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Zusammenfassung

Die Schwingungsspektroskopie ist eine wichtige Methode zur Analyse von Molekiilen, da
anhand des Schwingungsspektrums eines Molekiils wichtige Aussagen iiber dessen Struk-
tur getroffen werden kénnen. Die IR-Absorptionsspektroskopie und die Ramanspektrosko-
pie sind die zwei bedeutsamsten Techniken, um Schwingungsspektren aufzunehmen. Beide
Techniken eignen sich zur Gewinnung von Schwingungsspektren mikroskopischer Proben.
Damit kénnen diese nicht nur morphologisch charakterisiert werden wie in der konventio-
nellen Lichtmikroskopie, sondern auch anhand ihrer molekularen Zusammensetzung. Die
Ramanmikroskopie besitzt eine héhere rdumliche Auflésung als die IR-Mikroskopie, aber
eine geringere Signalstérke als diese. Deswegen wurden optisch nichtlineare Techniken wie
die kohérente anti-Stokes Ramanstreuung (CARS) und die stimulierte Ramanstreuung
(SRS) zur Signalverstiarkung in der Ramanmikroskopie angewandt. Die Femtosekunden-
stimulierte Ramanspektroskopie (FSRS) ermoglicht die spektral breitbandige Aufnahme
von (stimulierten) Ramanspektren. Man benétigt fiir die FSRS zwei Lichtimpulse: Einen
spektral breitbandigen Impuls als “Ramanprobeimpuls” und einen spektral schmalbandigen
und intensiven Impuls als “Ramanpumpimpuls”. Diese Technik wurde 2007 von Ploetz et
al. erstmals in der Mikroskopie als Kontrastmechanismus eingesetzt und in Anlehung an die
FSRS Femtosekunden-stimulierte Raman-Mikroskopie (FSRM) genannt. Die verwendeten
Lichtimpulse wurden von einem Ti:Sa-Laser/Verstérkersystem mit einer Wiederholrate von
1 kHz abgezweigt und entsprechend den jeweiligen Erfordernissen fiir Ramanpump bzw. -
probeimpuls angepasst. Der verwendete Ramanpumpimpuls aus diesem Lasersystem besafs
eine Energie im Bereich von einigen 100 nJ. Wenn diese Energie mit Hilfe eines Mikrosko-
pobjektives fokusiert wird, ergibt sich im Fokus eine Spitzenleistung, die unvertréglich mit
biologischen Proben ist.

Deswegen wurde eine neue Lichtquelle konzipiert, die auf einem Ti:Sa-Oszillator mit
einer Wiederholrate von 75 MHz beruht und eine entsprechend niedrigere Impulsenergie
aufweist. Die Kernidee dieses Konzeptes ist, dass der Ramanprobeimpuls ohne weitere
Konversion direkt im Laseroszillator erzeugt wird und dann der Ramanpumpimpuls aus
dem Fliigel des Oszillatorspektrums verstirkt wird. Dieses Konzept wurde im Zuge dieser
Arbeit realisiert: Es wurde ein Ti:Sa-Oszillator mit einem sehr breitem Spektrum beschafft
und eine Faserverstéarker aufgebaut, um den Ramanpumpimpuls zu erzeugen. Der Faserver-
stirker benutzt Yb*"-dotierte Fasern als aktives Medium. Die erzeugten Impulse wurden
zeitlich und spektral charakterisiert. Die spektrale Breite des Ramanprobeimpulses be-
trug ca. 1875 cm~!. Der Ramanpumpimpuls besaf eine Energie von ca. 0.5 nJ, er war
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xvi Zusammentassung

1.2 ps lang und das Spektrum war 18 cm™! breit. Mit Hilfe dieser Lichtimpulse gelang es
stimulierte Ramanspektren von Reinsubstanzen aufzunehmen. Der abgebildete Spektral-
bereich des Schwingungsspektrums reichte von 900-4000 cm™!. Die spektrale Auflésung
betrug ca. 20 cm™!. Dabei wurde eine neue Messmethodik, das sogenannte “Phasestep-
ping“, auf die FSRM angewandt. Diese ermoglichte die Verwendung eines Detektors mit
“Rolling-Shutter“ ohne systematischen Fehler. Die Ramanbandenhohen des stimulierten
Ramanspektrums von Benzonitril wurden mit den Bandenhéhen des spontanen Raman-
spektrums von Benzonitril verglichen und eine systematische Abweichung festgestellt.

Um diese Lichtquelle fiir die FSRM nutzbar zu machen, wurde ein rasterndes Mikro-
skop aufgebaut. Zunédchst wurden mit diesem Mikroskopiestandards aus unterschiedlichen
Polymeren abgebildet. Mit Hilfe einer Hauptwertanalyse gelang es die verschiedenen Po-
lymere zu unterscheiden. Daraufhin wurde auch eine menschliche Epithelzelle abgebildet.
Die Ramanspektren dieser Abbildung wurden anhand des Ramansignals einer einzelnen
Ramanbande ausgewertet und dargestellt.

Das Rauschen bei der Messung von Ramanspektren wurde ausfiihrlich analysiert. Die-
ses setzte sich aus dem Schrotrauschen durch die Photonen des Ramanprobeimpulses und
dem Laseramplitudenrauschen zusammen. Das Signal-zu-Rauschverhéltnis eines mit dem
Aufbau aufgenommen Ramanspektrums geniigt im derzeitigen Zustand nicht, um anhand
des “Fingerprint*-Bereichs des Spektrums Zellkompartimente zu differenzieren. Eine hohere
Detektionsrate konnte sowohl den Beitrag des Schrotrauschens als auch den des Amplitu-
denrauschens zum Gesamtrauschen senken. Ein optimierter Pumpimpuls, ein Detektor mit
hoherer Ausleserate und bessere Datenautbereitung werden den Weg zur Bildgebung an
biologischen Proben mit der FSRM ebnen.



Abstract

Vibrational Spectroscopy is an important tool for the characterization of molecules, becau-
se the vibrational spectrum of a molecule contains detailed information on its structure. IR
absorption spectroscopy and Raman spectroscopy are the most prominent techniques in use
to record the vibrational spectrum of a molecule. Both techniques can be applied to micros-
copic samples. Raman and IR microscopy can characterize a sample not only morphologi-
cally as conventional light microscopy can, but also based on their molecular composition.
The spatial resolution of Raman microscopy is better, the signal much weaker compared
to IR microscopy. Nonlinear optical techniques like coherent anti-Stokes Raman scattering
(CARS) and stimulated Raman scattering (SRS) have been applied in Raman microscopy
to improve the Raman signal. Femtosecond stimulated Raman scattering (FSRS) enables
the measurement of broadband Raman spectra. Two light pulses are employed for FSRS: a
spectrally broadband pulse known as “probe” pulse and an intense, spectrally narrow pulse
known as “pump” pulse. FSRS was introduced into the field of microscopy by Ploetz et
al. in 2007 and referred to as femtosecond stimulated Raman microscopy (FSRM). In this
first implementation the light pulses have been branched of a Ti:Sapph Laser/Amplifier
system with a 1 kHz repetition rate. The energy of the pump pulse amounted to some 100
nJ. When the pump pulses are focused by a microscope objective, the peak power of these
pulses is not compatible to biological samples.

A new lightsource relying on a Ti:Sapph oscillator with a MHz repetition rate has
therefore been devised. With this light source the pump pulses are order of magnitudes
lower in energy. The probe pulse is generated directly from the laser oscillator and the pump
pulse is generated by amplifying the spectral wing of the oscillator spectrum. This concept
has been realized in this thesis: A commercial, broadband oscillator has been puchased, and
a fiber amplifier relying on Yb*"-doped fibers has been assembled, to generate the pump
pulsse. The pulses have been characterised spectrally and temporally. The spectral width
of the probe pulse amounted to 1875 cm™!. The energy of the pump pulse amounted to
0.5 nJ, the duration to 1.2 ps and the spectral width to 18 cm~!. Stimulated Raman spectra
were recorded using these light pulses. A spectral coverage of 900-4000 cm ™! was achieved,
and the spectral resolution amounted to ca. 20 cm™!. The “phase stepping” method was
applied for the recording of the spectra. This method enabled measurements with a rolling
shutter detector without systematic errors. The Raman band integrals of the stimulated
Raman spectrum of Benzonitril was compared with the band integrals of spontaneous
Raman spectrum of this substance, and a systematic difference between both of these was
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xviii Zusammentassung

observed.

A raster scanning microscope was designed and built specifically for the lightsource.
The setup was emploid for the mapping of different polymer microscopy standards. A sub-
sequent principal component analysis (PCA) of the recorded data set could differentiate
between the different components of the sample. This first demonstration of the imaging
capability of the setup was followed by the imaging of an human epithelial cell. The hyper-
spectral data set of this measurement was univariately analysed based on a single Raman
band integral.

The measured spectra have been analysed to determine the noise contributions. The
main noise sources are the shot noise of the photons of the probe pulse and the laser
amplitude noise. At present the measurement of the cell could not be interpreted based
on the the fingerprint region of the raman spectrum because of the low signal-to-noise
ratio. At a higher detection rate, the shot noise as well as the laser amplitude noise should
decrease. An optimized pump pulse, a detector with a higher detection rate and improved
data processing will pave the way for biological imaging with FSRM.



