkennen, dass der Strahl ein elliptisches
Strahlprofil mit einem leichten Astigmatismus besitzt. Der mittlere Taillendurchmesser
betragt 2wy = 21um £ 1pm.

Bei Annahme des Anregungslichtstrahls als Gauflstrahl, ist es moglich, den Fokusdurch-
messer in Ethanol oder Wasser abzuschitzen. Bei Ausleuchtung der Eingangsapertur des
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Mikroskopobjektivs ergibt sich aus der Numerischen Apertur NA des Mikroskopobjektivs der
Divergenzwinkel 4, (Akzeptanzwinkel) zu:

sin(0) = — A (5.3)

Nmedium
Fiir den Zusammenhang zwischen Divergenzwinkel und Strahltaille wg bei GauBstrahlen gilt:

A
T - Wo

tan(0g4:p) = (5.4)

Mit Hilfe der Naherung fiir kleine Winkel (hier anwendbar, da das Mikroskopobjektiv eine
NA = 0,25 besitzt)

tan(z) = sin(z) =z,

ergeben sich aus den Gleichungen 5.3 und 5.4 unterschiedliche Strahltaillen in den Medien
Wasser und Ethanol:

A Nmedium

Wo,medium = (5.5)
= Wo,water = I, 33w0,air

= Wo,ethanol = 1a 36w0,air

Das heifit, dass sich in beiden betrachteten Fliissigkeiten mit einem Brechungsindex n ~ 1,33
ein % groferer Fokus mit einem Durchmesser von 2wy ~ 30 wm ergibt. Bei einer Pulsenergie von
Epuise = 5,0 wJ und einer Pulsdauer von T},,5. = 1 ns ergibt sich fiir die mittlere Energiedichte
pe im Fokus:

Epulse
Tpulseﬂ' (w0 ) 2
J

cm?

Pe = (5.6)

=1,1

Bei einer Photonenenergie von E,;, = 1,67¢eV (A = 750 nm) entspricht das einer Photonendichte
von 6,0 - 10%7 %. Diese Anregungsparameter entsprechen denen in anderen Arbeiten zur
2-Photonen-Anregung verwendeten (z.B. [Teu99, Gar07]).

Die mittels ns-Laserpulsen 2-Photonen-Angeregte-Fluoreszenz war in einer Rhodamin6G /
Ethanol-Lésung mit bloBem Auge sichtbar. Im rechten Teilbild der Abbildung 5.13 ist die
beobachtete, typisch lokalisierte TPEF in Rhodamin6G einer entsprechenden OPEF bei

Anregung mit Licht der halben Wellenldnge im linken Teilbild gegeniibergestellt.

Das in Riickrichtung strahlende Fluoreszenzlicht wurde grofitenteils mit Hilfe des durch-
bohrten Aluminium-Spiegels umgelenkt und durch zwei optische Kurzpass-Filter mit einer
Optischen Dichte von 10 gegen das Anregungslicht in eine Quarzfaser mit einem Durchmesser
von 100 um (Multimode-Faser) eingekoppelt. Die Faser leitete das Fluoreszenzlicht in ein
ORIEL-Spektrometer vom Typ Multispec, wo es an einem Gitter spektral aufgespalten und
anschlieflend durch einen 16-kanaligen Photomultiplier (PMT) des Typs R5900-16 der Firma
Hamamatsu [Ham03] detektiert wurde. Von den 16 Kanélen des PMTs wurden neun Kanéle
benutzt, um das Fluoreszenzlicht im Bereich von A = 388 nm — 612 nm mit neun A\ = 25nm
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5 ERWEITERUNG DES MODELLS UND NACHWEIS DER SCHRITTWEISEN TPEF

Abb. 5.13: Vergleich zwischen den Anregungsfoki einer OPEF bei A.z. = 542 nm und einer TPEF
bei Aeze = 810nm in einer Rhodamin6G / Ethanol-Losung. Der langestreckte Fokus
der TPEF begriindet sich in der geringen Numerischen Apertur (NA = 0,25) des
Mikroskopobjektivs sowie in hoheren Brechzahl der Farbstofflosung gegentiber Luft.

breiten Stiitzstellen zu erfassen. Durch die fehlende Feinstruktur der Fluoreszenzspektren von
Eumelanin war diese Auflésung ausreichend. In den erstellten Graphen (Spektren) sind die
pro Kanal gemessenen Intensitdten immer iiber den Zentralwellenldngen der jeweiligen 25 nm
breiten Stiitzstellen eingezeichnet.

Der ausgewéahlte spektrale Detektionsbereich wurde im Kurzwelligen durch das Transmis-
sionsverhalten des Mikroskopobjektivs begrenzt, welches erst ab Wellenldngen A > 400 nm
eine Transmission von T > 0,7 aufwies. Im langwelligen Bereich begrenzte die Empfindlich-
keitskurve des PMTs (Quanteneffizienz < 0,1 bei groferen Wellenldngen als A = 600 nm)
bzw. der Sicherheitsabstand von AXgjcher = 100nm zur Anregungswellenldnge den spektralen
Messbereich.

Das ORIEL-Spektrometer wurde spektral mit stark abgeschwachter Farbstofflaserstrahlung
bekannter Wellenlédngen kalibriert. Zur Bestimmung der spektralen Empfindlichkeit des De-
tektorsystems aus Spektrometer und PMT wurde die Deuterium-Wolfram-Kalibrationslampe
DH-2000 der Firma Ocean Optics mit bekanntem Emissionsspektrum genutzt. Aus dem
Vergleich zwischen Ist- und Soll-Spektrum wurde eine Korrekturfunktion ermittelt, mit der
die gemessenen Spektren verrechnet wurden.

Sample-and-Hold-Filterung Da die zu erwartende Fluoreszenzlichtstéirke sehr klein war,
wurde es notwendig, das resultierende Messsignal von Stoéranteilen zu befreien. Aufgrund des
verwendeten Stickstofflasers als Pumpquelle konnte nur mit Repetitionsraten von f,,se = 10 Hz
gearbeitet werden. Bei den damit verbundenen geringen Signalraten war die Verwendung eines
Lock-In-Verstéarkers zur Signalfilterung nicht sinnvoll. Stattdessen wurde eine Art Gated Mea-
surement durchgefiithrt. Dabei handelt es sich um eine Messmethode, bei der nur wahrend der
eigentlichen Fluoreszenzprozesse Messwerte aufgenommen werden. Technisch wird dies durch
ein Freischalten der Signalleitung wahrend des Zeitintervalls der Fluoreszenz- Wechselwirkung
realisiert. Dieses Zeitintervall wird auch Torzeit (Gate) genannt. Eine herkémmliche Mess-
schaltung mit Torzeit-Integrator (gated integrator) ist bei kurzen Torzeiten fehleranfillig.
Denn die Integration des Messsignals innerhalb einer Torzeit entspricht einer Faltung der
Signalfunktion mit der Torzeitfunktion. Da letztere bei kurzen Torzeiten technisch kaum noch
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als saubere Rechteckfunktion realisierbar ist, kommt es zu unterschiedlichen Wichtungen der
Signalfunktion.

Da die Anregungspuls- und Fluoreszenzlebensdauern im ns-Bereich liegen und somit sehr kurze
Torzeiten notwendig waren, wurde stattdessen eine Sample-and-Hold-Messdatenerfassung der
Firma Becker&Hickl [Bec03] verwendet. Diese verwendet einen Tiefpass, der sowohl das Gate
als auch den Integrator ersetzt. Der Tiefpass wirkt als dynamisches Gate, welches im Gegensatz
zum konventionellen Gate kontinuierlich das Faltungsergebnis der Tiefpassfunktion mit der
Messsignalfunktion zum Zeitpunkt ¢t = tg + t4e1qy Wiedergibt. Dabei bezeichnet ¢y den Zeit-
punkt der ausgelosten Fluoreszenz und 2414y die zeitliche Verzogerung, bis das Messsignal der
Fluoreszenz im Tiefpass vorliegt. Bei einer entsprechend kurz gewéhlten Integrationszeit des
Tiefpasses (leichter zu realisieren als eine kurze Aktiv-Passiv-Umschaltung bei konventionellen
Gates) und Abfrage des momentan im Tiefpass integrierten Messsignals durch einen Analog-
Digital-Konverter (Analog Digital Converter, ADC), kann das Messsignal zum Zeitpunkt ¢
ohne Verfélschung durch verschieden gewichtete, zeitlich benachbarte Signalwerte bestimmt
werden.

Als zeitlichen Referenzwert fiir den Fluoreszenzzeitpunkt tog wurde der vom Stickstofflaser
ausgehende Trigger eingesetzt. Uber die frei einstellbare Verzégerungszeit tdelay konnte dann
der optimale Auslesezeitpunkt ermittelt werden.

Fir die Apparatur wurden zwei Messkarten vom Typ SHM-180 mit je acht Messkanélen
verwendet. Davon wurden entsprechend den genutzten PMT-Kanélen nur neun zur spektralen
Darstellung verwendet. Zur Ermittlung der optimalen Verzégerungszeit £4e1qy Wurde eine Rho-
damin6G / Ethanol-Farbstofflosung mit bekanntem Fluoreszenzspektrum im beschriebenen
Aufbau spektral vermessen und die Verzogerungszeit auf maximal gemessene Fluoreszenzin-
tensitat hin eingestellt.

Ein abschlieBender Uberblick iiber die messtechnisch relevanten Parameter der verwendeten
Sample-and-Hold-Module ist in Tabelle 5.11 zusammengestellt.

Tiefpass-Filter | Delay Delay-Jitter ADC-Auflésung | Sample Rate
30ns 1,5 us 2,51ns 12 bit 10Hz

Tab. 5.11: Verwendete und vorgegebene Parameter des SHM-180-Moduls beim Messen der TPEF-
Spektren

5.2.2 TPEF-Spektren von unfraktioniertem Eumelanin und von
Eumelanin-Aggregaten unterschiedlicher Masse

In den vorliegenden Versuchen wurde eine Eumelanin / (0,1M)NaOH-Losung in einer Kii-
vette der Schichtdicke d = 1 mm als Probe verwendet. Die Kiivette wurde in einem Halter
mit definiertem Anschlag fest eingespannt. Der Halter selbst war iiber einen Anschlag und
Passstift auf dem Proben-Schlitten befestigt. Durch Verfahren des Proben-Schlittens konnten
abwechselnd zwei Proben mit reproduzierbarer Fokuslage vermessen werden.

Zur Beriicksichtigung der Reabsorptionseffekte wére aufgrund der Lokalisation der TPEF eine
Korrekturrechnung nach dem Ansatz fiir eine punktférmige Fluoreszenz anzuwenden (siche
Abschnitt 4.3.2). Die Kiivette konnte jedoch so positioniert werden, dass sich der Fokus und
damit die TPEF direkt an die Kiivettenwand anschloss. Das in Riickrichtung abgestrahlte
Fluoreszenzlicht lief somit nur durch eine minimale Schichtdicke (pm-Bereich), weshalb eine
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sehr geringe Reabsorption zu erwarten war. Sicherheitshalber wurden die Einfliisse der Fokus-
lage auf die gemessenen Spektren im Anschluss an den Nachweis der TPEF von Eumelanin
untersucht (siehe unten).

Wiéhrend der Messung wurden die durch 300 Laserpulse einzeln angeregten und gemessenen
Spektren akkumuliert. Um die verbleibende Varianz der spektralen Messwerte abzuschéitzen,
wurden immer drei solcher akkumulierten Spektren aufgenommen und in ein finales Spektrum
aus Mittelwerten mit den sich ergebenden Standardabweichungen umgewandelt.