Kapitel 1

Ramanspektroskopie und Mikroskopie

1.1 Ramanspektroskopie und Mikroskopie in der An-
wendung

Die Ramanspektroskopie ist eine schwingungsspektroskopische Technik. Sie beruht auf der
inelastischen Streuung von Licht an einer Probe. Dieser Effekt wurde von C.V. Raman
und K.S. Krishnan zum ersten Mal experimentell nachgewiesen und beschrieben [1]. Der
Energieverlust (Stokesstreuung) oder -gewinn (Anti-Stokesstreuung) eines Lichtquants ent-
spricht dabei der Energie einer Schwingungsmode eines Molekiils in der Probe. Die Mes-
sung des gestreuten Lichtes gibt also Auskunft {iber Schwingungen der Molekiile in der
Probe und damit iiber ihre Struktur. Ahnliche, aber komplementire Informationen iiber
Molekiilschwingungen liefert die IR-Absorptionsspektroskopie. Wahrend die Ramanspek-
troskopie sensitiv auf Anderungen der Polarisierbarkeit durch die Schwingungsmoden des
Molekiils ist, beruht die IR-Spektroskopie auf der Anderung des Dipolmoments des Mole-
kiils durch die Molekiilschwingungen [2]. Der Ramaneffekt (typische Streuquerschnitte:

107% cm? [3]) ist deutlich schwiicher als die IR-Absorption (typische Absorptionsquer-
schnitte: 1071 ¢m? [4]). Jedes Molekiil weist ein charakteristisches Schwingungsspektrum
(Raman und IR) auf anhand dessen es identifiziert werden kann. Gewisse funktionale Struk-
tureinheiten in Molekiilen konnen bestimmten Frequenzbereichen in Schwingungsspektren
zugeordnet werden. Die Schwingungsspektroskopie kann demnach zur Strukturaufklarung
von Molekiilen dienen [5]. Dafiir werden heutzutage unter anderem noch Magnetresonanz-
spektroskopie [6], Rontgenbeugung |7, 8, 9] und Massenspektrometrie [6] eingesetzt. Die
Schwingungsspektroskopie besitzt einen weitgefiacherten Anwendungsbereich: Sie wird zum
Beispiel in der Analytik der organischen und anorganischen Chemie [6, 10, 11|, der zeitauf-
gelosten Spektroskopie [12, 13|, der Biomedizin [14], der molekularen Biophysik [15], der
Pharmazie [16, 17] und der Zellbiologie [18, 19, 20| eingesetzt, aber auch in der Material-
forschung (|21, 22]), der Archéologie [23] und der Kunstgeschichte [24]. Sie besitzt wie be-
schrieben eine hohe molekulare Spezifitdt und ist nicht invasiv. Jede Probe kann in ihrem
“natiirlichen” Zustand gemessen werden. Die Signalhohe ist in der Regel linear proportional
zur Konzentration der Probe, was die analytische Anwendung vereinfacht. Der Ramanef-
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2 1. Ramanspektroskopie und Mikroskopie

fekt wurde 1975 erstmals als Kontrastmechanismus in der Mikroskopie eingesetzt |25, 26].
Bei dieser Anwendung hat der Ramaneffekt gegeniiber der IR-Absorption als Kontrast-
mechanismus den Vorteil, dass das theoretisch erreichbare, raumliche Auflésungsvermogen
zehnmal besser ist [27]. Es dauerte aufgrund der Schwiche des Ramaneffektes und der
Empfindlichkeit der Technik auf die Fluoreszenz der Probe (Autofluoreszenz) bis Ende der
achziger Jahre bzw. Anfang der neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts bis die Technik
begiinstigt durch technische Entwicklungen (CCD, optische Raleighlinienfilter) zu einer
breiteren Anwendung fand [27].

Ein Anwendungsfeld der modernen Ramanmikroskopie ist die Zellbiologie [18, 28|. Das
rdumliche Auflosungsvermdogen entspricht der konventionellen Lichtmikroskopie. Es kon-
nen also Details (Zellkern [29], Mitochondrien [28], Lipidvesikel [30]) innerhalb einer Zelle
aufgelost werden. Die Proben miissen zur Kontrastgebung weder eingefarbt werden, wie
in der konventionellen Lichtmikroskopie [31, 32|, noch miissen Fluoreszenzmarkermolekii-
le in das zu untersuchende System eingebracht werden, wie in der Fluoreszenzmikroskopie
[33, 34, 35, 36]. Das ermdglicht lebende Zellen [18, 20, 37] oder sogar Organismen |38, 39] in
ihrer nativen Umgebung und Gestalt anhand ihrer chemischen Zusammensetzung quantita-
tiv zu untersuchen [40]. So kénnen molekulare Mechanismen in der Zelle direkt aufgedeckt
und quantitativ ausgewertet werden [20, 37].

1.2 Der Laser als technische Vorraussetzung fiir die Ra-
manmikroskopie und nichtlineare Spektroskopie

Bevor die Ramanmikroskopie fiir die Zellbiologie nutzbar werden konnte, haben von der
Entdeckung des Ramaneffektes 1928 [1] bis zur ersten Aufnahme einer lebenden Zelle mit
einem Ramanmikroskop [18] einige technische und methodische Arbeiten den Weg bereitet.
Eine der Wichtigsten stellt ohne Zweifel der Laser dar, denn eine geeignete Lichtquelle ist
Voraussetzung fiir die effiziente Anregung von Ramanspektren: Raman beschrieb friih, dass
erst eine monochromatische Lichtquelle den Ramaneffekt zu einer genauen und praktischen
Methode zur Erforschung von Schwingungsspektren macht [41], da bei einer polychroma-
tischen Quelle eine Schwingungsbande durch die Anregung mit einem breiten Spektrum
instrumentell verbreitert wird.

Niederdruckgasentladungslampen mit geeigneten Filtern zur Isolierung eines einzelnen
Ubergangs aus dem Linienspektrum des Gases (zum Beispiel der Linie bei 4358 Angstrom
aus dem Hg-Spektrum [42]) waren bis zur Erfindung des Lasers 1960 43, 44| eine verbreitete
Methode zur Anregung von Ramanspektren. Wie in vielen Bereichen der Wissenschaft hat
der Laser auch die Ramanspektroskopie stark verdandert. Im Jahre 2012 beinahe 50 Jahre
nach der ersten Verwendung eines Lasers als Lichtquelle fir die Ramanspektroskopie [45]
werden fast ausschlieflich Laser zur Ramananregung verwendet. Der Vorteil des Lasers lag
zunachst neben den hohen Durchschnitts- oder Spitzenleistungen die Laser erzielen kénnen
vor allem in der hoheren rdumlichen Kohérenz des Laserlichtes. Diese ermdglichte einen
einfacheren optischen Aufbau und die Untersuchung geringerer Probenmengen [46, 47|, bis
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zur Mikroramanspektroskopie 25, 26].

Ein weiterer Vorteil der Lasertechnik als Anregungsquelle war und ist die Verfiigharkeit
anderer Anregungswellenldngen. Durch die Wahl eines geeigneten Lasers konnen elektro-
nische Resonanzen und damit Fluoreszenz bewusst vermieden werden (Anregung im Nahin-
frarotbereich [48, 49] oder im langwelligen Bereich des Sichtbaren [50]), oder eine Resonanz
kann bewusst benutzt werden, um das Ramansignal mit Hilfe des Resonanzramaneffektes
zu iiberhohen (Anregung im Ultravioletten oder im kurzwelligen Bereich des Sichtbaren
[51]). Ein stabiler, monochromatischer Laser allein geniigt jedoch nicht fiir den Aufbau eines
funktionstiichtigen Ramanmikroskopes. Moderne CCDs mit einer hohen Quanteneffizienz
bis in den nahinfraroten Bereich ermdglichen die Detektion kleinster Lichtintensitaten.
Moderne Kanten- und Kerbfilter zur vollstandingen Unterdriickung der Rayleighstreuung
erlauben eine hohe Transmission des Ramansignals. Zudem macht eine moderne Datener-
fassung und -verarbeitung schnelle Bildgebung méglich.

Die Erfindung des Lasers fiihrte auch zum experimentellen Nachweis nichtlinearer op-
tischer Prozesse [52]. Fiir die nichtlineare Spektroskopie benotigt man hohe Spitzeninten-
sitdten. Diese werden von Kurzpulslasern zur Verfiigung gestellt. Der stimulierte Raman-
effekt wurde 1962 erstmals beobachtet [53, 54|, die kohérente anti-Stokes Ramanstreuung
im Jahr 1965 (CARS) [55]. Die erste Realisierung eines Mikroskops, dessen Kontrast auf
einem nichtlinearen Ramanprozess (hier: CARS) beruht, gelang 1982 mit Farbstofflasern
[56] (mit 80 MHz-Repetitionsrate und ps-Pulsdauern). Der Betrieb von Farbstofflaser war
jedoch sehr aufwindig. Anfang der neunziger Jahre wurde der Titan:Saphir(Ti:Sa)-Femto-
sekundenlaser entwickelt [57|. Dieser Festkorperlaser vereinfachte die nichtlineare Spek-
troskopie und wurde fiir den néchsten Aufbau eines CARS-Mikroskopes verwendet [58].
Seitdem wurden viele mafgeschneiderte Lichtquellen fiir nichtlineare Ramanmikroskope
realisiert [59, 60, 61, 62, 63]. In der letzten Zeit wurden vermehrt Faserlaser eingesetzt
[61, 62, 63, 64, 65, 66]. Wegen der kompakten Bauweise, der hohen Effizienz und Stabilitat
und der niedrigen Kosten werden Faserlaser sich in Zukunft wohl als Lichtquelle fiir die
nichtlineare Ramanmikroskopie durchsetzen.

1.3 Methodische Neuentwicklungen im Feld der Raman-
mikroskopie

Folgender Abschnitt soll einen Uberblick iiber den aktuellen Stand der Entwicklung in
der Ramanmikroskopie geben. Der Anspruch ist hier weniger jedes technische Detail zu
erkldren, als die Vorteile und Nachteile der Techniken zu benennen und Entwicklungsli-
nien aufzudecken. Das dient im folgenden dazu die Zielsetzung und den Inhalt der Arbeit
einzuordnen.

1.3.1 Moderne, konventionelle Ramanmikroskopie

Obwohl die nichtlineare Ramanmikroskopie in den letzten Jahren grofe Fortschritte ge-
macht hat und weiter ein grokes Entwicklungspotential birgt [67], bleibt die konventionelle
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Ramanmikroskopie in vielen Anwendungsfeldern mafsgeblich [27]. Es gibt verschiedene Her-
steller die komplette Ramanmikroskopsysteme verkaufen (z.B.Witec, Horiba, Jasco). Der
Aufbau eines Ramanmikroskops, das auf dem spontanen Ramaneffekt beruht, ist einfacher
(und billiger). Gleichzeitig misst man immer ein ganzes Ramanspektrum mit hoher spek-
traler Auflésung fiir jeden Bildpunkt. Seitdem CCD-Kameras zur Verfligung stehen, sind
Aufbauten, welche die Wellenlénge mit Hilfe eines Monochromators scannen, rar geworden.
Die spektrale Auflosung ist durch das Auflésungsvermogen des Spektrographen begrenzt.
Die Linienbreite des Lasers ist meist geringer. Je nach Anregungswellenlénge und verwen-
detem Gitter erreicht man typischerweise eine spektrale Auflssung von 2 cm™! [29, 68, 69|
bis 6 cm ™! [18, 28, 70]. Gerade in stark iiberlagerten Bereichen des Ramanspektrums (z.B.
“Fingerprint“-Bereich) ist diese hohe spektrale Auflésung vorteilhaft [71]. Ein weiterer Vor-
teil der spontanen Ramanspektroskopie ist die lineare Abhéngigkeit des Signals von der
Probenkonzentration. Bei Signaliiberlagerung kénnen die einzelnen Signalbeitrige identi-
fiziert werden (z.B. [71]), da unabhéngige, lineare Signalbeitrige additiv sind. Die laterale
rdumliche Auflésung ist durch die Beugungsgrenze der Anregungswellenldnge gegeben. Mit
Anregungswellenldngen im Sichtbaren erreicht man so eine Auflésung von ca. 300 nm [28]
und mit einem konfokalem Aufbau des Mikroskopes zudem eine axiale Auflésung von un-
geféhr einem Mikrometer (68, 70].

Wie beschrieben ist der spontane Ramaneffekt sehr schwach. Der naheliegende Ansatz,
das Signal durch Steigerung der Laserintensitit in die Hohe zu treiben, wird in der Re-
gel durch die Gefahr der Photoschadigung der Probe begrenzt. Deswegen bendtigt man
in der Regel relativ lange Aufnahmezeiten fiir ein Ramanspektrum (von einigen hundert
Millisekunden [28, 72| bis zu einigen Sekunden [29, 69, 73]). Jedoch konnen auch lan-
ge Aufnahmezeiten zu Schidden an lebenden Zellen fithren, weil die Bestrahlungsdauer
dementsprechend lang ist. Zudem ist die Anzahl und die Gréfse der untersuchbaren Pro-
ben durch die Messzeiten beschrénkt [74]. So ist ein Entwicklungsziel der konventionellen
Ramanmikroskopie eine kiirzere Aufnahmezeit pro Spektrum. Dies geschieht beispielswei-
se, indem die einzelnen Komponenten eines Ramanmikroskopes stetig verbessert werden.
Der ganze spektroskopische Aufbau muss einen hohen Lichtdurchsatz erlauben. Sowohl die
Rayleighlinienfilter, die dichroischen Spiegel als auch die Gitter im Spektrographen werden
durch neue Produktionstechniken in diesem Punkt perfektioniert. In den letzten Jahren
ist mit dem EMCCD (electron multiplying CCD) -Chip [75] ein neuer hochempfindlicher
und rauscharmer Kamerachiptyp entwickelt worden. Dieser wird in kommerziellen Raman-
mikroskopen (z.B. WITec UHTS 300 spectroscopy system, Horiba SWIFT TM Ultra Fast
Raman Imaging) benutzt. Die Hersteller geben mit dieser Kamera erstaunlich kurze Mes-
szeiten von wenigen Millisekunden pro Spektrum an (Horiba < 8 ms [76],Witec < 3 ms
[77]). Eine weitere Moglichkeit die Messzeit zu verkiirzen sind alternative Scanverfahren. So
kann man die Probe statt mit einem Punktfokus auch mit einem Linienfokus ausleuchten.
Bildet man diesen auf die CCD-Kamera ab kénnen simultan die Ramanspektren der gan-
zen Bildlinie ausgelesen werden. Pro Integrationsfenster werden so mehr Ramanspektren
aufgenommen. Damit erreicht man Messzeiten von 10 s pro Linie (entspricht 25 ms pro
Pixel) 78| und bis zu 11 ms pro Pixel [20].

Die spontane Ramanstreuung ist sehr sensitiv gegeniiber der Fluoreszenz der Probe
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oder Verunreinigungen in der Probe [79]. Wie oben erwdhnt sind typische Absorptions-
querschnitte deutlich grofer als typische Ramanstreuquerschnitte. Deswegen kénnen schon
kleine Mengen einer fluoreszierenden Substanz im Probenvolumen das Ramansignal stark
iiberlagern. Am stérksten tritt dieses Problem bei Anregung im sichtbaren Bereich des elek-
tromagnetischen Spektrums ein [79]|. Es wurden experimentelle Verfahren und Methoden
der Datenaufbereitung |80, 81| entwickelt, um mit dem Fluoreszenzuntergrund umzugehen.
Eine Methode, die auch in der Mikroskopie angewendet wurde, ist die “shifted excitation
Raman difference spectroscopy (SERDS) [82]. Dabei wird das Ramanspektrum im Wech-
sel mit zwei verschiedenen Frequenzen angeregt, wodurch wird das Ramanspektrum um die
Frequenzdifferenz verschoben wird, wihrend das Fluoreszenzspektrum nach Kasha [83] un-
verdndert bleibt. Die Differenz der unterschiedlichen Spektren entspricht einer Ableitung
des Ramanspektrums, wahrend sich der Fluoreszenzuntergrund in der Differenz beider
Messungen aufhebt [80, 84, 85].

Um den Ramaneffekt einzelner Molekiile gezielt zu verstiarken, kann der Resonanzra-
maneffekt genutzt werden [20, 69]. In das zu untersuchende System konnen gezielt kleine
Molekiile eingebracht werden |78, 86| oder Teile des Systems deuteriert werden [29]. So
gewinnt man einen minimal invasiven molekiil- oder bindungsspezifischen Kontrast. Bei
Deuterierung oder der Verwendung von Dreifachbindungen liegt die Schwingungsmarker-
bande in der spektral “ruhigen* Region um 2000 cm~t. Die Messung der Polarisation des
Ramanstreulichts gibt zusétzliche Information iiber die Probe, z.B. die lokale Ausrichtung
der sekundédren Struktur der Molekiile |87, 88]. Wie zu Beginn des Abschnitts erwéhnt,
wurden im vergangenen Jahrzehnt nichtlineare Ramanmikroskope stark weiterentwickelt.
Durch die nichtlineare Ramanstreuung erreicht man hoéhere Signale. Das fiihrt zu kiir-
zeren Messzeiten. Bei den prominentesten nichtlinearen Methoden (CARS, SRS-Verlust)
spielt der Fluoreszenzuntergrund keine Rolle, weil das Signal auf der anti-Stokesseite des
Anregelichtes detektiert wird. Jedoch muss das nicht bedeuten, dass die nichtlinearen Ra-
manmethoden immer besser geeignet sind [52|. So gibt es auch Hinweise, dass gerade fiir
biologische Proben, die nur eine geringe, durchschnittliche Lichtleistung tolerieren, der
spontane Ramaneffekt, der besser geeignete Kontrastmechanismus ist [89].

1.3.2 Kohérente anti-Stokes Ramanstreuung (CARS) als Kontrast-
mechanismus

Die kohérente anti-Stokes Ramanstreuung (CARS) wurde 1982 in dem ersten nichtlinearen
Ramanmikroskop als Kontrastmechanismus eingesetzt [56]. Auch bei der Wiederbelebung
der nichlinearen Ramanmikroskopie im Jahre 1999 mit neuerer Laser- und Detektionstech-
nik wurde CARS benutzt [58]. Diese Arbeit hatte starke Forschungsaktivitéiten zur Folge
mit dem Ziel die CARS-Mikroskopie zu verbessern und anzuwenden. Daraufthin gelang mit
Hilfe der CARS Bildgebung anhand einer Ramanbande mit einer Bildrate von 30 Bildern
pro Sekunde [38; 90] und In-Vivo Bildgebung an verschiedenen lipidreichen Gewebestruktu-
ren (Ischiasnerv im Rattenmodel, Riickenmark im Mausmodel) [39]. Inzwischen sind einige
Ubersichtsarbeiten [91, 92] iiber die CARS-Mikroskopie verdffentlicht.
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Die CARS ist eine nichtlineare Wechselwirkung zwischen einem Lichtfeld und einer Schwing-
ungsmode eines Molekiile in der Probe. Der Effekt skaliert mit der dritten Ordnung des
elektrischen Feldes des Lichtes, d.h. das elektrische Feld des eingestrahlten Lichtes tritt bei
der Erkldrung des Effektes dreimal in Erscheinung (siehe Abbildung 1.1).