Ein auf diese Weise ermitteltes Spektrum einer mit ns-Laserpulsen bei A.,. = 800 nm angereg-
ten TPEF von Eumelanin / (0,1M)NaOH ist in Abbildung 5.14 dargestellt. Damit konnte
gezeigt werden, dass eine Anregung der TPEF von Eumelanin mit ns-Pulsen moglich ist.
Zum Vergleich ist ein auf neun Stiitzstellen zusammengefasstes OPEF-Spektrum aus Kapi-
tel 4.3 bei Anregung mit Aeze = 400 nm ergénzt worden. Im Gegensatz zu [Teu99], ist das
TPEF-Spektrum gegeniiber dem OPEF-Spektrum nicht rotverschoben. Stattdessen scheint es
verbreitert. Uber die Griinde fiir die Abweichung von dem in [Teu99] gezeigten Spektrum kann
an dieser Stelle nur spekuliert werden. So kénnen sowohl der Unterschied im Lésungsmittel als
auch die unterschiedlichen Pulsdauern des jeweils verwendeten Anregungslichts als Ursache in
Frage kommen.
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Abb. 5.14: Auf das Intensitdtsmaximum normierte TPEF- einer OPEF-Spektren von Eume-
lanin / (0,IM)NaOH. Fir das TPEF-Spektrum wurden eine Eumelaninlésung
(OD1pmm = 0,887 bei A = 400 nm) mit Laserpulsen der Wellenldnge A.,. = 800 nm
und Anregungspulsenergie von E,,;s = 8,4 pJ bestrahlt. Das OPEF-Spektrum wurde
aus den Messungen des Abschnitts 4.3 durch Zusammenfassen des OPEF-Spektrums
bei Aeze = 400nm zu neun, den TPEF-Spektrum entsprechenden, spektralen Stiitz-
stellen erstellt.

Um sicher zu stellen, dass keine Reabsorptionseffekte das gemessene Spektrum beeintrachtigen,
wurde im Anschluss die Fokuslage verdndert und beobachtet, wie sensibel sich das Spektrum
verdndert. In Abbildung 5.15 sind das absolute und das normierte Spektrum einer Eumelanin-
Lésung in Abhéngigkeit von der Fokusposition dargestellt. Die Position z = 0 pm kennzeichnet
die Position hochster gemessener Intensitdt und entspricht der Fokusposition direkt nach der
Kiivettenwand. Eine Verschiebung der Fokusposition in die Fluorophor-Losung hinein verringert
die gemessene Fluoreszenzintensitét, verdndert aber nicht das TPEF-Spektrum. Die Messungen
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bestétigen die oben genannte Vermutung, dass die Reabsorptionseffekte vernachlassigbar sind.
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Abb. 5.15: Auf das Intensitdtsmaximum normierte TPEF-Spektren von FEumelanin /
(0,IM)NaOH (OD1mm = 0,642 bei A = 400nm) bei Anregung mit Aeye = 800 nm
und Anregungspulsenergie von Ep,;s = 1,9 uJ. Bei der Variation der Fokusposition
beziiglich der Kiivettenwand konnten im Spektrum keine Reabsorptionseffekte beob-
achtet werden. Die Position z = 0 pm kennzeichnet den Punkt gréfiter gemessener
Fluoreszenzintensitét, bei sich der Fokus direkt an die Kivettenwand anschlie3t. Alle
iibrigen Fokusposition liegen entsprechend ihrer angegebenen Position tiefer in der
Losung.

Aufgrund der nur leichten beobachteten Verbreiterung des TPEF-Spektrums gegeniiber dem
OPEF-Spektrum gilt es nun die am Anfang des Abschnitts 5.2 gestellte Frage zu klédren, ob
die gegeniiber der OPEF verbreiterte TPEF des Eumelanins auf eine verdnderte Gewichtung
zwischen den Fluoreszenzanteilen der kleinen und grofien Eumelanin-Aggregate zuriickgefiihrt
werden kann.

Im Abschnitt 4.5 wurde festgestellt, dass die grofleren Aggregate gegeniiber den kleineren
ein breiteres und rotverschoben erscheinendes Spektrum besitzen. Betrachtete man aber
die absolute Fluoreszenzintensitat der Spektren, konnte man aufgrund der hoéheren Fluores-
zenzquantenausbeute der kleinen Aggregate feststellen, dass das breitere und rotverschoben
erscheinenden OPEF-Spektrum der grofleren Aggregate durch das der kleinen vollkommen
abgedeckt wurde (siehe Abbildung 4.18).

Im Falle des beziiglich der OPEF verbreiterten TPEF wiirde es bedeuten, dass schwere
Aggregate bei einer TPE stérker fluoreszieren als bei der OPE.

Um einen Uberblick iiber das nichtlineare Fluoreszenzverhalten von unterschiedlich grofien
Eumelanin-Aggregaten zu bekommen, wurden die Eumelanin-Lésung wie in Abschnitt 4.5 be-
schrieben in zwei Fraktionen unterschiedlicher Aggregatsmassen getrennt. Das Filtrat bestand
aus einer Losung von Eumelanin-Aggregaten einer Masse von MW > 10kD und der Filterriick-
stand beinhaltete alle groleren Aggregate. Dieser wurde vorsichtig mit der (0,1M)NaOH-Lésung
aus dem Filter gewaschen. Beide Losungen wurden auf eine Absorption von OD1ym = 1,0 bei
A = 350 nm eingestellt. Das entsprach bei A = 400 nm einer O D1y, = 0,615 fiir die Fraktion
mit MW < 10kD und einer OD1pmm = 0, 718 fiir die Fraktion mit MW > 10kD. Eine Probe
jeder Losung wurde anschlieflend in eine Kiivette mit der Schichtdicke d = 1 mm gefiillt und die
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TPEF-Spektren gemessen. Zur Anregung wurde Licht der Wellenldnge A = 800 nm verwendet.
Die Spektren sind in Abbildung 5.16 dargestellt.
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Abb. 5.16: Gegeniiberstellung von OPEF- und TPEF-Spektren von zwei durch Ultra-
filtration erstellter Eumelanin-Lésungen mit Aggregaten mit Aggregatsmassen
MW < 10kD(links) und MW > 10kD (rechts) .

In der genannten Abbildung sind auch die bereits in Abschnitt 4.5 vorgestellten OPEF-Spektren
der jeweiligen Fraktion eingezeichnet. Um die Spektren gut vergleichen zu kénnen, wurden die
OPEF-Spektren rechnerisch wieder auf die gleichen spektralen Stiitzstellen zusammengefasst
wie die TPEF-Spektren.

Aus dem Vergleich wird ersichtlich, dass die Unterschiede zwischen den OPEF- und TPEF-
Spektren der Fraktion MW < 10kD im Rahmen des Messfehlers liegen. Bei den grofieren
Aggregaten ist eine leichte Anhebung des Spektrums im roten Bereich sichtbar. Aufgrund
der geringen Unterschiede zwischen den jeweiligen TPEF- und OPEF-Spektren kann davon
ausgegangen werden, dass bei der TPEF-Anregung schliefflich die gleichen Anregungszustan-
de bevdlkert werden, wie bei der OPEF-Anregung mit Licht der halben Wellenlénge. Das
kann einerseits daran liegen, dass entgegen der Vermutung doch ein simultaner 2-Photonen-
Anregungsprozess stattfindet. Oder aber es findet, wie am Anfang des Abschnitts 5.2 vermutet,
ein schrittweiser 2-Photonen- Anregungsprozess mit anschlieBendem Energietransfer zu einem
dquienergetischen Anregungszustand der 1. Stufe statt.

Die Verbreiterung des Spektrums der unfraktionierten Eumelanin-Losung bei nichtlinearer
Anregung ist jedoch hochstwahrscheinlich nicht oder nur teilweise das Ergebnis einer Re-
laxation des Zwischenzustands, denn diese miisste auch in den TPEF-Spektren der beiden
fraktionierten Losungen eine Rotverschiebung verursachen. Stattdessen ist zu vermuten, dass
sich das Verhéltnis der Anregungseffizienzen zwischen kleinen und groflen Aggregaten bei der
nichtlinearen Anregung gegeniiber der linearen verandert.

Um die Anteile an der Gesamt-TPEF abzuschétzen, wurde der in Abbildung 5.17 gezeigte Fit
des TPEF-Spektrums mit den TPEF-Spektren der beiden Fraktionen durchgefiihrt.

Es wird sichtbar, dass die TPEF der unfraktionierten Losung durch die der grofleren Aggregate
dominiert wird. Das abgeschétzte Verhéltnis zwischen den Fluoreszenzanteilen von Aggregaten
mit MW > 10kD zu MW < 10kD an der Gesamt-TPEF ist 10 : 1. Im Fall der OPEF war
dieses Verhaltnis umgekehrt.

Nun stellt sich die Frage, ob sich dieses Verhalten mit den bis jetzt gewonnenen Erkenntnissen
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Abb. 5.17: Fit des TPEF-Spektrums einer Eumelanin-Loésung durch Superposition der TPEF-
Spektren seiner fraktionierten Bestandteile (Aeze = 800nm). Es zeigt sich, dass im
Gegensatz zu den OPEF-Spektren bei der TPEF die Fluoreszenzanteile der grofieren
Aggregate iiberwiegen. Im gezeigten Fit wurde die TPEF der Aggregatsfraktion mit
MW > 10kD zur TPEF der Aggregatsfraktion mit MW < 10kD im Verhéltnis 10 : 1
gewichtet.

erklaren lasst.

Dazu kann das Modell einer schrittweisen 2-Photonen-Anregung eines Anregungszustandes
2. Stufe mit nachfolgendem isoenergetischem Energietransfer zu einem Anregungszustand 1.
Stufe verwendet werden, wie es in Abbildung 5.18 dargestellt ist.
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Abb. 5.18: Modell fiir die weiterfithrenden Uberlegungen iiber mégliche Ursache fiir die Dominanz
groferer Eumelanin-Aggregate am Gesamtfluoreszenzsignal (siehe Text).

|

Nach diesem Modell kann unter der Annahme eines Zwischenniveaus mit einer Lebensdauer,
die langer als der Anregungspuls ist, folgende Ratengleichung abgeleitet werden:

ki + knr1 + Enro = ket - k12 - kg
D (1) .
= ket - ‘7§2)U§3) 'J;%h (5.7)
Dabei bezeichnet k¢ die Fluoreszenziibergangsrate, kp,1 und k.o die Ubergangsraten der
nichtstrahlenden Ubergiinge, k.; die Ubergangsrate des Energietransfers Ug) bzw. U%) die
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linearen Absorptionsquerschnitte der Grund- und der Anregungszustandsabsorption und j,,
die Photonenflussdichte des Anregungslichts.
Der Wirkungsquerschnitt ag) kann aus der Grundzustandsabsorption OD berechnet werden:
1) OD -In(10)
ST

Wie zu sehen ist, bezieht sich der Wirkungsquerschnitt auf die Teilchenkonzentration ¢
der Absorber. In den hier dargelegten Betrachtungen sollen jedoch nur die Verhéltnisse
der Absorptionswirkungsquerschnitte der jeweilig gleichen Fraktionen bei unterschiedlichen
Wellenléngen ermittelt werden, womit sich die konstante Teilchenkonzentration herauskiirzt.
Aus den Werten der in Abschnitt 4.2 gezeigten Absorptionskurven kénnen die optischen Dichten
der beiden Fraktionen fiir A = 400nm und A\ = 800 nm berechnet werden (aufsummieren).
Die Absorption der Fraktion der Aggregate mit MW < 10kD liegt fiir A = 400nm bei
OD1mmm = 0,336 und fiir A = 800 nm bei OD1nm = 0, 005. Die Absorption sinkt also um den
Faktor 67. Die Aggregate mit MW > 10kD besitzen bei A = 400 nm eine Absorption von
OD1mm = 2,82 und bei A = 800nm eine Absorption von ODipmm = 0,193. Der Abfall der
Absorption, das heifit auch des Absorptionswirkungsquerschnitts ist in diesem Fall mit 14,6
rund 4,5 mal geringer als bei den kleinen Aggregaten.

Mit der groben Néaherung ag) ~ J%) erhoht sich der Effizienzunterschied der schrittweisen
2-Photonen-Anregung zwischen kleinen und groflien Aggregaten auf 1 : 20.

Das heifit, selbst bei einem Verhéltnis der Fluoreszenzquantenausbeuten von kleinen zu grofien
Aggregaten von ungefahr 7,5 : 1 ergibt sich unter der Annahme ke prw<10kD = Ket, M >10kD
dass der Fluoreszenzanteil der grofleren Aggregate an der gesamten TPEF ca. dreimal grofier ist
als der der kleinen Aggregate. Es liegt jedoch die Vermutung nahe, dass die Energietransferrate
aufgrund der hoheren Zustandsdichte bei groflen Aggregaten ebenfalls hoher liegt als bei
kleinen Aggregaten. Das wiirde fiir einen noch héheren Fluoreszenzanteil grofler Aggregate an
der beobachteten TPEF sprechen.