Zunichst erzeugt die Uberlagerung einer elektro-magnetischen Welle mit der Frequenz'
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Abbildung 1.1: (a) CARS-Schema: Die Pfeile représentieren die am CARS-Prozess beteilig-
ten elektromagnetischen Wellen: “Pump‘:= wy; “Stokes:= wy;“Probe“:= ws; “Anti-Stokes*:=
Wy

(b) Vergleich des spontanen Ramanspektrums (schwarz) und des CARS-Spektrums einer
Mischung von AMP/ADP/ATP in Wasser (entnommen aus Ref. [40])

wp mit einer zweiten elektro-magnetischen Welle mit der Frequenz w, eine Schwebung mit
der Frequenz 2 = w; — wy, die der Frequenz der Schwingungsmode entspricht. Das elek-
trische Feld dieser Schwebung fithrt zu einer kohérenten Anregung der Schwingungsmode.
Die hoherfrequente Welle wird in der Literatur oft “Pump* genannt, die Niederfrequen-
te in Analogie zur spontanen Ramanstreuung “Stokes”. Die angeregte Schwingungsmode
moduliert die makroskopische Polarisierbarkeit des Mediums mit der Schwingungsfrequenz
Q). Die Einwirkung einer dritten elektromagnetischen Welle mit der Frequenz ws, in der
Regel “Probe* genannt, auf die Polarisierbarkeit fithrt zu einer nichtlinearen Polarisation
des Mediums mit Frequenz wy = 0 + w3 = w1 — we + ws. Diese nichtlineare Polarisati-
on verursacht die Emission einer vierten Lichtwelle mit eben dieser Frequenz wy. Diese
vierte, im Vergleich zu allen eingestrahlten Lichtwellen blauverschobene Lichtwelle wird
bei der CARS-Spektroskopie detektiert. Sie wird wieder in Analogie zur spontanen Ram-
anstreuung “Anti-Stokes” genannt. Im Experiment werden meist nicht drei verschiedene

'In dieser Arbeit werden zur Bezeichnung einer Frequenz einer Schwingung w als Symbol fiir die Kreis-
frequenz, dquivalent v = w/27 als Symbol einer Frequenz und 7 = v/c als Symbol fiir die Wellenzahl dieser
Schwingung eingesetzt.
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Laserquellen fiir die beteiligten Lichtwellen eingesetzt (anders [93]). In der Regel handelt
es sich beim “Pump“ und beim “Probe“ um ein und denselben Laserimpuls (z.B. [91]).
Es gibt jedoch auch Anwendungen bei denen “Pump® und “Stokes* zwei um die Frequenz
der Schwingungsmode verschobenen Frequenzanteile aus dem Spektrum eines breitbandi-
gen fs-Impulses sind [65, 94]. Damit der CARS-Prozess zu einer makroskopisch messbaren
Verstarkung der “Anti-Stokes“-Welle fiihrt, miissen die Wellenvektoren der eingestrahlten
Lichtwellen eine sogenannte “phase-matching Bedingung erfiillen [95|. Es hat sich jedoch
herausgestellt, dass diese Bedingung in der Mikroskopie bei der Verwendung starker Foku-
sierung der Lichtstrahlen wegen der kurzen Interaktionslange und den auftretenden grofsen
Winkeln stark gelockert wird [58, 96]. Die CARS ist eine passive spektroskopische Technik,
d.h. das Molekiil ist nach der Wechselwirkung wieder im Grundzustand und wird folglich
nicht angeregt. Eng damit verkniipft ist die dispersive Linienform der CARS-Spektren (sie-
he Abbildung 1.1). Das Signal der CARS skaliert quadratisch mit der Konzentration der
Probensubstanz. Dieses Verhalten hat Nachteile bei niedrigen Konzentrationen und bei der
Auswertung von iiberlagerten Signalen, kann aber bei einer hohen Konzentration zu hohen
Signalen und sehr kurzen Messzeiten fithren (z.B. bei Lipideinschliissen (Lipiddroplets) in
Zellen [97]). Die detektierten Photonen haben wie oben dargelegt eine héhere Frequenz
als die anregenden Lichtfelder. Es kann demnach kein Fluoreszenzuntergrund von einer
Ein-Photonenabsorption auftreten. Zudem hat das Ramanstreulicht bei NIR-Anregung ei-
ne Wellenldnge die mit Silizium basierten CCDs gut detektiert werden kann. Durch die
anti-Stokes-Verschiebung der detektierten Photonen gibt es auch keinen Untergrund durch
die anregenden Lichtfelder. Die rdumliche Auflésung der CARS-Mikroskopie wird durch
die Nichtlinearitdt des Effektes beglinstigt. Das Signal wird sowohl lateral als auch axial
hauptséchlich im Fokalvolumen erzeugt. Die CARS-Mikroskopie erméglicht damit dreidi-
mensionale Bilder von mikroskopischen Proben.

Es gibt jedoch einige Komplikationen bei der CARS-Technik durch den sogenannten
nichtlinearen Untergrund. Die nicht resonante, nichtlineare Antwort der Elektronen im Pro-
bevolumen auf die anregenden Lichtfelder erzeugt ein Lichtfeld, dass unabhéngig von den
Schwingungsresonanzen der Molekiile ist. Es iiberlagert sich kohdrent mit der resonanten,
nichtlinearen Antwort. Der Detektor misst das Betragsquadrat der superpositionierten Fel-
der der resonanten und nichtresonanten Antwort des Mediums. Die resonante Antwort ist
dadurch mit resonanten Antwort iiberlagert und die Linienform in einem CARS-Spektrum
zeigt einen dispersiven Charakter (sieche Abbildung 1.1). Es wurden verschiedene CARS-
Techniken entwickelt, um den nichtlinearen Untergrund zu unterdriicken oder zu umgehen
[65, 98, 99, 100, 101].

In der spektral breitbandigen CARS-Mikroskopie, genannt “Multiplex-CARS* macht
man sich den nichtlinearen Untergrund zu nutze. Die Interferenz des schwachen, reso-
nanten Signal mit dem starken, nichtresonanten Untergrund fithrt zu einer heterodynen
Verstiarkung des resonanten Signals. Der nichtresonante Untergrund fungiert hier als so
genannter “lokaler Oszillator”. Durch den nichtresonanten Untergrund wird aber nicht nur
das Signal verstarkt, sondern aufgrund der héheren Photonenanzahl im detektierten Signal
auch das Schrotrauschen gemindert [92]. Das Signal zeigt jedoch weiterhin eine dispersive
Linienform. Aus dieser kann jedoch mit verschiedenen Algorithmen [102, 103] die resonante,
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dissipative Linienform ermittelt werden. So ist es moglich die sonst schwer interpretierba-
ren CARS-Spektren fiir quantitative Analysen zu nutzen [40]. Verschiedene Arbeitsgruppen
haben mit dieser Technik hyperspektrale Bildgebung an lebenden Zellen mit einer Aufnah-
mezeit von 50 ms pro Bildpunkt demonstriert [37, 104].

1.4 Stimulierte Ramanstreuung (SRS) als Kontrastme-
chanismus

Zunéchst wurde die stimulierte Ramanstreuung 2005 als Kontrastmechanismus fiir die
Mikroskopie prasentiert [105, 106]. Unabhéngig von dieser Arbeit wurde die Femtosekunden
stimulierte Raman Streuung (FSRS), eine Technik die auf der SRS beruht, 2007 in der
Mikroskopie eingefiihrt [107]. 2008 wurde biomedizinische Bildgebung mit Hilfe der SRS de-
monstriert [108]. Anwendung der SRS-Mikroskopie wurden seitdem in der Biomedizin [109],
Endoskopie [110], Entwicklungsbiologie [111], Pharmazie [17, 112], Lebensmittelforschung
[113], der Biotechnologie [114] und in der Zellbiologie [63, 115, 116] demonstriert. Obwohl
dieser Bereich der Ramanmikroskopie noch so jung ist, wurde er bereits in eine Ubersichts-
arbeit [67] aufgenommen.

Bei der stimulierten Ramanstreuung werden zwei Lichtwellen unterschiedlicher Fre-
quenz, d. h. im Experiment zwei Laserimpulse, benutzt. Durch den stimulierten Ramanef-
fekt in der Probe wird ein Photon in der hoherfrequenten Lichtwelle vernichtet und gleich-
zeitig ein Photon in der niederfrequenten Lichtwelle erzeugt, wenn die Frequenzdifferenz
der Lichtwellen der Frequenz einer molekularen (Raman erlaubten) Schwingungsmode ent-
spricht. Diese Anderung der Lichtintensitét der Laserimpulse durch die Wechselwirkung
wird gemessen. Die Bezeichnung der Laserimpulse ist in der Literatur widerspriichlich.
Eine Konvention ist den niederfrequenten Impuls Pumpimpuls zu nennen, der Hoherfre-
quente heifst dann Stokesimpuls oder Signalimpuls. Einer zweite Konvention nach, wel-
che in dieser Arbeit bei der Beschreibung der FSRS verwendet wird, wird der detektierte
Lichtimpuls Probeimpuls genannt, wiahrend der andere als Anregeimpulse oder englisch
“Pump“bezeichnt wird.

Die spektrale Signatur des stimulierten Ramaneffektes entspricht der des spontanen
Ramanspektrum (vgl Abb. 1.2 (b)). Die Ramanspektren, die mit der SRS aufgenommen
werden, sind also ohne weitere Bearbeitung der Daten interpretierbar. Wie der sponta-
ne Ramaneffekt skaliert auch der stimulierte Ramaneffekt linear mit der Konzentration.
Die Merkmale der spontanen Ramanstreuung beziiglich ihrer chemischen Spezifitidt und
analytischen Verwertbarkeit bleiben bei der stimulierten Ramanstreuung erhalten. Das sti-
mulierte Ramansignal skaliert linear mit der Leistung des Probeimpulses und der Leistung
des Pumpimpulses.

Es existieren verschiedene Konzepte fiir die Realisierung eine eines SRS-Mikroskopes:
Einerseits sehr schnelle und sensitive einkanalige Aufbauten, die lediglich das Ramansignal
einer spezifischen Ramanbande als Kontrast benutzen (siche Abschnitt 1.4.1)); Anderer-
seits Aufbauten mit einer breitbandigen Detektion, welche ein “volles* Ramanspektrum
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Abbildung 1.2: (a) SRS-Schema: Die Pfeile reprisentieren die am SRS-Prozess beteiligten
Photonen: “Pump*:= wy; “Stokes™“:= wy; Das “Pump‘-Photon wird vernichtet, das “Stokes"-
Photon erzeugt, dabei wird die Schwingungsmode angeregt.