5.2.3 TPEF-Spektren von Eumelanin unter Verwendung verschiedener
Anregungswellelangen und Ableitung eines TPEF-Anregungsspektrums

Mit Hilfe des durchstimmbaren Farbstofflasers war es moglich, die TPEF des Eumelanins auf
seine Abhéngigkeit von der Anregungswellenlédnge hin zu untersuchen. Da der Fokusdurchmesser
iiber alle verwendeten Anregungswellenldngen hinweg nahezu konstant war, konnte durch die
wellenldngenabhéngige Anpassung der Pulsenergie auflerdem die Photonendichte im Fokus
konstant gehalten werden. Somit konnten auch die relativen Fluoreszenzintensitaten der TPEF
bei verschiedenen Anregungswellenléingen bestimmt werden. Da die Photonenenergie zur
Lichtwellenldnge reziprok im Verhéltnis steht:

C
)
>\exc

Epp=h-

wurde die hochste Pulsenergie bei den Wellenlédnge Aoz = 700 nm benétigt. Einen Engpass der
erzeugbaren Laserpulsenergie stellte jedoch die langste verwendete Wellenlénge Acye = 820 nm
dar. Denn aufgrund des groBen spektralen Abstandes zur Pumpwellenldnge (Apymp = 337, 1 nm)
war die Effizienz des Energietransfers vom Pump- zum Nutzlicht sehr gering. Da die maximal
einstellbare Pulsenergie fiir die Wellenldnge Acze = 820nm bei Epy 5 = 8,0 wJ lag, wurden die
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Pulsenergien der tibrigen Anregungswellenldngen entsprechend ihrer Photonenenergie auf die
gleiche Photonendichte eingestellt.

Die gemessenen TPEF-Spektren des Eumelanins wiesen die schon bei der OPEF gefundene
Abhéngigkeit von der Anregungswellendnge auf (sieche Abbildung 5.19). Bei einer Rotverschie-
bung des Anregungslichts verschob sich ebenfalls das Maximum der Eumelanin-TPEF ins
Rote. Unter der Annahme eines schrittweisen Anregungsprozesses spricht dieses Verhalten
fiir die oben genannte Vermutung, dass die Anregungszustinde der 2. Stufe mit denen der
1. Stufe iiber einen Energietransfer gekoppelt sind.

Ein solcher Energietransfer ist auf den ersten Blick ungewohnlich, da hohere Anregungszustén-
de nach Kashas Rule sehr schnell {iber Internal Conversion und Vibronische Relaxation in den
ersten Anregungszustand iibergehen. Ein Grund fir diesen Energietransfer konnte in einer
hohen Ubergangsrate (kpr > 1012571 des Energietransfers liegen. Allerdings ist auch denkbar,
dass analog zum, dem Indol strukturell &hnlichen, Azulen der energetische Abstand zwischen
dem ersten und zweiten Anregungszustand dhnlich grofl ist wie der zwischen dem ersten
Anregungszustand und dem Grundzustand. In diesem Fall wiren die Ubergangsraten zwischen
dem zweiten und ersten Anregungszustand bzw. zwischen dem ersten Anregungszustand und
dem Grundzustand ungeféhr gleich grof3. In diesem Falle wiirde Kashas Rule nicht gelten und
es wiirden ldngerlebige Anregungszustinde der 2. Stufe existieren, die auch bei einem weniger
effizienten Energietransfer iiber diesen relaxieren wiirden.

1.0 i i 1.2]
— / / 4
S ] \i —l—700nm . 1.04
- 0-8' i\ - 720nm >S5 4 >;/‘-\n
3} ] S > 0.8
: 0.6- /i \E/E i\i —u—740nm 2 .
> —s—760nm > 067 ¥/
B 0.4 i—i~ 800nm ‘@ 0.44 ¥
5 — S _a—820mm 5 -]
JE 0.2' '/./. 4‘_:; 02- /
" 00d # - 0.0 %
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Abb. 5.19: Relative (links) und auf das Maximum normierte (rechts) TPEF-Spektren von Eu-
melanin / (0,1M)NaOH (OD1yp, = 0,887 bei A = 400 nm) in Abhéngigkeit von der
Anregungswellenldnge.

Da wie oben beschrieben die Anregungsbedingungen bei allen verwendeten Anregungswellen-
léngen gleich waren, spiegeln die Amplituden der TPEF-Spektren die effektiven Anregungs-
wirkungsquerschnitte wider. Somit war es moglich, aus den TPEF-Spektren der sechs verwen-
deten Anregungungswellenldngen das in Abbildung 5.20 gezeigte TPEF-Anregungsspektrum
mit sechs Stiitzstellen zu erstellen. Dabei ist es einem OPEF-Anregungsspektrum aus Ab-
schnitt 4.6 gegeniibergestellt. Um das TPEF- mit einem OPEF-Anregungsspektrum verglei-
chen zu kénnen, wurden zwei moglichst dhnliche Emissionswellenldngen aus den Datenséat-
zen gewahlt. Die Wahl fiel auf ein OPEF-Anregungsspektrum bei A, = 535nm und ein
TPEF-Anregungsspektrum bei M., = 525 nm. Die Differenz zwischen den Anregungswel-
lenldngen A, = 10nm ist nach den Ergebnissen aus Abschnitt 4.6 unerheblich. Es ist
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Abb. 5.20: Gegeniiberstellung von einem OPEF- und einem TPEF-Anregungsspektrum von
Eumelanin / (0,1M)NaOH. Das OPEF-Spektrum stammt aus den im Abschnitt 4.6
beschriebenen Messungen.

erkennbar, dass das TPEF-Anregungsspektrum von Fumelanin einen anderen Verlauf auf-
weist als das OPEF-Anregungsspektrum. Aufgrund der begrenzten spektralen Breite des
TPEF-Anregungsspektrums kann nur vermutet werden, dass die sichtbare Flanke mit der
Flanke des zweiten lokalen Minimums des OPEF-Aneregungsspektrums korreliert, wobei die
TPEF-Flanke etwas verbreitert und blauverschoben ist.

Der Unterschied zwischen TPEF- und OPEF-Anregungsspektrum stellt jedoch keinen Anhalts-
punkt fiir einen schrittweisen Anregungsprozess dar, da sich auch die Anregungsspektren der
simultan angeregten TPEF von den linearen Anregungsspektren unterscheiden. Der schrittweise
Anregungsprozess muss also iiber alternative Versuche nachgewiesen werden.

5.3 Nachweis eines schrittweisen TPE-Prozesses bei Eumelanin

Die bisherigen Versuche mit Methoden der nichtlinearen Spektroskopie dienten primér der
Auskunft, wie die Relaxation von Anregungszustdnden der Stufe 1 und 2 vonstatten geht.
Dabei wurde der schrittweise 2-Photonen-Anregungsprozess bis jetzt nicht nachgewiesen. In
diesem Abschnitt soll dieser Nachweis nun erbracht werden.

Um die Vorgehensweise zu erldutern, ist als erstes ein Blick auf die zwei Modelle der schrittwei-
sen bzw. simultanen 2-Photonenanregung sinnvoll. Wie in Abbildung 5.21 dargestellt, unter-
scheiden sich die Ratengleichungen der Anregungsprozesse der schrittweisen und simultanen
TPE durch die Wirkungsquerschnitte. Dementsprechend soll im Folgenden der Wirkungs-
querschnitt der TPE von Eumelanin bestimmt und mit dem Wirkungsquerschnitt einer simulta-
nen TPE verglichen werden. Fiir die Wirkungsquerschnitte der simultanen 2-Photonenanregung
endogener Fluorophore sind aus der Literatur [Gar07, Zip03, Xu96b, Xu96a] Werte im Bereich
1074GM < ag) < 107! GM bekannt. Aus den in Abschnitt 2.3.1 vorgestellten Ratengleichungs-
systemem fiir die schrittweise und simultane TPEF ergibt sich aulerdem ein Unterschied in der
Abhéngigkeit der Fluoreszenzintensitit von der Anregungspulsdauer. Diese unterschiedliche
Abhéngigkeit wird in Abschnitt 5.3.2 ndher beleuchtet.
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Abb. 5.21: Jablonski-Diagramme einer simultanen (links) und einer schrittweisen TPA (rechts).

5.3.1 Nachweis der schrittweisen 2-Photonen-Anregung durch Vergleich des
Absorptionswirkungsquerschnitts

Um den TPE-Wirkungsquerschnitt von Eumelanin in Lésung zu bestimmen, wurde eine
vergleichende Messung an Farbstofflosungen bekannter Fluorophorkonzentration und TPE-
Wirkungsquerschnitte durchgefithrt. Mit Hilfe der in Abschnitt 2.3.1 vorgestellten Gleichung
2.29, kann der TPE-Wirkungsquerschnitt von Eumelanin ermittelt werden:

-2 .
(m) _ Mref - UlQ,ref(2) *Cref . jref ) JTPEF

o =
k . .
J n-c J%2  JTPEFref

Als Referenzfarbstofflésungen wurden Coumarin307 / Ethanol und RhodaminB / Ethanol ver-
wendet. Die Wirkungsquerschnitte des einen Farbstoffs wurden fiir die Berechnung verwendet,
die des anderen zur Kontrolle des berechneten Wirkungsquerschnitts und Abschétzung des Mess-
fehlers. Das Coumarin307 eignete sich aufgrund der spektralen Lage seines TPEF-Spektrums
sehr gut als Referenzfarbstoff (mittig im Messbereich). Das RhodaminB lag nur teilweise im
spektralen Detektionsbereich und wurde zur Kontrolle der errechneten Wirkungsquerschnitte
verwendet. Es wurde ausgewahlt, da sein TPEF-Anregungsspektrum charakteristisch vom
OPEF-Anregungsspektrum abweicht und somit zusétzlich die nichtlineare Anregung nachweist.
Fir die Berechnung wurden als Referenz-TPA-Wirkungsquerschnitte fiir Coumarin307 die in
[Xu96a] aufgefiihrten Werte verwendet (sieche Abbildung 5.22).

= 1E+03 = 1E+02
O (T)
~ ° ~
1E+01 <
S 1E+02- 15
g ‘9; 1E+00 -
“ 7]
w 1E+01 (7))
3 2 1E-01- . .
E a. rhodamine B E e. coumarin 307
: solvent: MeOH : solvent: MeOH
o 1E+00 T I T T a 1E-02 I T I
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Abb. 5.22: Spektraler Verlauf der TPA-Wirkungsquerschnitte (TPEF-Anregungsspektren) fir
Rhodaminb und Coumarin307 nach Xu et al. [Xu96a].
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5 ERWEITERUNG DES MODELLS UND NACHWEIS DER SCHRITTWEISEN TPEF

Die Messung lief analog zu der im Abschnitt 5.2.3 beschriebenen TPEF-Spektroskopie von
Eumelanin mit Hilfe der konfokalen Apparatur ab. Um zu vermeiden, dass Sattigungseffekte
(transientes Ausbleichen) zu Verfilschungen der Anregungsspektren fithren, wurden hochkon-
zentrierte Farbstofflosungen verwendet. Da die Fluoreszenzquantenausbeuten von Coumarin307
und RhodaminB mit 7307 = 0,56 [Lee05] und 7,0, = 0,7 [Gar07] sehr viel hoher liegen
als die von Eumelanin mit 7,,,; = 107374 [Teu99], wurden zusitzliche Neutralglasfilter (NG-
Filter) gemessener Transmission in den Detektorstrahlengang gestellt, um die bei RhodaminB
und Coumarin306 entstehenden Fluoreszenzintensitdten im Messbereich des Detektors zu
halten. Die gemessenen TPEF-Spektren der RhodaminB- bzw. Coumarin307-Lésung mit
unterschiedlichen Anregungswellenldngen sind in Abbildung 5.23 dargestellt.
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Abb. 5.23: TPEF-Spektren von Coumarin307 / Ethanol (links) und RhodaminB / Ethanol
(rechts) bei Anregung mit ns-Laserpulsen unterschiedlicher Wellenlédnge.

Aus diesen konnten wie bereits beim Eumelanin TPEF-Anregungsspektren ermittelt wer-
den. Ein Vergleich zwischen den gemessenen, normierten TPEF-Anregungsspektren von
Coumarin307 bzw. RhodaminB mit den iibertragenen, ebenfalls normierten Literaturdaten
wird in Abbildung 5.25 gezogen. Es ergab sich eine gute Ubereinstimmung im Rahmen der
flir solche Messungen iiblichen Abweichungen. Auch die charakteristische Form des TPEF-
Anregungsspektrums von RhodaminB mit einem lokalen Minimum bei A¢yc = 740 nm wurde
reproduziert.

Um den TPE-Wirkungsquerschnitt von Eumelanin nach der Gleichung 2.29 bestimmen zu
kénnen, wurden die Teilchenkonzentrationen der Referenzfarbstoff- und Eumelanin-Losungen
iiber eine Absorptionsmessung und ihre molaren Extinktionskoeffizienten bzw. im Fall von
Eumelanin {iber die in Abschnitt 3.2.2 bestimmte mittlere Absorbermasse und die Massenkon-
zentration ermittelt.

Aus den Optischen Dichten ODjpm(240nm) = 2,3 fiir Coumarin307 und O D1y, (350 nm) =
1,4 fiir Rhodamin ergaben sich mit den jeweiligen molaren Extinktionskoeffizienten die
Teilchenkonzentrationen cepu3or = 1,8 - 1073 mTOl und ¢ pop = 2,0-1073 mTOl fur die beiden
Losungen. Die dabei verwendeten molaren Extinktionskoeffizienten wurden der Quelle [Bra00)]
entnommen und lagen fiir Coumarin307 bei €(240nm) = 1,25 011. o und fiir RhodaminB bei
€(350nm) = 0,7 —— .

Fiir die Abschétzung der Teilchendichte des Eumelanins in Losung wurde von der verwendeten
Massenkonzentration Ci,e; = 0, 7% ausgegangen.
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Abb. 5.24: Vergleich der gemessenen TPEF-Anregungsspektren (schwarz) von Coumarin307 /
Ethanol (links) und RhodaminB / Ethanol (rechts) mit denen aus der Literatur
[Xu96a] (rot).

In Abschnitt 3.2.2 wird dargelegt, dass im Mittel ein MW = 50kD schweres FEumelanin-
Aggregat das Licht absorbiert. Da sich aus dem Aggragat-/Molekulargewicht MW direkt
die Molare Masse M, = 50 % ergibt, kann die Eumelaninkonzentration der verwendeten
Losung mit ¢, = 1,4-1075 mTOI angegeben werden.

Mit Coumarin307 als Referenzfarbstoff ergaben sich damit die in Abbildung 5.25 gezeigten
Wirkungsquerschnitte der Eumelanin- und RhodaminB-Lésung. Ein Vergleich der ermittel-
ten TPA-Wirkungsquerschnitte von RhodaminB mit den Werten aus der Quelle (siche Abb.
5.22) zeigt, dass die ermittelten Werte um eine Groflenordnung geringer ausfallen. Diese
Abweichung existiert jedoch auch zwischen den von verschiedene Arbeitsgruppen ermittelten
TPA-Wirkungsquerschnitten und spiegelt die absolute Messgenauigkeit der TPA-Wirkungs-
querschnitte wider (siehe Tabelle 5.12).

c / ol Losungsmittel Aeze / DM og) / GM Quelle

2,0-1073 Ethanol 800 13,4 eigen

3,8-107° Methanol ~ 800 20, 8 Oulianov et al.
[Oul01]

1,0-107° Methanol 790 24,4 Kauert et al.
[Kau06]

1,0-10~% Methanol 800 100 — 150 Xu et al.
[Xu96b]

1,0-107° Methanol 797 720 Fischer et al.
[Fis95]

Tab. 5.12: Gegeniiberstellung des ermittelten Wirkungsquerschnitts fiir RhodaminB/Ethanol mit

Werten aus der Literatur.

Verglichen mit den im Grundlagenteil abgeschétzten Unterschieden zwischen den Wirkungs-
querschnitten einer simultanen und einer rein schrittweisen 2-Photonen-Anregung von 107 —10°,
fallt der ermittelte Wirkungsquerschnitt fiir die TPE von Eumelanin zu gering aus. Aller-
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Abb. 5.25: Ausgerechnete Verldufe der TPA-Wirkungsquerschnitte von Eumelanin / (0,1M)NaOH
und RhodaminB / Ethanol.

dings liegt er mit 10* GM auch zu hoch fiir eine simultane TPE. Nach der Abschitzung
aus Abschnitt 2.3.1 ist entweder zu vermuten, dass der Zwischenzustand beim schrittweisen
2-Photonen-Anregungsprozess im Mittel nur eine Lebensdauer im ps-Bereich besitzt oder das
neben der schrittweisen TPE auch eine simultane TPE stattfindet, da nur ein kleinerer Teil
der angeregten Zustdnde langlebig genug fiir einen schrittweisen 2-Photonen-Anregungsprozess
ist. Beide Interpretationen werden durch die Ergebnisse der in Abschnitt dargelegten Pump-
Probe-Messungen bestétigt, da die dabei hauptséichlich gefundenen Lebensdauerkomponenten
im ps-Bereich lagen, aber auflerdem kleinere Anteile von Komponenten mit Lebensdauern im
ns-Bereich gefunden wurden.

An dieser Stelle ist jedoch notwendig, darauf hinzuweisen, dass die berechneten TPE-Wirkungs-
querschnitte der Eumelanin-Lésung an der Signifikanzschwelle des durchgefiihrten Versuchs
stehen. Die Grunde liegen im relativ geringen Unterschied zu den Wirkungsquerschnitten der
simultanen TPA, dem nur schwer abzuschéitzenden Messfehler der Teilchenkonzentration von
Eumelanin und der Messgenauigkeit der TPA-Wirkungsquerschnitte. Es war somit unabdingbar,
einen referenzierenden Versuch zur Belegung der schrittweisen TPEF durchzufiihren.

5.3.2 Nachweis der schrittweisen 2-Photonen-Anregung iiber die fehlende
Abhangigkeit der TPEF-Intensitat von der Anregungspulsdauer

Nach den Gleichungen 2.30 und 2.31 aus dem Abschnitt 2.3.1, die in dhnlicher Form auch
in einer der grundlegenden Arbeiten [Teu00] zur TPEF von Eumelanin zu finden sind, geht
hervor, dass sich der simultane 2-Photonen-Anregungsprozess in seiner Abhéngigkeit von der
Anregungspulsdauer vom schrittweisen 2-Photonen-Anregungsprozess unterscheidet.

Die Aussage der unterschiedlichen Zeitabhédngigkeit in den Gleichungen 2.30 und 2.31 wird
leichter plausibel, wenn man die maximale Photonenflussdichte j,,4,; durch die Pulsenergie
Epuise ersetzt. Fiir einen zeitlich gauBformigen Anregungspuls mit der Halbwertslaserpulsdauer

Tyuise ist die Pulsenergie das Produkt der zeitlich aufintegrierten Photonenflussdichte mit der
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Photonenenergie E,;, und der durchstrahlten Fliche Apcqy,. Es gilt:

—4in(2)-t2

00
. T2
Epulse = Apeam Eph * Jmaz * / e “pulse (¢

—00

T .
= 1/ M Abeam : Eph * Jmaz * Tpulse

4in(2) Epuise
T Abeam - Eph : Tpulse

= jma;r = (58)

Wird jmaez aus Gleichung 5.8 in die Gleichungen der simultanen 2.30 und schrittweisen 2.31
TPE eingesetzt, ergibt sich fiir den simultanen Fall:

[4n(2) () Bpuse 1
g = o . , 5.9
2 ™ 12 (Abeam : Eph)2 Tpulse ( )

und fiir den schrittweisen TPA-Prozess folgt:
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pulse
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1 (1)

N3 =019 *0Og3

Das heifit, unter der Annahme, dass das Zwischenniveau bei der schrittweise angeregten TPEF
langlebiger ist als die Pulsdauer des Anregungslichts, sollte im Gegensatz zum simultanen
Anregungsprozess keine Abhéngigkeit von der Anregungspulsdauer vorliegen. Da aus den
vorangegangenen Messungen eine mittlere Lebensdauer des Zwischenniveaus im ps-Bereich
vermutet wurde, war der Einsatz kiirzerer Pulse sinnvoll.

Aus diesem Ansatz heraus wurde an der Universitdt Potsdam eine Apparatur mit einem
fs-Laser als Strahlquelle aufgebaut, dessen Pulsdauer ohne Verdnderung der Zentralwellenlédnge
oder Pulsenergie variiert werden konnte. So war es moglich, die Intensitdtsanderungen der
FEumelanin-TPEF in Abhéngigkeit von der Pulsdauer zu bestimmen.

Aufbau eines Spektroskopie-Messplatzes mit dechirpbarer fs-Laser-Anregungsquelle

Anregungslichtquelle Die Apparatur zur Messung der Abhéngigkeit der Eumelanin-TPEF
von der Pulsdauer des Anregungslichts wurde an der Universitidt Potsdam aufgebaut. Die
Strahlquelle, bestehend aus Laseroszillator und regenerativem Verstérker, entsprach dem in
Abschnitt 5.1.1 beschriebenen Aufbau aus Tsunami und Spitfire. Deshalb wird an dieser Stelle
auf eine detailiertere Darstellung verzichtet. Fiir technische Einzelheiten sei auf die Quellen
[Las95a, Las95b, Muc05] verwiesen.

Durch kontrolliertes Verstellen des Kompressorspiegels im Spitfire-Verstiarker und der Darstel-
lung des zeitlichen Pulsverlaufs iiber einen Autokorrelator (Positiv Light SSA von Spectra
Physics), konnte die Pulsdauer eingestellt werden. Die mit Hilfe eines LasermatelO Ener-
giemessgerédts von Coherent gemessene mittlere Laserleistung lag bei Piyse = 620mW, die
verwendete Zentralwellenldnge bei Az = 800 nm. Die Pulsdauer konnte durch Verstellen des
Kompressors im Bereich At = 130fs — 1 ps variiert werden. Die Repetitionsrate des Lasers
lag bei fpuise = 1kHz.
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Optischer Messaufbau Die hohe Repetitionsrate konnte messtechnisch als Quasi-Dauerstrich
aufgefasst werden. Da auch eine hohere mittlere Laserleistung verfiighar war, als fiir die
Messzwecke benotigt wurde, konnte auf spezielle Signalfilterungsverfahren wie die Lock-In- oder
Gate-Technik verzichtet werden. Stattdessen wurde die Detektionsstrecke eines Fluorologs I1
der Firma SPEX, bestehend aus automatisiertem Monochromomator und einem PMT als
Detektor fiir die Messung verwendet (siehe Abbildung 5.26). Dieses Vorgehen ermdglichte nicht
nur das Erfassen der jeweiligen TPEF-Intensitit, sondern auch die Uberwachung des TPEF-
Spektrums. Uber die Ein- und Ausgangsspalte des Monochromators wurde eine spektrale
Auflésung von AX = 10 nm eingestellt. Bei einer Integrationszeit von At = 2s konnte ein gutes
Signal-Rausch-Verhéltnis von 100 : 1 erreicht werden.

A=800nm
T=120fs user
Spitfire Tsunami interface
power amplifier diode pumped
(gain ca. 80000) TiSa fs laser
controller
FF-mode
PMT
detector
\ ..
Eumelanin emlstsmn "
sample spectrometer

Abb. 5.26: Aufbau zur Bestimmung der Abhéngigkeit der Eumelanin-TPEF-Intensitdt von der
Laserpulsdauer des Anregungslichts.

Die Probe bestand aus einer Losung Eumelanin / (0,1M)NaOH mit ODipmm = 2,149 bei
A =400nm in einer Kiivette mit einer Schichtdicke d = 1 mm, die durch das Anregungslicht
unter einem Winkel von 45° bestrahlt wurde. Die Ausgangsstrahlung wurde dabei durch einen
NG4-Filter der Dicke d = 2mm auf eine mittlere Leistung von P.,. = 85 mW abgeschwécht
und durch eine Linse der Brennweite f = 100 mm durch die Hilfs6ffnung in die Messkammer
(sample compartment) des Fluorologs eingekoppelt. Der Fokus wurde hinter die Probe gelegt,
um etwaige Zerstorungen der Losung durch zu hohe Intensititen zu vermeiden. An der
Grenzflache Kiivettenwand / Eumelanin-Losung besaf§ der Strahl einen Durchmesser von
2 Wpeam = 1 mm. Damit ergaben sich fiir das Anregungslicht der kiirzesten Pulsdauer die in
Tabelle 5.13 aufgefiihrten Parameter. Dabei steht P, fiir die mittlere Laserleistung, f,uise
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fir die Repetitionsrate, Fp s fiir die Pulsenergie, Apeqp, fiir den Strahldurchmesser und j fiir
die mittlere Photonenflussdichte wihrend eines Pulses.