(b) Vergleich des spontanen Ramanspektrums (schwarz) und des SRS-Spektrums (rote
Kreise) von Methanol (entnommen aus Ref. [108])

fiir jeden Bildpunkt aufnehmen (siehe Abschnitt 1.5). Inzwischen gibt es auch Aufbau-
ten, die versuchen die Geschwindigkeit bzw. Sensitivitat der einkanaligen Detektion mit
der chemischen Spezifitdt und Selektivitdat der breitbandigen Detektion zu vereinen (siehe
Abschnitt 1.4.2). Erwdhnenswert ist ausserdem noch die Bildgebung anhand der Raman
induzierten Kerrstreuung (RIKES), weil sie ein “naher Verwandter* der SRS ist und schon
direkt mit dieser verglichen wurde [117, 118|.

1.4.1 Einkanal-SRS

Von den meisten Forschungsgruppen, die sich mit SRS-Mikroskopie beschéftigen, wird
die einkanalige Messung eines SRS-Signals als Kontrast in der Bildgebung angewandt
[17, 64, 106, 108, 119, 120, 121]. Bei diesem Konzept wird der Impulszug des Pumpla-
sers mit einem elektrooptischen Modulator, d.h. einer Pockelszelle, oder einem akusto-
optischen Modulator mit einer Radiofrequenz (1-40 MHz) moduliert. Diese Modulation
wird tiber den stimulierten Ramaneffekt entweder als Verlust oder Gewinn auf den Impuls-
zug des Probelasers iibertragen. Der Probelaser wird nach der Interaktion mit der Probe
und dem Pumplaser mit einer einzelnen Photodiode detektiert. Ein “Lock-in“-Verstarker
(LiA) analysiert den variablen Anteil des Photostromes bei der Modulationsfrequenz. Das
Ausgangssignal des LiA ist zu der Modulationstiefe des Probelasers durch die SRS direkt
proportional. Durch die Detektion bei hohen Frequenzen ist der einkanalige Aufbau wenig
sensitiv fiir Fluktuationen der Laseramplitude, welche bei niedrigen Frequenzen die Sensi-
tivitdt begrenzen kénnen. Das Schrotrauschen ist gering, da die gesamte Laserleistung (ca.
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3 mW [63] - 210 mW [115]) des Probelasers, und damit viele Photonen pro Messintervall,
mit einem einzigen Detektor registriert werden.

Der Frequenzabstand zwischen der Tragerfrequenz des Pumpimpulses und der des Pro-
beimpulses bestimmt, welche Schwingungsmode der Probe untersucht wird. Im Experiment
werden die Lichtquellen so aufgebaut, dass zumindest die Frequenz eines der beiden Impulse
variabel ist, um den Frequenzabstand an unterschiedliche Schwingungsmoden anzupassen.
Dazu werden zum Beispiel spektral breitbandige Lasermedien mit einer anpassbaren La-
serfrequenz (z.B. Ti:Sa [106] oder Ytterbium-dotierte Fasern [122]), optisch parametrische
Oszillatoren [108, 123| oder die selektive Einengung eines breiten Spektrums durch die
Erzeugung der zweiten Harmonischen [64, 124| verwendet. Die spektrale Auflésung der
Messung ist durch die spektrale Breite der Impulse gegeben. In der Regel handelt es sich
bei Pump- und Probeimpuls um ps-Impulse mit einer Dauer von 4-7 ps und einer ent-
sprechenden spektralen Breite von ca. 3 ecm™!. Es wurden jedoch auch spektral breitere
fs-Impulse eingesetzt [63, 120, 121]. Um trotz dieser groferen spektralen Breite gut aufge-
loste Spektren zu erhalten, konnen beide Impulse gleichstark “gechirpt” werden. Zu einem
Zeitpunkt interagiert dann nicht die ganze Frequenzbandbreite der Impulse mit der Probe,
sondern nur die instantane. Auf diese Weise wurde mit fs-Impulsen eine Auflésung von
15 ecm™! erreicht [120].

Bei der einkanaligen Detektion werden nur kurze Integrationszeiten pro Bildpunkt be-
nétigt (von einigen 100 us pro Pixel [108, 116] bis zu erstaunlichen 100 ns pro Pixel [109].2
Es wurden messbare relative Signalhéhen < 1077 in einer Sekunde Messzeit [108] bzw.
< 2x 1077 in 500 ms [64]) berichtet. Das entspricht einer Detektionsgrenze fiir Retinol von
50 uM bzw. einer Konzentration von 5 mM einer Methanollésung [108]. Bei niedrigen Laser-
leistungen (< 5 mW) konnte eine Schrotrausch-begrenzte Messung erreicht werden [63|. Es
wurden auch unterschiedliche Moglichkeiten einer balancierten Detektion verwendet, um
das Amplitudenrauschen des Lasers vor der A/D-Wandlung durch Referenzieren heraus-
zurechnen [64, 124|. Eine Unterscheidung der chemischen Zusammensetzung einer Probe
ist bei diesem Ansatz ungenau, weil sie nur anhand einer einzelnen Ramanbande einer
sogenannten “Markerbande geschieht. In Anwendungen werden deswegen zur Unterschei-
dung zwischen unterschiedlichen chemischen Substanzen in der Probe entweder mehrere
Probeimpulse zur Abdeckung mehrere Markerbanden [114]| verwendet oder die Probe bei
unterschiedlicher Einstellung des Frequenzabstandes zwischen Pump- und Probeimpuls
mehrmals abgebildet (z.B. [108, 109]). Weil dieses Verfahren von Hand sehr aufwéndig
ist, wurden spezielle, automatisierte Methoden zur SRS-Mikrospie entwickelt, welche ein
schnelles Scannen des Frequenzabstandes von Pump- und Probeimpuls erlauben.

1.4.2 Hybrid-SRS

Es wurden zwei verschiedene Ansétze verfolgt trotz einer einkanaligen Detektion, Proben
chemisch zu differenzieren: Zum einen wurden in direkter Erweiterung der Einkanal-SRS-

’Diese Zeit hingt jedoch auch von den jeweiligen experimentellen Bedingungen (z.B. Ramanbanden-
stirke, Laserleistung von Probe- und Pumpimpuls) ab.
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Mikroskopie sehr schnell durchstimmbare, spektral schmalbandige Lasersysteme verwendet
[125, 126], zum anderen wurde ein spektral breitbandiger Laserimpulses mit Hilfe einer
spektralen Maske fiir die chemisch selektive Detektion einer Spezies moduliert [127, 128|.
Bei dem ersten Ansatz geschieht das Durchstimmen dieser Systeme so schnell, dass durch
geschickte experimentelle Technik letztendlich kein Zeitverlust aus dem Frequenzwechsel re-
sultiert. Die Zeit fiir die Aufnahme eines Spektrums lasst sich aus der reinen Aufnahmezeit
eines Bildpunkts bei einer festen Frequenz berechnen. Mit einem schnell durchstimmba-
ren OPO gelang so eine Bildgebung mit einer Aufnahmezeit von 8 us pro Bildpunkt und
Abfragefrequenz mit einer Abstimmbarkeit der Abfragefrequenz iiber 115 cm™! und einer
spektralen Auflésung von 5 cm™! [126]. Das entspricht einer Aufnahmezeit fiir ein Spek-
trum des gesamten durchstimmbaren Bereichs von 184 us. Eine noch kiirzere Aufnahmezeit
wurde mit einem schnell durchstimmbaren Ytterbium-Faserverstiarker erreicht: Die Grup-
pe um Ozeki hat Bildgebung bei wechselnder Abfragefrequenz mit einer Bildrate von 30,8
Bildern pro Sekunde (500 x 480 Bildpunkte) [125] demonstriert. Pro Bildpunkt und Abfra-
gefrequenz entspricht das einer Aufnahmezeit von 128 ns. Die Abfragefrequenz war iiber
300 cm~! mit einer gleichzeitigen spektralen Auflosung von 3 cm™! frei durchstimmbar.
Daraus lésst sich eine Aufnahmezeit fiir ein Spektrum des durchstimmbaren Bereichs von
13 ps pro Spektrum berechnen. Mit dieser Technik kénnen also tatsédchlich Ramanspektren
aufgenommen werden und mit multivariaten Methoden (z.B. independent component ana-
lysis (ICA) [125]) ausgewertet werden. Der abgebildete Spektralbereich ist jedoch begrenzt:
Es kann nur entweder der “CH-Streck“-Bereich oder ein Teil des “Fingerprint*-Bereiches
aufgenommen werden. Die hohe Bildrate kann nur bei der vergleichsweise starken Ram-
anstreuung im “CH-Streck“-Bereich verwendet werden, im “Fingerprint-Bereich ist das Si-
gnal trotz weiterer Mittelung stark rauschbehaftet [125]. Bei dem zweiten Ansatz wird das
Ramanspektrum einer Substanz in der Probe selektiv mit einem amplitudenmodulierten
Spektrum abgefragt [127, 128]. Dazu wurde eine Modulation einiger spezifischer spektraler
Regionen entweder im Frequenzbereich von einigen kHz auf einen spektral breitbandigen
Probeimpulszug gepriagt und mit einer Fouriertechnik nach der Interaktion mit der Probe
demoduliert [128] oder im zeitlichen Frequenzbereich weniger MHz auf einen spektral breit-
bandigen Pumpimpuls gepriagt und direkt durch die Lockin-Detektion des Probeimpulses
demoduliert [127]. Die zweite Technik wurde “spectrally tailored excitation-stimulated Ra-
man scattering” (STE-SRS) genannt [127|. Mit beiden Techniken wurde eine Bildgebung
anhand dreier spektraler Komponenten der Probe demonstriert (Aufnahmezeit pro Bild-
punkt: 200 ps [128] bzw. 114 us). Mit der STE-SRS wurde auch eine chemisch quantitative
Analyse der Konzentrationen in Mischungen von zwei oder drei Substanzen durchgefiihrt
[127]. Beide Techniken nutzten jedoch wieder nur den signalstarken “CH-Streck“-Bereich
des Spektrums zur Bildgebung und zur Differenzierung verschiedener Substanzen. Fiir die
quantitative Analyse ist ein a priori Wissen der Ramanspektren der einzelnen Substanzen
notig. Die Fahigkeiten eines solchen Aufbaus kénnen also die spontane Ramanstreuung
nicht ersetzen. Zudem sind beide Techniken aufgrund der Verwendung der Modulations-
masken technisch sehr aufwindig.
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1.5 Femtosekunden-Stimulierte Ramanspektroskopie als
Kontrastmechanismus

Die Femtosekunden-Stimulierte Ramanspektroskopie (FSRS) wurde von Ploetz et al. 2007
als Kontrastmechanismus fiir die Mikroskopie eingefiihrt [107]. In Anlehnung an den Kon-
trastmechanismus wird diese Technik Femtosekunden-Stimulierte Raman-Mikroskopie
(FSRM) genannt. Der in dieser Arbeit beschriebene Aufbau dient auch der Mikroskopie mit
der FSRS [60]. Ausserdem wurde Bildgebung mit der FSRS von Bachler et al. anhand von
Polystyrolmikroskopiestandards mit Hilfe eines MHz-Lasersystems gezeigt [118]. Die FSRS
[12] detektiert im Gegensatz zu den anderen SRS-Techniken bei einer einzelnen Messung
ein vollstandiges Ramanspektrum. Dazu verwendet die FSRS einen spektral breitbandigen
Femtosekundenimpuls als Probeimpuls und einen spektral schmalbandigen Pikosekunden-
impuls als Pumpimpuls. Die spektrale Auflosung des stimulierten Ramanspektrums héngt
meist von der spektralen Breite des verwendeten Pumpimpulses ab [60, 107, 118|. Die Sen-
sitivitdt der FSRM beruht auf der Stabilitdt der verwendeten Laser, besonders kritisch ist
die Stabilitdt des detektierten Probeimpulses. Das parallele Messen des Ramanspektrums
zu einer Zeit beschréankt die FSRM im Gegensatz zu den anderen SRS-Techniken in zwei
Punkten: Zum einen bendtigt das Auslesen von mehreren hundert Messkanélen proportio-
nal mehr Zeit als das Auslesen eines Messkanales. Die Auslesezeit eines Spektrums ist der
untere Grenzwert fiir die Messzeit pro Pixel. Das fiihrt zu einer niedrigen Messrate bei ei-
nem FSRM-System, die gleichzeitig eine hohere Empfindlichkeit fiir Rauschen bei niedrigen
Frequenzen bedingt. Zum anderen wird bei einer einkanaligen Technik proportional mehr
Licht pro Kanal gemessen, deswegen ist die theoretisch erreichbare Schrotrauschgrenze pro
Messzeit fiir einkanalige Techniken deutlich niedriger.

1.5.1 Benotigte Laserimpulscharakteristika fiir die FSRM

Fiir die FSRM werden zwei kurze Laserimpulse bendtigt: Ein spektral schmalbandiger Pi-
kosekundenimpuls als Pumpimpuls und ein spektral breitbandiger Femtosekundenimpuls
als Probeimpuls. Der Pumpimpuls entspricht im Grunde dem Pumpimpuls in der ein-
kanaligen SRS. Seine spektrale Breite bestimmt die spektrale Auflosung des stimulierten
Ramanspektrums. Es ist also eine spektrale Breite anzustreben, mit der man in der Lage ist
die spektrale Breite von Ramanbanden von Molekiilen in Losung aufzulosen. Diese liegen
in der Regel zwischen 5—15 cm™! [129], also dhnlich der spektralen Breite der Impulse von
3 cm~! bei der einkanaligen Messung mit SRS. Daraus ergibt sich eine Impulsdauer von
1 ps (entspricht 15 cm™) bis 5 ps (entspricht 3 ecm™). Der stimulierte Ramaneffekt ska-
liert mit der Leistung des Pumplaser. Je hoher die Leistung des Pumplasers, umso grofser
wird das Ramansignal. Bei zu hohen Leistungen erleidet die Probe jedoch eine Schadigung
entweder direkt durch die Einwirkung des Lichtes oder indirekt iiber das Aufheizen der
Probe. Aufgrund des zweiten Effektes sollte die Durchschnittsleistung des Pumplasers bei
Bildgebung an biologischen Proben je nach Kriterium der Zellschéddigung 10 mW [130] bzw.
80 mW [123] nicht tibersteigen. In der Bildgebung von biologischen Proben mit kohérenter
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Ramanstreuung sind auch hohere Durchschnittsleistungen von bis zu 100 mW durchaus
tiblich [115]. Aus experimenteller Sicht ist eine etwas hohere Leistung erstrebenswert, um
etwaige Verluste durch optische Komponenten zu kompensieren.

Das Spektrum des Probeimpulses sollte so breit sein, dass mdglichst alle Schwingungsban-
den der Probe gleichzeitig abgefragt werden. Die hochstfrequente Bande in biologischen
Proben ist die breite Wasserbande bei ca. 3200-3500 cm ™!, auf der niederfrequenten Sei-
te konnen Ramanbanden schon ab ca. 500 cm™" (z.B. Thymin, Guanin) Auskunft iiber
charakteristische Strukturen von biologischen Proben geben [131]. Die spektrale Breite
sollte also iiber 3000 cm™! betragen. Das entspricht im NIR einer Impulslinge von ca.
5 fs. Dabei muss der spektrale Abstand der Zentralfrequenz des Probeimpulses zur Zen-
tralfrequenz des Pumpimpulses so gewéhlt sein, dass diese Breite auch tatsidchlich nutzbar
ist. Die Form des Spektrums ist idealerweise rechteckférmig und unstrukturiert, um alle
Kanéle des Detektors gleichméfig auszuleuchten und spektrale Artefakte zu vermeiden.
Besonders entscheidend ist die Stabilitdt der Leistung des Probelasers, da der stimulierte
Ramaneffekt nur eine kleine Anderung auf dem groken Untergrund des Probespektrums
bewirkt. Idealerweise ist der Probelaser so stabil, dass die Messung Schrotrausch-begrenzt
erfolgen kann.

1.5.2 kHz-Lichtquelle fiir FSRM

Bei dem ersten FSRM-Aufbau [107] wurde ein Ti:Sa-Laser/Verstirkersystem (Clark CPA
2001) mit einer Repetitionsrate von 1 kHz als Ausgangslichtquelle verwendet. Die Lichtim-
pulse aus diesem System sind 120 fs lang. Die spektrale Breite betrigt 8 nm (Das entspricht
im Frequenzraum einer Breite von 130 cm™!) und die zentrale Wellenléinge 780 nm, die
Impulsenergie 1 pJ. Diese Impulse sind spektral zu schmal, um sie als Probeimpuls zu ver-
wenden, und spektral zu breit, um als Pumpimpuls zu dienen. Um aus diesen Impulsen ge-
eignete Probeimpulse zu gewinnen, miissen sie spektral verbreitert werden. Dazu wurde ein
nichtlineare Prozess verwendet, die so genannte Weiklichterzeugung. Wenn man die Aus-
ganglichtimpulse mit ausreichender Energie auf eine Saphirscheibe fokusiert, erzeugt eine
Kaskade unterschiedlicher nichtlinearer Prozesse (u. a. Selbstfokusierung, Selbstphasenmo-
dulation) ein breites Frequenzspektrum. Das Abfragespektrum des Ramanprobeimpulses
reicht danach von 600 nm - 760 nm. Die Impulsdauer entspricht ungefihr der Impulsdauer
des erzeugenden Lichtimpulses. Um den Pumpimpuls zu erzeugen, werden die Ausgangs-
lichtimpulse spektral eingeengt. Dazu wird ein Bandpassfilter (Bandbreite: 25 cm™!; Oriel
stype 7T75FC012-50) verwendet. Der Ramanpumpimpuls hat also ein spektrale Breite von
25 cm ™!, die Impulsenergie ist ~ 270 nJ.

1.5.2.1 Bildgebung mit der kHz-FSRM

Mit Hilfe dieser Lichtquelle wurde mikroskopische Bildgebung durch FSRS demonstriert
[107]. Dazu werden beide Pulse durch eine Verzogerungsstrecke zeitlich und {iber einen
dichroischen Spiegel raumlich {iberlagert. Die Lichtimpulse werden mit einem reflektiven
Mikroskopobjektiv (Cassegrain) auf die Probe fokusiert. Das transmittierte Licht wird mit
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einem zweiten Objektiv kollimiert. Ein Kerbfilter unterdriickt das Pumplicht, wihrend das
Probelicht auf einen Spektrographen abgebildet wird. Der Spektrograph registriert in ab-
wechselnder Folge ein Spektrum des Probeimpulses, welcher eine Wechselwirkung mit dem
Pumpimpuls in der Probe hatte, sowie ein Spektrum des Probeimpulses, bei dem der Pum-
pimpuls mit einem Lichtzerhacker geblockt wurde. Aus diesen beiden Spektren lésst sich
das Ramanspektrum der Probe im Fokalvolumen rekonstruieren. Die Probe wird mit Ver-
fahrtischen bewegt, so dass ein Ramanspektrum fiir jeden Bildpunkt aufgenommen wird.
Als Demonstration der chemisch sensitiven Bildgebung mit der FSRM wurden Polymer-
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Abbildung 1.3: Bildgebung von Polymermikroskopiestandards mit dem kHz-FSRM Auf-
bau. (a) Bildgebung anhand des Bandenintegrals tiber den CH-Streckbereich. Kreis und
Raute markieren die Position, an denen die in (c) gezeigten Ramanspektren aufgenommen
wurden. (b) Transmissionsbild. (¢) Stimulierte Ramanspektren von Polystyrol (schwarz)
und Wasser (blau) die den markierten Bildpunkten in (a) entsprechen. (Abbildung abge-
dndert aus Ref. [107])

mikrokopiestandards untersucht. In Abbildung 1.3 sind Polymerstandards aus Polystyrol
mit einem Durchmesser von 30 ym in Wasser abgebildet. Der Kontrast entspricht hier dem
Bandenintegral iber den CH-Streckbereichs des Ramanspektrums.
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1.5.2.2 Die Schwichen der kHz-Lichtquelle

Die typischen Impulsenergien des Probeimpulses und des Pumpimpulses sind so hoch, dass
sie biologisches Gewebe und Zellen zerstoren kénnen [132, 133]. Das Weiklicht weist Inten-
sitdtsschwankungen im Prozentbereich auf. Die Stabilisierung ist wegen des hoch nichtli-
nearen Erzeugungsprozesses schwierig. Da das Lasersystem eine Wiederholrate von 1 kHz
vorgibt ist die kiirzeste, realisierbare Messzeit 2 ms (Messung eines Spektrums mit Raman-
wechselwirkung und Messung eines Spektrums ohne diese). Ein Laser /Verstéarkersystem an
sich ist zudem wartungsintensiv und teuer.