Pez‘c fpulse Epulse Abeam .7
0,085 mW 1kHz 85 HJ 1 mm2 2 616 - 1029 Photonen

cms

Tab. 5.13: Parameter des Anregungslichts am Probenort fiir die kiirzeste der verwendeten Puls-
dauern.

Messung der TPEF-Intensitat von Eumelanin in Abhangigkeit von der Pulsdauer des
Anregungslichts

Zur Bestimmung der TPEF-Pulsdauerabhéngigkeit wurde der fs-Laserpuls schrittweise durch
Verstellen des Kompressors verlangert, wobei eine Messreihe von TPEF-Spektren unterschied-
licher Anregungspulsdauern entstand. Die Anregungspulsdauer selbst konnte - zusammen mit
der Pulsamplitude - per Autokorrelator bestimmt werden. Konkret wurden nacheinander sieben
verschiedene Halbwertspulsdauern des Anregungslichts im Bereich von T, = 130fs — 1 ps
eingestellt und die jeweiligen TPEF-Spektren aufgenommen. Diese TPEF-Spektren sind im
linken Teil der Abbildung 5.27 dargestellt. Sie weisen die aus Abschnitt 5.2.2 bekannte,
gegeniiber dem OPEF-Spektrum verbreiterte Form auf. Da alle Messungen mit derselben
Anregungswellenldnge (das heifit keine verédnderte Reabsorption) und Anregungsenergie durch-
gefithrt wurden und zwischen den Messungen keinerlei Verdnderungen am optischen Aufbau
vorgenommen wurden, spiegeln die gemessenen Intensitatsverhaltnisse zwischen den einzelnen
TPEF-Spektren nur die Abhéngigkeit von der Anregungspulsdauer wider.

Im rechten Teilbild der Abbildung 5.27 sind die Amplituden der TPEF-Spektren den jeweiligen
Anregungspulsdauern zugeordnet. Auflerdem wurden die mittels Autokorrelator bestimmten
Amplituden der jeweiligen Anregungspulse dargestellt. Aus Gleichung 5.9 ist bekannt, dass im
simultanen Anregungsfall bei konstanter Pulsenergie des Anregungslichts zwischen Pulsdauer
Tpuise und (integrierter) TPEF-Intensitit j die Relation [ jdA die Relation [ jdX ATWSE
besteht.

Dieselbe Relation ergibt sich auch zwischen Amplitude und Pulsdauer des zeitlich gauf}férmigen
Anregungspulses. Denn fiir die allgemeine Funktionenscharr von gauflschen Glockenkurven
konstanter Fléache (gleicher Energie) mit einem Maximum zum Zeitpunkt ¢t = 0 gilt:

4ln(2) 2
i) = 2 In(2) e Thutse ’
Tpulse m

Dabei ist im betrachteten Fall eines zeitlich gauBférmigen Laserpulses j(t) die zeitliche
Photonenflussdichte und 7,4 die zeitliche Halbwertsbreite des Laserpulses. Damit folgt fiir
die Pulsamplitude eine inverse Abhéngigkeit von der Pulsdauer T};s.:

1

Tpul se

jmaz(t = 0) X

Wie im Diagramm (Abbildung 5.27 rechts) ersichtlich ist, konnte nur der Verlauf der An-
regungspulsamplituden erfolgreich durch eine T -Funktion gefittet werden. Der Wert der

TPEF-Amplitude war leicht linear fallend und bheb fast konstant. Das heiflt, dass zwar die
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5 ERWEITERUNG DES MODELLS UND NACHWEIS DER SCHRITTWEISEN TPEF

zeitliche Gauflform des Anregungspulses iiber den ganzen Messbereich bestétigt werden konnte,
der simultane TPEF-Anregungsprozess jedoch widerlegt wurde. Stattdessen belegen die fast
unverdnderlichen Amplituden der TPEF tiber den betrachteten Pulsdauerbereich hinweg den
schrittweisen Anregungsprozess der Eumelanin-TPEF. Die beobachtete leichte Abhéngigkeit
der Eumelaninfluoreszenz von der Anregungspulsdauer konnte dabei auf einen konkurrierenden
simultanen Anregungsprozess hinweisen, wobei die schrittweise TPE bei den verwendeten
Pulsdauern dominant ist. Damit kann festgestellt werden, dass es Anregungszustinde mit
Lebensdauern im Messbereich von 7 = 130 fs — 1 ps gibt, aus denen durch Anregungszustands-
absorption die Fluoreszenzniveaus der beobachteten TPEF bevolkert werden.

1 10] A —e—TPEF
1.0 01 Y
] T — 4 — exitation pulse
3 0.8 = o8 |\ ,
3 . o _ \ 1/Tpulse (fit)
— 0.6 ; 0.6 1 i
> o 1
.‘.7) 0.4-‘ B 0_4_ A
C =
) ] Q. 1 o o o
+— ] _ . o s
I= 0.2. % 0.2_ .
0'0 LR ES REERY RASEN LEEED EEEAD EESEN Gy 0'0 LAEUL I N I I ML LN I S ML I L N R
400 450 500 550 600 650 70 200 400 600 800 1000
kexc / nm pulse duration / fs

Abb. 5.27: Gemessene TPEF-Spektren in Abhéngigkeit von der Laserpulsdauer des Anregungs-
lichts (links) und Gegentiberstellung von TPEF-Amplituden und Amplitude der
Anregungslichtpulses, jeweils in Abhéngigkeit von der Laserpulsdauer (rechts).

Obwohl die Messergebnisse dieser Arbeit die schrittweise TPEF fiir Eumelanin in Lésung
nachweisen, liegen die ermittelten Lebensdauern der fiir die schrittweise 2-Photonen-Anregung
bendtigten Zwischenniveaus nur im ps-Bereich. Die sich daraus ergebenden optimalen An-
regungspulsdauern widersprechen auf den ersten Blick den in der Verdffentlichung [Sch07]
gefundenen fir Eumelanin im Gewebe, welche im ns-Bereich liegen.

Dabei ist zu beachten, dass die in Losung gefundenen optimalen Anregungsbedingungen nicht
einfach auf das Gewebe iibertragen werden koénnen, da das Eumelanin im Gewebe z.B. in
Granulen gefasst ist und somit eine andere wechselwirkende Umgebung vorliegt. Aulerdem ist
zu vermuten, dass sich im Gewebe groflere Eumelanin-Aggregate ausbilden, die wahrscheinlich
auch andere organische und anorganische Stoffe (Proteine, Metalle) enthalten, welche die
Zustandslebensdauern (z.B. durch Isolation einzelner m-Systeme) stark verandern kénnen.
Allerdings ist es allein schon durch den beziiglich anderer endogener Fluorophore hohen TPE-
Wirkungsquerschnitt des Eumelanins moglich, eine Dominanz der Eumelanin-Fluoreszenz in
nichtlinear angeregten Autofluoreszenzspektren zu erklaren. Da die 2-Photonen-Aktionsquer-
schnitte der endogenen Fluorophore mit ag)nf <107*GM — 107! GM [Gar07] viel niedriger

liegen als der fiir das Eumelanin in Losung ermittelte Wert von O'%)Uf < 1GM, ist bei
der Verwendung von Anregungspulsen im ns-Bereich ein um den Faktor 10-10000 hoheres
Eumelanin-Fluoreszenzsignal beziiglich der Fluoreszenzen der anderen endogenen Fluorophore
zu erwarten.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Untersuchung und Modellierung der Anregungs- und
Relaxationsprozesse im Eumelanin-Aggregat. Eumelanin ist ein briunliches Pigment im Haut-
gewebe, welches aus spektroskopischer Sicht teilweise ungewohnliche Eigenschaften aufweist
(siehe Kapitel 1). Das zu entwickelnde Modell sollte diese beobachteten spektralen Eigenschaf-
ten des Eumelanins konsistent beschreiben.

Motiviert wurden diese Untersuchungen durch Beobachtungen einer Sensitivitat der 2-Photonen-
Angeregten-Fluoreszenz (TPEF) von Melanin im Hautgewebe gegeniiber schwarzem Haut-
krebs (malignes Melanom). Dabei fithrt wahrscheinlich eine Anderung im Verhéltnis der
Eu-/Pheomelanin-Konzentration im kranken Gewebe zu einer Rotverschiebung des TPEF-
Spektrums.

Da Melanin anscheinend tiber die Mo6glichkeit verfiigt, schrittweise Photonen zu absorbie-
ren, konnen langere Laserpulse niedrigerer Photonendichte genutzt werden, um in einem
Fluorophorgemisch (wie im Hautgewebe vorhanden) gezielt den Anteil der Melanin-TPEF
an der Gesamtfluoreszenz anzuheben. Dabei wird angenommen, dass das Zwischenniveau
des schrittweisen 2-Photonen-Anregungsprozesses eine Lebensdauer im Nanosekundenbereich
besitzt.

Im Rahmen der Untersuchungen sollte deshalb auch geklart werden, ob bei Eumelanin in
Losung ein schrittweiser 2-Photonen-Anregungsprozess nachgewiesen werden kann und ob
die Lebensdauern (und damit die optimalen Anregungspulsdauern) wie angenommen im
Nanosekunden-Bereich liegen.

Um ein Modell der Anregungszustdnde und Anregungs- bzw. Relaxationsprozesse zu finden,
wurden lineare absorptions- und fluoreszenzspektroskopische Messungen am unfraktionierten
Eumelanin durchgefiihrt.

Das aus den Ergebnissen abgeleitete Zustandsmodell besteht aus einer Vielzahl von Einzel-
absorbern, deren Anregungszustinde untereinander Energie transferieren kénnen und deren
Zustandsdichte zu kleiner werdenden Ubergangsenergien abfillt. Eine erzeugte Anregung
relaxiert dabei von Zustinden héherer zu Zustinden niedrigerer Ubergangsenergien, wobei
auch die Fluoreszenzniveaus der Hauptfluoreszenzbande bevolkert werden. Das entwickelte
Modell wurde aufgrund der kaskadenférmigen Relaxation entlang der Anregungszustéinde
Kaskadenmodell genannt.

Um die Frage zu kléren, ob die verschiedenen Anregungszustédnde auf eine Vielzahl von Ag-
gregaten mit unterschiedlichen spektroskopischen Eigenschaften zuriickzufiihren sind oder
schon intramolekular vorliegen, wurden absorptions- und fluoreszenzspektroskopische Unter-
suchungen an unterschiedlich groflen Eumelanin-Aggregaten durchgefiihrt. Anhand dieser
Messungen konnte das Viel-Spezies-Modell ausgeschlossen werden. Stattdessen liegen die
Anregungszustinde innerhalb der Aggregate vor und kénnen strukturell wahrscheinlich auf
unterschiedlich lang durchkonjugierte 7-Systeme (chemical disorder) oder die Dimer-Bildung
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zwischen benachbarten 7-Systemen zuriickgefiithrt werden.

Mit dem Modell konnten weitere spektroskopische Beobachtungen konsistent beschrieben
werden:

e die starkere Absorption gréflerer Eumelanin-Aggregate im langwelligen Spektralbereich

e die Abhéngigkeit der Fluoreszenzquantenausbeute und der spektralen Lage des Fluores-
zenzmaximums von der Aggregatsgrofie

e der Unterschied zwischen Fluoreszenzanregungs- und Absorptionsspektrum

Um die Relaxationsprozesse innerhalb der der Aggregate nidher zu untersuchen, wurden Mes-
sungen der transienten Absorption im roten Spektralbereich durchgefithrt. Dazu wurde eine
Pump-Probe-Messapparatur an der TU-Berlin verwendet.

In den Messungen konnten die nach dem Kaskadenmodell zu erwartenden schnellen Relaxati-
onsprozesse bzw. die erwartete Zunahme der Zustandslebensdauern in Richtung von Zustdnden
niedrigerer Ubergangsenergien beobachtet werden. Lingere Lebensdauerkomponenten, die
fiir einen schrittweisen 2-Photonen-Anregungsprozess als Zwischenniveaus in Frage kommen,
wurden nur in marginalen Anteilen gefunden.

Um das Modell um die Anregungs- und Relaxationsprozesse der 2. Stufe zu erweitern und den
schrittweisen 2-Photonen-Anregungsprozess zu untersuchen, wurde die nichtlinear angeregte
Fluoreszenz des Eumelanins untersucht. Im Einzelnen sollte vor allem erforscht werden, wie es
zur Rotverschiebung des TPEF-Spektrums gegeniiber dem OPEF-Spektrum kommt und ob
ein schrittweiser 2-Photonen-Anregungsprozess nachweisbar ist.