1.6 MHz-Lichtquelle fiir FSRM

Um die FSRM auch auf biologische Proben anwenden zu kénnen, miissen die Spitzen-
intensitdten verringert werden. Dies geschieht, indem bei gleicher Durchschnittsleistung,
die Repetitionsrate erhoht wird. Mit MHz-fs-Oszillatoren und optisch parametrische Os-
zillatoren wie sie in der CARS-Mikroskopie verwendet werden, sind die technologischen
Voraussetzungen schon gegeben. Die Herausforderung ist die geeigneten spektralen und
damit temporalen Impulsparameter fiir die FSRM zu erzeugen.

1.6.1 Das Konzept der MHz-Lichtquelle

Dabei ist die zentrale Idee, den Ramanprobeimpuls ohne zusétzlichen nichtlinearen Pro-
zess zu erzeugen. Die kiirzesten Impulse aus Ti:Sa-Lasern haben eine Dauer von 6-8 fs
[134, 135, 136| (Femtolasers Rainbow sub-7fs, Menlosystems Octavius-1G: sub-6fs, vente-
on|pulse:one ultrabroad: sub-6fs) und damit eine spektrale Bandbreite von iiber 300 nm
(das entspricht ca. 4500 cm™!), wenn man eine 10 dBc-Kriterium?® beriicksichtigt. Die
spektrale Bandbreite des Lasers allein gentigt also, um ein vollstandiges Ramanspektrum
abzudecken. Gleichzeitig ist ein kommerzieller Ti:Sa-Laser sehr stabil (typische Schwan-
kungen der Ausgangsleistung: 0.1 % - 0.2 %). Ein solcher sub-8fs Laser erfiillt also die
wesentlichen Kriterien fiir einen Ramanprobeimpuls: Er ist spektral breit genug und er ist
sehr stabil. Die Repetitionsrate der Ramanpumpimpulse muss sehr genau synchronisiert
sein. Es gibt mehrere Moglichkeiten dies zu realisieren. Man kann zum einen einen zweiten
Laser elektronisch synchronisieren, indem man die Lange dieses Laserresonators aktiv an
die Lange des ersten Resonators anpasst. Eine andere Moglichkeit ist, den Ramanpumpim-
puls durch einen optischen Prozess aus dem Ramanprobeimpuls zu erzeugen, also optisch
zu synchronisieren. Hier soll der Ramanpumpimpuls erzeugt werden, indem ein geeigneter,
schmaler spektraler Bereich des Ramanprobeimpulses optisch verstarkt wird. Die zentrale
Wellenlénge des Ramanpumpimpulses muss so gewéhlt sein, dass eine Stokes- oder anti-
Stokesverschiebung von 4000 cm™! durch das Ramanprobespektrum abgedeckt wird. Der

3Diese Angabe beriicksichtigt den Bereich des Spektrums, dessen spektrale Leistung >10 % der spek-
tralen Leistung an dem Maximum des Spektrums ist.
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Ramanpumpimpuls sollte eine Energie von 1 nJ besitzen und eine spektrale Breite von ca.
10 cm L.

1.6.2 Aufgabenstellung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war eine solche MHz-Lichtquelle fiir die FSRM aufzubauen und diese
fiir die Bildgebung einzusetzen. Zudem sollten Schritte in Richtung eines in allen Teilen
auf diese Lichtquelle und damit auf die Bildgebung von biologischen Proben ausgerichteten
Ramanmikroskops gemacht werden.

1.7 Gliederung der Arbeit

Die Arbeit ist im Weiteren wie folgt aufgebaut: Im zweiten Kapitel sollen die notwendigen
Grundlagen der Faseroptik und Lasertechnik zum Verstdndnis des realisierten Laserver-
stiarkers wiederholt werden. Dieser soll im dritten Kapitel im Detail dargestellt werden.
Im vierten Kapitel werden die Grundlagen der FSRM gegeben. Das Prinzip der FSRS soll
hier erldutert werden und die Bereiche der Mikroskopie, die spéter bendtigt werden, in Er-
innerung gerufen werden. Das fiinfte Kapitel befasst sich mit dem spektroskopischen und
mikroskopischen Aufbau des MHz-FSRM Experiments. In einem kleinen Exkurs werden
im sechsten Kapitel die Rauschbeitrage in der FSRM entschliisselt. Die wesentlichen spek-
troskopischen und mikroskopischen Ergebnisse werden im siebten Kapitel dargestellt. Das
achte Kapitel soll einen Ausblick in die Zukunft der FSRM erméglichen.



Kapitel 2

Grundlagen der Lasertechnik und der
Faseroptik

In diesem Kapitel sollen die Grundlagen dargelegt werden, die zum Verstédndnis der Licht-
quelle fiir das FSRM Experiment dienlich sind. Die Lichtquelle besteht aus einem Ti:Sa-
Laser und einem Ytterbium®"-Faserverstérker. Zunichst wird das Grundprinzip der Laser-
tatigkeit dargestellt und auf das Modell eines Vier-Niveauschemas und eines Drei-Niveau-
schemas angewandt. Der Ti:Sa-Laser entspricht einem Vierniveauschema. Das Drei-Niveau-
schema kann zur Erklarung des Faserverstiarkers angewandt werden. Dann soll die Erzeu-
gung kurzer Lichtimpulse mit einem Laser erklart werden. Dazu wird das Prinzip des
Modenkoppeln eingefiihrt. Die Charakterisierung kurzer Lichtimpulse wird anhand des
Aufbaus eines Intensitédtsautokorrelators dargestellt. Der Faserverstarker ist aus Einzelm-
odenfasern (SMF) aufgebaut. Die grundlegenden Eigenschaften von Einzelmodenfasern
werden deswegen in dem nédchsten Abschnitt erklért. Die Propagation von kurzen Lichtim-
pulsen in Fasern wird durch zwei optische Effekte wesentlich beeinflusst: Dispersion und
Selbstphasenmodulation. Diese werden in zwei kurzen Abschnitten beschrieben.

2.1 Ausgewahlte Ergebnisse der Lasertheorie

Ein Laser! besteht im Allgemeinen aus einem Verstirkungsmedium und einem Resonator,
das heifit in der Regel zwei Spiegeln, die das Verstirkungsmedium umschliessen®. Die Ver-
starkung beruht auf stimulierter Emission elektromagnetischer Strahlung ausgehend von
von einem angeregten Zustand. Die Lasertatigkeit startet zunachst aus der spontanen Emis-
sion einiger Photonen aus angeregten Zustinden im Verstarkungsmedium. Die spontane
Emission erfolgt isotrop in alle Raumrichtungen. Nur Licht, dessen Propagationsrichtung
mit der Ausrichtung des Resonators zusammenféllt wird im Resonator festgehalten. Diese
Photonen sorgen durch wiederholte Stimulation von Emissionen im Medium fiir einen ho-
hen Photonenfluss im Resonator. Es stellt sich ein Fliefsgleichgewicht zwischen Verstarkung

1Zum Laser- und seinem Funktionsprinzip gibt es weitreichende Literatur, z.B. Ref. [137]
2Exotische Fille wie der Free-Electron Laser seien hier ausgenommen

17
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des Lichtflusses im Medium und den Verlusten des Resonators ein. Das genutzte Laserlicht
tritt durch einen der Endspiegel des Resonators aus. Es ist stark gerichtet und zeichnet
sich durch hohe rdumliche und zeitliche Kohérenz aus [138].

Das Spektrum des Laserlichts wird einerseits durch das Emissionsspektrum des Verstar-
kungsmedium andererseits durch die spektrale Charakteristik des Resonators bestimmt.
Der Resonator unterstiitzt dabei nur gewisse longitudinale Moden?® des elektromagnetischen
Feldes. Nur diese Moden interferieren konstruktiv zu einer stehenden Welle innerhalb des
Resonators. Die Grundlage der Lasertatigkeit ist stimulierte Emission und bei optisch ange-
regten Lasern Absorption zur Anregung. Diese beiden Prozesse sind durch dieselbe Wech-
selwirkung zwischen Licht und Materie vermittelt. Bei der Absorption trifft ein Photon
auf ein System (Es kann sich dabei um Atome oder Molekiile oder auch andere Systeme
handeln) im Grundzustand. Das Lichtfeld vermittelt einen Ubergang des Systems in den
angeregten Zustand, dabei wird es absorbiert. Die stimulierte Emission ist der entgegenge-
setzte Prozess: Fin angeregtes System trifft auf ein Photon. Wieder vermittelt das Photon
den Ubergang des Systems, nur dieses Mal ist die Richtung entgegengesetzt, das System
kehrt in den Grundzustand zuriick und emittiert dabei ein Photon. Betrachtet man einen
optischen Ubergang im Verstirkungsmedium, so kann eine optische Verstiarkung mit Hilfe
dieses Ubergangs nur dann passieren, wenn sich mehr Systeme im angeregten Zustand des
Systems befinden als im Grundzustand. Man nennt diese Situation auch Besetzungsinver-
sion oder Inversion. Ein System, das nur aus zwei Zusténden oder Energieniveaus besteht,
kann deswegen nicht zur optischen Verstarkung eingesetzt werden. Es lédsst sich im zeitli-
chen Mittel nur die Hélfte der Systeme in dem Medium anregen. Dadurch entsteht jedoch
keine Verstirkung, sondern nur eine induzierte Transparenz. Deswegen benotigt man ein
System mit drei oder mehr Energieniveaus, um Lasertatigkeit zu ermdglichen.