Dazu wurde eine Apparatur zur Messung der anregungswellenldngenabhéngigen TPEF-
Spektren bei Anregung mit Laserpulsdauern im Nanosekundenbereich entwickelt und aufge-
baut.

Mit den Messungen konnte gezeigt werden, dass das TPEF-Spektrum von Eumelanin beziiglich
des mit Licht der halben Wellenldnge angeregten OPEF-Spektrums entgegen den Erwartungen
nicht rotverschoben, sondern verbreitert ist und dass diese Verbreiterung im Rahmen des
Modells auf einen effizienteren 2-Photonen-Anregungsprozess der grofleren Aggregate zuriick-
zufiihren ist und nicht zwingend ein schrittweiser Anregungsprozess vorliegen muss.

In weiteren Messungen wurde eine dhnliche Verschiebung des TPE-Fluoreszenzmaximums
mit der Anregungswellenlinge wie bei den OPEF-Spektren beobachtet, was im Rahmen des
Kaskadenmodells und eines schrittweisen TPE-Prozesses einen stattfindenden Energietransfer
zwischen den Anregungszustéinden der 2. zu denen der 1. Stufe vermuten lésst.

Um den schrittweisen 2-Photonen-Anregungsprozess bei Anregung im roten Spektralbereich
nachzuweisen, wurde der Wirkungsquerschnitt der Eumelanin-TPE abgeschétzt und die Ab-
hangigkeit der Eumelanin-TPEF-Intensitiat von der Anregungspulsdauer ermittelt.

Dazu wurde die Apparatur zur Messung der TPEF-Spektren bei Anregung mit Laserpuls-
dauern im Nanosekundenbereich genutzt und eine weitere Apparatur aufgebaut, bei der die
Anregungspulsdauer bis in den Pikosekundenbereich verbreitert werden konnte ohne andere
Strahlparameter zu verdndern. Aus dem ermittelten Wirkungsquerschnitt und der nahezu
fehlenden Anregungspulsdauerabhéngigkeit konnte auf einen schrittweisen TPE-Prozess iiber
ein Zwischenniveau mit Lebensdauern im Pikosekundenbereich geschlossen werden.

Eine abschlielende Abschitzung ergab, dass auch Zwischenzustidnde mit deutlich kleine-
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6 ZUSAMMENFASSUNG

ren Lebensdauern als die im Nanosekunden-Bereich angenommenen ausreichen, damit die
Melanin-Fluoreszenz das 2-Photonen-Angeregte- Autofluoreszenzspektrum dominiert. Damit
kann der sinnvolle Einsatz von preiswerten Lichtquellen mit Anregungspulsdauern im Na-
nosekundenbereich fiir eine medizinische Anwendung zur Krebsfritherkennung bestétigt werden.

Um das im Rahmen dieser Arbeit aufgestellte Kaskadenmodell im Einzelnen zu bestétigen, wére
eine zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie der Eumelanin-Fluoreszenz mit Pikosekunden-
Zeitauflosung interessant. Die durch die Kaskade nacheinander bevolkerten Fluoreszenzniveaus
sollten sich in einem zeitlich verzégerten Anklingen langwelliger Fluoreszenzanteile widerspie-
geln.

In diesem Zusammenhang kénnten auch Simulationsmethoden (wie z.B. Monte-Carlo) verwen-
det werden, um die beobachteten Abhéngigkeit der Fluoreszenzeigenschaften des Eumelanins
von der Aggregatsmasse und des Unterschieds zwischen Anregungs- und Absorptionsspektrum
iiber das Kaskadenmodell noch besser nachvollziehen zu kénnen.

Im Rahmen der in dieser Arbeit moglichen Messungen erwies sich das Kaskadenmodell
als anwendbar und niitzlich fiir das Verstdndnis der Anregungs- und Relaxationsprozesse.
Insbesondere die Entstehung der 2-Photonen-Angeregten-Fluoreszenz von Eumelanin lasst
sich mit diesem Modell nachvollziehen.

Uber die im Rahmen des Kaskadenmodells beschreibbaren Relaxationsprozesse verschieden
grofler Aggregate stellt es weiterhin die Grundlage fiir eine vorgeschlagene alternative Erklarung
fiir das Zustandekommen der rotverschobenen TPEF im Gewebe des malignen Melanoms dar
(sieche Anhang).
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A Medizinsche Anwendung der
2-Photonen-Angeregten-Autofluoreszenz:
Nutzung der Melanin-Fluoreszenz als
Indikator des malignen Melanoms

In der aktuellen Zeit erlebt die optische Technik in medizinschen Untersuchungsverfah-
ren einen starken Aufschwung. Dazu tragen auf der einen Seite die Verbesserungen in der
Automatisierungs- und Rechentechnik bei, die hochgenaue Rastermessverfahren ermdéglichen
und auf der anderen Seite die neuen, zum Teil schon sehr kompakten Kurzpuls-Lasersysteme,
die zur nichtlinearen Fluoreszenzanregung von korpereigenen (endogenen) Fluorophoren ge-
nutzt werden kénnen. Aufgrund der guten Zugénglichkeit kénnen duflere Organe, wie das
Hautgewebe oder das Auge, mit diesen Methoden sehr gut untersucht werden und bilden auch
den Schwerpunkt der hier dargelegten Messungen.

Aufgrund der stetigen Zunahme der Neuerkrankungsrate des malignen Melanoms (schwar-
zer Hautkrebs), die sich z.B. in Deutschland seit dem Jahr 1980 vervierfacht hat [Hus10],
besteht speziell ein grofles Interesse an Diagnoseverfahren zur Fritherkennung des schwarzen
Hautkrebses. Im Rahmen von Untersuchungen der TPEF von Eumelanin fanden Teuchner
et al. [Teu00, Teu03] einen neuen, spektralen Messkontrast zwischen gesunden und tumordés
entartetem Gewebe. Wahrend bei gesundem Gewebe das Fluoreszenzmaximum bei A = 500 nm
lag, befand es sich bei tumordser Entartung rotverschoben bei A = 560 nm (siehe Abbildung
Al).

In der vorliegenden Arbeit wurden weiterfithrende Untersuchungen zu den beobachteten Unter-
schieden zwischen den TPEF-Spektren von gesundem und entartetem Gewebe durchgefiihrt.
Dazu wurde erstmals eine mobile Apparatur zur Messung von TPEF-Spektren in Funktion
gebracht, die eine fs-Laserquelle zur Fluoreszenzanregung nutzte.

In einem weiteren Schritt wurde berpriift, ob der schrittweise Anregungsprozess der 2-Photonen-
Angeregten-Fluoreszenz genutzt werden kann, um die Melanin-Fluoreszenz gegeniiber der
anderer endogener (korpereigener) Fluorophore anzuheben. Dazu wurde die fs-Laserquelle
durch eine ns-Laserquelle ersetzt.

Da die verwendeten Gewebeproben im Gegensatz zu der im Hauptteil vorgestellten Eumela-
ninlésung ein ganz anderes Mafl von Inhomogenitat und Komplexitét beinhalten, wird vor der
Beschreibung der Messungen auf die Morphologie der Gewebeproben eingegangen.

A.1 Aufbau des Haut- bzw Aderhautgewebes und Praparation der
untersuchten Gewebeproben

Das menschliche Hautgewebe gliedert sich grob in drei Schichten: die ca. 30 pm — 200 pm dicke
Oberhaut (Epidermis), die ca. 500 pm — 1500 um Lederhaut (Dermis) und darunterliegende
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Abb. A.1: Darstellung aus [Teu00] der normierte TPEF-Spektren von Proben menschlichen
Hautgewebes: typisches Beispiel fiir gesundes Hautgewebe (1), iiblicher Nevus Cell
Nevus (2) und malignes Melanoma (3).

Unterhaut (Subcutis). Fiir eine nichtlineare Anregung durch Laserlicht ist nur der Bereich der
Epidermis erreichbar. Da sich hier jedoch auch meist die ersten Hautkrebszellen bilden und
ein Durchbruch des Krebsgewebes durch die Basalmembran (Grenzschicht zwischen Epidermis
und Dermis) die Diagnose meist entscheidend verdndert, ist dieser Bereich aus medizinischer
Sicht sehr interessant.

Die Epidermis gliedert sich wiederum in vier wesentliche Schichten auf (sieche Abbildung A.2).
An der Grenze zur Dermis liegt, wie schon gesagt, die Basalmembran. Dabei handelt es sich

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum
Gefal3papille

Nervenpapille

Stratum basale
Basalmembran

Stratum papillare

Abb. A.2: Darstellung der Zellschichten der Epidermis nach Linfl und Fanghénel [Lin99).

um eine monozellulare Schicht aus Stammzellen, die sich stdndig teilen und als sogenannte
Keratinozyten in Richtung Hautoberfliche abwandern. In regelméfiigen Absténden befinden
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sich spezielle Zellen, die Melanozyten in der Basalmembran (Stratum basale). In ihnen wird
das Pigment Melanin gebildet, welches in speziellen Zellorganellen, den Melanosomem, abge-
packt und an die umgebenden Keratinozyten abgegeben wird. In dem an die Basalmebran
anschliefende Stratum spinosum weisen die Keratinozyten noch eine spindelférmige Form auf.
Die Melaninkonzentration ist hier am hochsten. Im weiteren Verlauf flachen die Keratinozyten
auf ihrem Weg durch das Stratum granulosum in das Stratum corneum (Hautoberfliche)
langsam ab und verhornen, wobei auch die Melaninkonzentration schwindet. Im Stratum
corneum ist bei kaukasischen Hauttypen keinerlei Melanin mehr vorhanden.

Im Hautgewebe werden dabei zwei unterschiedliche Arten des Melanins gebildet - das Eu-
und das Pheomelanin. Beide stellen Polymere bzw. Aggregate dar, wobei sie sich in den
Ausgangsmonomeren unterscheiden (siehe Abbildung A.3).

Die Funktionen beider Melanin-Arten liegen priméar im Schutz der im Zellkern gelagerten
Erbinformationen vor hochenergetischem Licht (UV-Bereich) und einem damit verbundenem

Schutz vor Hautkrebs [Urb99, Wag02].
HOOC
( ) s
oH |

N
(HOOC) / COOH

H OH
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Abb. A.3: Monomerbausteine a) des Eumelanin-Aggregats und b) der Pheomelanins

In der vorliegenden Arbeit wurden auch Melanome der Choroidea (Aderhaut) des Auges
untersucht. Wie in Abbildung A.4 dargestellt, befindet sich diese Gewebeschicht zwischen
der auflen liegenden Sklera (Lederhaut) und der Retina (Netzhaut). Durch sie wird das Auge
mit mit Ndhr- und Sehstoffen versorgt und das Augeninnere gegen Auflen- und Streulicht
abgedunkelt. Aus letzterem Grund ist in der Choroidea viel Melanin eingelagert.

" Glaskorper
intere
Sclera
Augenkammer Choroides
vordere

# Ganglienzelle
Augenkammer P

Bipolarzelle
Zapfen

Pigment-
: epithel
Lichtstrahlen

Iris
Linse
Ziliarkérper

Papilla nervi optici
Durascheide

Abb. A.4: Gewebeschichten und -rdume des Auges nach Linfl und Fanghénel [Lin99)].

Im Gegensatz zum Hautgewebe handelt es sich bei dem im Auge vorkommenden Melanin fast
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ausschliellich um Eumelanin [Wie05]. Ein weiterer Unterschied besteht in der biologischen
Lebensdauer des Melanins im jeweiligen Gewebe. Wihrend das Melanin im Hautgewebe
innerhalb eines Hauterneuerungszyklus von 1-2 Monaten neu gebildet und abgebaut wird,
findet im Auge keine oder nur eine sehr geringe Neubildung von Melanin statt [Sar03].

Fir die spektroskopischen Messungen wurden aufgrund ihrer hervorragenden Eigenschaften in
Paraffin eingebettete Gewebeproben verwendet (siehe Abbildung A.5). Das so konservierte
Gewebe war langzeitstabil (auch spektroskopisch), konnte einfach gehaltert werden und wies
ein Fluoreszenzspektrum auf, welches nahezu identisch mit den Autofluoreszenzspektren von
in vivo gemessenen Gewebeproben war. Im Paraffin selbst wurde keine messbare Fluoreszenz
erzeugt.

gesunde Epidermis

Paraffin

malignes/'___
Melanom

Abb. A.5: Typisch verwendete Hautgewebeprobe mit markierten Gebieten der Epidermis, Dermis
und eines malignen Melanoms

Um eine Gewebeprobe in Paraffin zu konservieren, erfolgt direkt nach der Entnahme des
Gewebes eine Fixierung in Alkohol oder Formalin, um die Lebensprozesse zu unterbrechen
und den augenblicklichen Zustand zu erhalten. Danach wird die Probe mit Hilfe eines was-
serentziehenden Stoffes (z.B. Alkohol, Aceton) entwéssert. Durch Spiilung der Probe in einer
Reihe von Alkoholbédern aufsteigender Alkoholkonzentration (Konzentrationen richten sich
nach jeweiligen Laborvorschriften) wird auerdem das Fixiermittel aus der Probe entfernt.
Danach wird ein Intermedium (meist Xylol oder Chlorophorm) genutzt, um den Alkohol
aus dem Gewebe zu ziehen und gleichzeitig das Eindringen von Paraffin in die Probe zu
ermoglichen. In einem néchsten Schritt wird die Probe in einem Gemisch aus dem Intermedium
und Paraffin gelagert, bevor sie abschlieflend in fliissiges Paraffin gegeben und darin eingebettet
wird.

Der verwendete Probenschnitt senkrecht zur Hautoberfliche ermdéglichte es, den Laser direkt
auf Messpunkte in allen gewiinschten Gewebeschichten zu fokussieren. Dadurch konnten
storende Streu- und Fluoreszenzeffekte durch das Keratin im Stratum corneum vermieden
werden, die eine Messung von oben durch die Hautoberfliche verursacht hétte [Wu05].

A.2 Autofluoreszenz des Haut- und Aderhautgewebes
Die Autofluoreszenz von Haut- und Aderhautgewebe setzt sich aus den Fluoreszenzbanden

einer groflien Anzahl von endogenen Fluorophoren zusammen. Obwohl die Fluoreszenzbanden
der einzelnen Fluorophore in Losung bekannt sind (siehe Abbildung A.6), ist es trotz verschie-
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dener Ansétze (siehe z.B. [Gav03, Vai02, Wag98]) bisher nicht gelungen, die Autofluoreszenz
aufzuschliisseln und anteilig den endogenen Fluorophoren zuzuordnen.
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Abb. A.6: Fluoreszenz-Anregungsspektren (A) und Fluoreszenzspektren (B) von verschiedenen
im menschlichen Hautgewebe vorkommenden (endogenen) Fluorophoren nach [Wag98].

Trotzdem konnen spektrale Verdnderungen des Autofluoreszenzspektrums genutzt werden, um
auf Verdnderungen im Stoffwechsel oder in der Gewebezusammensetzung zu schlieflen.

In der oben genannten grundlegenden Arbeit von Teuchner et al. [Teu00] wurde eine Rotver-
schiebung des 2-photonen-angeregten Autofluoreszenzspektrums gefunden, welche mit einer
tumordsen Entartung (malignem Melanom) des Gewebes korrelierte. Hierbei wurde angenom-
men, dass das Eu- und Pheomelanin im Gegensatz zu allen iibrigen endogenen Fluorophoren
iiber einen schrittweisen 2-Photonen-Absorptionsprozess zur Fluoreszenz angeregt werden
kénnen. Daher wurde gefolgert, dass das TPEF-Spektrum durch Fluoreszenzanteile des Me-
lanins dominiert wird und die beobachtete Rotverschiebung auf die Sensitivitdt des Melanins
gegeniiber der malignen Entartung zuriickzufiihren ist.

Unter anderem wurde in einer Arbeit von Simon et al. [Sim09] festgestellt, dass es zwischen
Melanosomen von gesundem und malign entartetem Hautgewebe grofie Unterschiede in der
Eu-/Pheomelanin-Konzentration gibt. Deshalb wurde die beobachtete Rotverschiebung in
einer Arbeitshypothese auf diese Konzentrationsunterschiede zuriickgefiihrt. Nach dieser Hy-
pothese iiberwiegt im gesunden Gewebe Eumelanin, wihrend im krankhaften Gewebe der
Fluoreszenzanteil des Pheomelanins dominant wird.

A.3 TPEF-Spektren von Hautgewebe nach Anregung mit
fs-Laserpulsen

Da diese spektroskopische Methode ein grofles Potenzial besitzt, um als nichtinvasives, dia-
gnoseunterstiitzendes Arbeitsmittel fiir die Krebsfritherkennung verwendet zu werden, sollte
in weiterfithrenden Arbeiten die in [Teu00] beobachtete spektrale Rotverschiebung verifiziert
und das Messverfahren optimiert werden. In diesem Zusammenhang entstand neben den hier
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beschriebenen, fiir die Anwendung entwickelten Apparaturen auch die im Hauptteil dargelegten
Betrachtungen iiber die Anregungs- und Relaxationsvorgénge im Eumelanin. Da die Appa-
ratur perspektivisch als Medizinprodukt entwickelt werden sollte, wurde im Rahmen dieser
Promotion erstmals eine funktionsfahige, transportable Variante eines Geréts zur spektral
aufgelosten TPE-Autofluoreszenzmessung an Gewebe fertig gestellt.

A.3.1 Apparatur zum Messen von
2-Photonen-Angeregten-Autofluoreszenzspektren des Hautgewebes mit
fs-Laserpulsen

Um den in Abbildung A.7 Aufbau kompakt und mobil zu halten, wurde ein fs-Faserlaser
des Typs A-20-SP der Firma IMRA [IMRO5] als Strahlquelle benutzt. Dieser Laser lieferte
Lichtpulse mit Pulsdauern von 100 fs und einer Repetitionsrate der Pulse von 50 MHz. Die
Licht-Wellenlédnge des Lasers lag mit A = 780 nm in der Mitte des therapeutischen Fensters
des Hautgewebes (groBte Eindringtiefe). Die Pulsenergie lag mit Ep 5. = 0,4nJ zu niedrig,
um sie zur nichtlinearen Fluoreszenzanregung des Gewebes zu nutzen.
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Abb. A.7: Kompakte Apparatur zur Messung der mit fs-Laserpulsen angeregten TPEF-
Autofluoreszenzspektren von Hautgewebe in vivo.

Deshalb wurde die Pulsenergie mit einem bei LTB entwickelten Verstérker auf ;s = 0,25 1J
erhoht. Das Verstéarkermedium bestand aus einer gesittigten Losung aus Styryl 11 / Ethylen-
glykol [Bra00], welche sich in einer Kiivette der Schichtdicke d = 1 c¢m befand. In dieser Losung
wurde transversal ein diinner Kanal des Farbstoffs durch einen per Zylinderlinse fokussierten
StickstofHaserstrahl angeregt. Der fs-Laserstrahl wurde durch diesen Kanal gerichtet und durch
die ausgeloste simulierte Emission verstéarkt. Bei dem zum optischen Pumpen verwandten
Laser handelte es sich um einen MNL200 [LTB09b] der Firma LTB.

Da der MNL200 nur mit einer Puls-Repetitionsrate von max. 20 Hz arbeitet, konnten nur
mit dieser oder kleineren Repetitionsraten fs-Pulse verstarkt werden. Um die Pumplichtpulse
zeitlich mit dem fs-Laserpulsen abzustimmen, wurde die fs-Laserpulsfolge mit einem Chopper
in Pulskdmme mit einer Repetitionsrate < 20 Hz unterteilt. Ein Teil des so modulierten
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fs-Laserstrahls wurde auf eine Photodiode gelenkt. Diese war schnell genug, um die Pulsfre-
quenz von 50 MHz elektronisch abzubilden. In einem nachgeschalteten Zahler wurden aus
der Anfangsflanke des Pulskammes und dem 50MHz-Signal ein korrelierendes 20Hz-Signal
generiert, welches zum gezielten Pumpen eines fs-Laserpulses genutzt werden konnte. Dabei
war es wichtig, dass der verwendete Pumplaser sehr genau ausgelost werden konnte. Da der
MNTL200 iiber ein Thyratron entladen wird, ergab sich ein ausreichendes Jitter von nur 0, 5 ns.
Die zeitliche Feinabstimmung konnte iiber einen elektronischen Delay-Generator vorgenommen
werden.

Die auf diese Weise verstidrkten Anregungslichtpulse wurden anschlieBend durch einen Um-
lenkarm in den Messkopf gelenkt. Dieser bestand aus einer konfokalen Messoptik mit einem
Dichroiten zum Trennen des Anregungslichts vom Fluoreszenzlicht. Dabei wurde das Anre-
gungslicht mit Hilfe des Dichroiten durch eine Linse der Brennweite f = 3 cm gelenkt und auf
die Gewebeprobe fokussiert. Das in Riickrichtung abstrahlende Fluoreszenzlicht transmittierte
durch den Dichroiten und wurde in eine Quarzfaser mit einem Kerndurchmesser von 200 pm
eingekoppelt.

Die Quarzfaser leitete das Fluoreszenzlicht in ein Oriel-Spektrometer, wo es, spektral aufgespal-
ten, durch einen 16-Kanal-PMT in 16 spektralen Bereichen detektiert und per SHM180-Karte
digitalisiert wurde. Diese Detektionsstrecke entspricht der in Abschnitt 5.2.1 beschriebenen und
soll deshalb an dieser Stelle nicht weiter ausgefithrt werden. Die Beobachtung des Messortes
(Laserfokusposition) auf der Probe erfolgte iiber eine CCD-Kamera, wobei die Probe tiber
einen x-y-Tisch mit Mikrometerschrauben positioniert werden konnte.

A.3.2 TPEF-Spektren von gesundem und tumords entartetem Hautgewebe

In Abbildung A.8 sind zwei repriasentative TPEF-Spektren einer in Paraffin eingebetteten
Gewebeprobe dargestellt. Da die untersuchte Probe (Proben-Nr. 3738) sowohl gesundes als
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Abb. A.8: TPEF-Spektren von gesundem Epidemisgewebe (schwarz) und von Gewebe eines
malignen Melanoms (rot) der gleichen Gewebeprobe. Zur Anregung wurden Laserpulse
einer Pulsdauer < 200 fs, einer Pulsenergie von Epy5e = 0,25 1J und einer Wellenlédnge
von A = 780 nm genutzt.

auch malign entartetes Gewebe (malignes Melanom) enthielt, war es moglich, das TPEF-
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Spektrum einer gesunden Stelle der Epidermis dem TPEF-Spektrum des malignen Melanoms
gegeniiber zu stellen. Dabei konnte erstmals mit einer mobilen Apparatur der von Teuchner et
al. [Teu00] gefundene spektrale Kontrast zwischen gesundem und Krebsgewebe reproduziert
werden.

A.4 Anhebung der Melaninfluoreszenz in den TPEF-Spektren von
Hautgewebe durch Anregung mit ns-Laserpulsen

Nachdem die sensitive Melanin-TPEF durch Anregung mit fs-Laserpulsen erfolgreich nachge-
wiesen werden konnte, bestand die Frage, ob die Melanin-TPEF nicht auch mit Laserpulsen im
ns-Bereich angeregt werden kann. Bei Anregung von Laserfarbstoflosungen mit ns-Laserpulsen
war bereits eine TPEF beobachtet worden (siehe Abschnitt 5.2.1).

Bei Annahme eines Zwischenniveaus mit Lebensdauern im ns-Bereich wiirde bei Verwendung
von ns-Laserpulsen ein schrittweiser 2-Photonen-Anregungsprozess weit effizienter ablaufen als
ein simultaner Prozess (siehe Abschnitt 5.3.2). Daher wére anzunehmen, dass in diesem Fall
der Anteil der Melanin-Fluoreszenz an der gesamten TPEF anwachsen bzw. dominant wiirde.
Da der Wechsel auf eine ns-Laserquelle auch technisch eine grofie Vereinfachung darstellte,
wurde eine entsprechende Apparatur aufgebaut (sieche Abbildung A.9) und getestet.

A.4.1 Apparatur zum Messen von
2-Photonen-Angeregten-Autofluoreszenzspektren des Hautgewebes mit
ns-Laserpulsen

Fiir den Aufbau wurde der IMRA-fs-Laser mit dem aufwendigen Verstérkersystem entfernt
und durch den Farbstofflaser UDL200 ersetzt. Dieser wurde transversal durch den MNL800-
Stickstofflaser gepumpt. Als Laserfarbstoff wurde wieder eine geséttigte Losung aus Styryl 11
/ Ethylenglykol verwendet. Die resultierenden Anregungspulse besafien eine Pulsenergie von
Epuise = 10 wJ bei einer Wellenldnge von A = 780 nm und einer Pulsdauer T),,;5. < 1ns.

Der konfokale Messkopf sowie die Detektionsstrecke wurden unverdndert vom oben beschrie-
benen fs-Aufbau iibernommen (sieche Abschnitt A.7). Auch die Beobachtung des Messortes
auf der Probe erfolgte wieder iiber eine CCD-Kamera und die Positionierung der Probe iiber
einen x-y-Tisch mit Mikrometerschrauben.

A.4.2 Vergleich zwischen TPEF-Spektren gesunder und entarteter Aderhaut bei
Anregung mit fs- und ns-Laserpulsen

Neben den Gewebeproben aus der Epidermis wurden auch andere Gewebearten untersucht. Da
eine Form des Melanoms auch in der Aderhaut des Auges auftreten kann, galt ein besonderes
Interesse einer vergleichenden Messung des TPEF-Spektrums mit Aderhautmelanomen. In
Abbildung A.10 wird ein in Paraffin konserviertes Auge mit Aderhautmelanom gezeigt. Die
Probe war wieder so geschnitten, dass der Laser direkt auf erkranktes Gewebe fokussiert
werden konnte und eine oberflichennahe Messung ohne Streuverluste méglich war. Als Referenz
wurden TPEF-Spektren in gesunden Arealen der Aderhaut aufgenommen.

Die TPEF-Messungen an der Aderhaut wurden in der Umbauphase der Apparatur von fs- auf
ns-Laserpulsanregung durchgefiihrt. Dabei wurden zuerst TPEF-Spektren nach Anregung mit
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Abb. A.9: Verwendete Variante einer kompakten Apparatur zur Messung der TPEF-
Autofluoreszenzspektren von Hautgewebe, wobei ns-Laserpulse zur Anregung genutzt
werden.

gesundes Aderhautgewebe

Aderhautmelanom

Abb. A.10: In Paraffin eingebettetes Auge mit deutlich sichtbarem Aderhautmelanom rechts
unten. Durch die gewédhlte Schnitteben konnte direkt im kranken Gewebe gemessen
werden. Zur Referenz wurden zusétzlich TPEF-Spektren von gesunden Aderhautbe-

reichen aufgenommen.
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fs-Lichtpulsen aufgenommen und nach dem Umbau TPEF-Spektren mit ns-Pulsen. Da die
Messorte nicht genau reproduziert werden konnten, werden in Abbildung A.11 représentative
TPEF-Spektren fiir die Anregung mit fs- (links) und ns-Laserpulsen (rechts) gezeigt.

Wie zu sehen, zeigte sich im Mittel bei Anregung mit ns-Laserpulsen eine stirkere Anhebung
der TPEF-Spektren des erkrankten Gewebes im roten Spektralbereich. Diese Beobachtung
bestérkt die Vermutung eines schrittweisen 2-Photonen-Anregungsprozesses der Melanin-TPEF
im Gewebe und spricht dafiir, dass bei Anregung des Melanins im Gewebe mit Licht der
Wellenldnge A = 780 nm Zwischenzustédnde mit Lebensdauern im ns-Bereich bevolkert werden
[Sch06, Sch07].
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Abb. A.11: Reprisentative TPEF-Spektren von gesundem und entartetem Aderhautgewebe in
Paraffin bei Anregung mit fs-Laserpulsen (links) und ns-Laserpulsen (rechts).

A.4.3 Vergleich zwischen OPEF- und TPEF-Spektren eines Linienscans iiber ein
malignes Melanom

Die Verwendung des Farbstofflasers in der TPEF-Messapparatur mit ns-Laserpulsanregung
beinhaltete die Méglichkeit eines unkomplizierten Wechsels der Anregungswellenlénge. Durch
den Wechsel des Laserfarbstoffes (Farbstoffkiivette) konnten die OPEF- und TPEF-Spektren
bei denselben Messpositionen auf einer Gewebeprobe bestimmt und verglichen werden.

Fir die Messung des TPEF Spektrums wurde der aus Abschnitt A.4.1 bekannte Aufbau ver-
wendet. Fiir die Anregung des OPEF-Spektrums mit Licht der Wellenlinge A = 390 nm wurde
eine Losung von QUI / Dioxan (Cgur = 0,52g/1) [Bra00] in einer Kiivette der Schichtdicke
d = 1cm als Lasermedium im UDL200 verwendet. Aulerdem wurde, wie in Abbildung A.12
dargestellt, bei dieser Anregungswellenlinge ein GG15-Filter vor die Fasereinkopplung der
Detektionsstrecke eingesetzt, um eine Verfilschung des OPEF-Spektrums durch Anregungslicht
zu verhindern.

Als Probe wurde in diesem Fall wieder ein in Paraffin eingebettetes Stiick Epidermisgewebe mit
einem malignen Melanom verwendet. Die gemessenen OPEF-Spektren wiesen, zumindest in
den in Paraffin konservierten Proben, keine Sensitivitit gegeniiber den malignen Entartungen
des Gewebes auf (siehe Abbildung A.13). Dem gegeniiber zeigten die TPEF-Spektren des
Melanom-Gewebes deutliche Unterschiede beziiglich der TPEF-Spektren gesunder Epidermis-
gebiete. Wahrend die TPEF-Spektren der gesunden Epidermis den OPEF-Spektren glichen,
beinhalteten die TPEF-Spektren des entarteten Gewebes einen deutlich stérkeren Rotanteil.
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Abb. A.12: Variante einer kompakten Apparatur zur Messung der OPEF-Autofluoreszenzspektren
von in Paraffin eingebettetem Hautgewebe, bei Anregung mit Licht der Wellenlénge
A =390 nm.

Folgt man der These, dass die TPEF-Spektren durch Melanin-TPEF-Anteile dominiert werden
(was gerade bei den stark pigmentierten Gebieten plausibel ist), kann durch diese Ergebnisse
die Sensitivitdt des Melanins gegeniiber dem malignen Melanom und der schrittweisen 2-
Photonen-Anregungsprozess beim Melanin bestétigt werden [See06, Sch07]. Letzteres kann
aus der Anhebung der Melanin-Fluoreszenz im Autofluoreszenzspektrum beim Wechsel von
der 1-Photonen- zur 2-Photonen-Anregung geschlossen werden.

A.4.4 TPEF-Spektren von gesundem Epidermisgewebe und Gewebe des
malignen Melanoms mit alternativer Anregungswellenlange

In einer abschliefende Messung wurde die in Abschnitt 5.2.1 vorgestellte Apparatur zur
Messung von TPEF-Spektren bei Verwendung verschiedener Anregungswellenldngen genutzt,
um gesundes und krankhaftes Gewebe zu untersuchen.

Die Ergebnisse dieser ersten Messungen fiir Anregungswellenldngen von A = 760 nm und
A = 800nm sind in Abbildung A.14 dargestellt. Dabei deutet sich eine d&hnliche Verbreiterung
der Fluoreszenzbande bei Verschiebung der Anregung zu kiirzeren Wellenldngen an, wie sie
fiir das Eumelanin in Abschnitt 5.2.2 beobachtet wurde. Weiterhin wurden in der Abbildung
die TPEF-Spektren gesunder bzw. entarteter Gewebsareale den TPEF-Spektren kleiner bzw.
groBer Eumelanin-Aggregate gegeniibergestellt. Dies sollte auf eine Ahnlichkeit zwischen den
Spektren gesunden Gewebes und kleinen Eumelanin-Aggregaten bzw. den Spektren entartetem
Gewebes und grofler Eumelanin-Aggregate hinweisen.
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A.13: Messreihe von OPEF- und TPEF-Spektren entlang einer Linie iiber ein in Paraffin
eingebettetes malignes Melanom. In der rechten Ecke des jeweiligen Diagramms ist
die Position des Laserfokusses (Messort) auf der Probe dargestellt.
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Abb. A.14: Gegeniiberstellung von TPEF-Spektren die an a) gesundem, b) entartetem Gewebe
(malignes Melanom) bzw. an Eumelanin-Aggregaten mit einer Aggregatsmasse von
¢) < 10kD und d) > 10kD gemessen wurden.

Aufgrund dieser Ahnlichkeit und wieder unter der Annahme, dass die gemessenen TPEF-
Spektren des Gewebes im Wesentlichen durch Melanin-TPEF bestimmt werden, kann eine
alternative These zum Entstehen des Messkontrastes zwischen gesunden und erkranktem
Gewebe vorgeschlagen werden. Demnach ist es auch mdéglich, dass die Rotverschiebung des
TPEF-Spektrums im kranken Gewebe nicht auf ein gedndertes Pheo-/Eumelanin-Verhéltnis
griindet sondern auf eine Zunahme der mittleren Melanin-Aggregatsmasse im malignen Mela-
nom. Hinweise die fiir diese These sprechen sind:

e In Untersuchungen von Salopek et al.[Sal91] wurde feststellte, dass im Hautgewebe
grundsétzlich ca. 5-10 Mal mehr Pheomelanin vorhanden ist als Eumelanin, so dass
ein Abfall des Eumelanin-Anteils an der 2-Photonen-Angeregten- Autofluoreszenz keine
starke spektrale Anderung hervorrufen sollte.

e Das OPEF-Maximum des Pheomelanins liegt Ergebnissen von Nightswander-Rempel
[NRO6] mit (E,, ~ 3eV) kurzwelliger als das OPEF-Maximum von Eumelanin (E,, ~
2,7¢eV). Wenn das TPEF-Spektrum des Pheomelanins adédquat zum Eumelanin nur kleine
Verschiebungen zum OPEF-Spektrum aufweist, sollte sich bei verringertem Eumelanin-
Anteil eine Blau- statt eine Rotverschiebung im 2-Photonen-Angeregten- Autofluoreszenz-
Spektrum ergeben.

e In diesen Messungen von Cicchi et al. [Cic08] wurde eine deutlich kiirzere Lebensdauer
der Autofluoreszenz im Gewebe des malignen Melanoms gefunden. Nach dem in der
vorliegenden Dissertation aufgestellten Modell wiirde dies fiir eine schnellere Relaxation
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entlang der Kaskade und damit fiir grolere Aggregate sprechen.

A.5 Zusammenfassung

Durch die in diesem Kapitel beschriebenen Messungen der TPEF-Spektren von in Paraffin
eingebetteten Gewebeproben konnte der durch Teuchner et al. [Teu00] gefundene spektrale
Messkontrast zwischen gesundem Epidermisgewebe und Gewebe des malignen Melanoms
reproduziert werden.

In Erweiterung der Messungen wurden auch die TPEF-Spektren von gesunder Aderhaut und
von Gewebe des Aderhautmelanoms bestimmt und verglichen. Auch hier konnte die Korrelation
zwischen entartetem Gewebe und einer Anhebung der Fluoreszenzintensitiat im langwelligen
Bereich der TPEF-Bande nachgewiesen werden.

Bei einer Gegeniiberstellung von ortskorrelierten OPEF- mit TPEF-Spektren an einer Haut-
gewebeprobe wurde die alleinige Sensitivitdt der TPEF-Fluoreszenz beobachtet, was zu der
Vermutung fiihrte, dass das TPEF-Spektrum im Gegensatz zum OPEF-Spektrum durch die
krebssensitive Melanin-Fluoreszenz dominiert wird. Diese Dominanz kann mit einer effiziente-
ren Anregung des Melanins im Gewebe iiber einen schrittweisen 2-Photonen-Anregungsprozess
begriindet werden.

In einem abschlieBenden Vergleich zwischen den TPEF-Spektren von gesundem Gewebe
bzw. Krebsgewebe und den TPEF-Spektren von Eumelaninlésungen kleiner (MW < 10kD)
bzw. groBerer (MW > 10kD) Aggregate, wurde ein alternatives Erklarungsmodell fiir die
Verdanderung des TPEF-Spektrums von entartetem Gewebe abgeleitet und vorgeschlagen.
Demnach begriindet sich die beobachtete Rotverschiebung der TPEF des entarteten Gewebes
nicht auf eine Zunahme des Pheomelanin-Anteils am vorkommenden Melanin sondern auf
tendenziell groflere Melanin-Aggregate innerhalb des kranken Gewebes.
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