2.1.1 Drei-Niveau-/Vier-Niveau-Schema eines Lasers

Der erste Laser verwendete ein Drei-Niveausystem: Rubin, also Chromionen in Korund
(Saphir) |43, 138]. Ein solches System besteht aus einem Grundzustand und zwei angeregten
Zustéanden (vgl. Abb. 2.1(a)). Das System wird in den energetisch hoher liegenden, der
angeregten Zustidnde angeregt. Dieser Vorgang wird auch Pumpen genannt oder optisches
Pumpen, wenn die Anregung durch Absorption von Licht geschieht. Von dort relaxiert
es nicht-strahlend und schnell in den zweiten angeregten Zustand, welcher eine lange Le-
benszeit besitzt. Der optische Ubergang von dem energetisch tiefer liegenden Zustand zum
Grundzustand wird zur optischen Verstdrkung genutzt. Um in einem Drei-Niveausystem
eine Besetzungsinversion zu erreichen, miissen mehr als die Hélfte aller Systeme angeregt
sein. Wenn ein Teil des Verstarkungsmediums nicht invertiert ist, dann reabsorbiert er
die emittierte Strahlung. Das erfordert in der Regel hohe Pumpleistungen. Ein Problem,
das durch die grofse Bevilkerung des angeregten, strahlenden Zustandes entsteht, ist die
verstérkte spontane Emission (ASE). Hierbei wird spontane Emission aus dem angeregten

3Der Resonator kann annihernd als Fabry-Perot Interferometer betrachtet werden. Bei diesem ist der
Frequenzabstand Av zwischen zwei longitudinalen Moden mit dem Abstand L der beiden Spiegel verkniipft:
Av = 57 [139]. ¢ ist hier die Lichtgeschwindigkeit im Resonatormedium.
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(a) Schematisches Energiediagramm eines (b) schematisches Energiediagramm eines
Drei-Niveausystems (entnommen  aus  Ref. Vier-Niveausystems (entnommen  aus  Ref.
[140] mit freundlicher Erlaubnis der Springer [140] mit freundlicher Erlaubnis der Springer
Science+Business Media). Science+Business Media).

Abbildung 2.1: Energieniveauschema fiir einen Drei-Niveaulaser und einen Vier-Niveaulaser

Zustand durch stimulierte Emission verstarkt. Da die spontane Emission nicht zu dem
kooperativen Laserprozess beitrigt, tragt die ASE zum Hintergrundrauschen bei. Zudem
entvolkert sie den angeregten Zustand. Bei einem Laserverstiarker der auf einem Drei-
Niveausystem beruht kann die ASE die maximale Ausgangsleistung begrenzen [141]. Der
Faserverstarker, der Teil der MHz-Lichtquelle fiir die FSRM ist, beruht auch auf einem
Drei-Niveausystem: Ytterbiumionen eingebettet in einer Glasfaser. Die Ytterbiumionen
werden mit Licht mit einer Wellenldnge von 915 nm gepumpt und verstéarkten Licht bei
980 nm durch stimulierte Emission.

Ein Vier-Niveausystem umgeht einige Probleme die bei dem Drei-Niveausystem auftre-
ten. Bei einem Vier-Niveausystem erfolgt der optische Ubergang vom angeregten Zustand
nicht in den Grundzustand des Systems, sondern in einen energetisch hoher liegenden
Zustand (vgl. Abb. 2.1(b)). Von diesem aus relaxiert das System nichtstrahlend in den
Grundzustand. Inversion ist fiir dieses System erreicht, wenn der obere Zustand des Laser-
Ubergangs stirker bevolkert ist als der untere. Der untere Zustand ist in der Regel nach
der Boltzmannstatistik thermisch besetzt. Je hoher er energetisch iiber dem Grundzustand
liegt umso weniger Systeme befinden sich somit in diesem Zustand. Auch wenn man das
Verstirkungsmedium kiihlt, entvolkert sich der untere Zustand des Laser-Ubergangs. Eine
Inversion ist also in einem Vier-Niveausystem auch zu erreichen, wenn sich die Mehrzahl
aller Systeme im Grundzustand befindet. Ein Beispiel fiir ein Vier-Niveausystem ist der in
dieser Arbeit beschriebene Titan-Saphir Oszillator (Femtolasers Fusion 300 BB).

Eine Zwischenstufe zwischen Drei- und Vier-Niveausystem ist das Quasi-Vier-Niveau-
schema, das ebenso manchmal Quasi-Drei-Niveauschema genannt wird: Es handelt sich
dabei eigentlich um ein Drei-Niveauschema, jedoch ist der Grundzustand in mehrere Sub-
niveaus unterteilt, deren Energien jedoch eng beieinander liegen und ein schneller thermi-
scher Ausgleich moglich ist. Das untere Laserniveau ist damit thermisch besetzt, d.h. geméfs
Boltzmannstatistik bevolkert ein Anteil der Population des Grundzustandes das untere La-
serniveau. Die relative Besetzung des Laserniveaus im Vergleich zum untersten Niveau des
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Grundzustandes ist dann proportional dem Quotienten ihrer Boltzmannfaktoren. In diesen
Quotienten geht der Abstand der Energieniveaus und die absolute Temperatur ein. Je nach
Energieabstand und Temperatur hat der Ubergang dann stéirkeren Vier-Niveaucharakter
(niedrige Temperatur, hoher Energieabstand) oder stidrkeren Drei-Niveaucharakter (hthere
Temperatur, niedriger Energieabstand).

2.1.2 Kurze Lichtimpulse aus Lasern

Fiir die nichtlineare Optik bendtigt man hohe Lichtintensitdten. Diese werden durch ge-
pulste Laser erreicht. Die kiirzesten Impulsdauern (<10 fs) aus Lasern werden mit Hilfe
der Technik der passiven Modenkopplung erreicht. Diese Technik soll im folgenden kurz
dargestellt werden. Zeitlich kurze Impulse benotigen ein breites Frequenzspektrum. Das
ist ein fundamentales Ergebnis der Funktionalanalysis [142]. Um kurze Impulse mit einem
Laser zu erzeugen, miissen also moglichst alle longitudinale Moden des Resonators, die
vom Emissionsspektrum des Verstirkungsmediums unterstiitzt werden, kooperieren. Ein
Laserresonator erlaubt eine Vielzahl von longitudinalen Moden. Im Prinzip kann bei je-
der dieser Moden Lasertatigkeit einsetzen, wenn die Mode ausreichend Verstarkung durch
das aktive Medium erfdhrt. Ohne weiteres Zutun setzen sich jedoch einige wenige Moden
durch, welche am meisten Verstirkung erfahren. Die anderen Moden verlieren im Wett-
bewerb um die Verstiarkung (“gain competition) [143]. Bei einem freilaufenden Laser tritt
manchmal das Wechseln zwischen verschiedenen Moden (“mode hopping*) als Rauschquel-
le auf [143]. Schwingen alle Moden statistisch unabhéngig voneinander an, so tiberlagern
sich die elektrischen Felder jedoch selten konstruktiv. Die Moden benétigen demnach eine
feste Phasenbeziehung, die konstruktive Uberlagerung erméglicht. Tatsichlich zeigt sich,
dass die Impulse am kiirzesten sind, wenn die spektrale Phase* der Lichtimpulse iiber
das ganze Spektrum konstant gehalten ist [144|. Im Experiment wird diese Kopplung der
Moden durch eine Nichtlinearitat im Resonator realisiert. Diese begiinstigt hohe Spitzen-
intensitdaten, dadurch erfahrt kooperatives Verhalten aller Moden weniger Verluste als die
Lasertétigkeit einer einzelnen Mode. Das kann zum Beispiel durch einen séttigharen Ab-
sorber (z.B. Semiconductor saturable absorber mirror (SESAM)) oder eine Kerrlinse in
einem geeignet ausgelegten Resonator geschehen [145]. Die Uberlagerung aller Moden im
Resonator setzt eine genaue Kontrolle der Gruppengeschwindigkeitsdispersion, die der Im-
puls beim Durchlauf durch den Resonator erfihrt, voraus. Diese erfolgt entweder durch
ein Prismenpaar im Resonator oder durch sogannte “chirped mirrors* [146, 135]. Das sind
dielektrische Spiegel, die so aufgebaut sind, das verschiedene Wellenldngen bei der Re-
flektion unterschiedliche Verzogerungen erfahren. Der am weitest verbreitete fs-Laser ist
der Titan:Saphir-Laser, sowie er auch fiir diese Arbeit Verwendung fand. Titan:Saphir hat
ein sehr breites Emissionsspektrum. Es reicht von 650 nm bis iiber 1000 nm [147]|. Auf-
grund dieser Bandbreite konnen Impulse mit einer Dauer von unter 6 Femtosekunden mit
Titansaphirlasern erzeugt werden.

4Fiir genauere Definition siche Abschnitt 2.1.3
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2.1.3 Beschreibung kurzer Lichtimpulse, Gruppengeschwindigkeits-
dispersion und “zirpende* Spiegel

Das elektrische Feld E(t) eines kurzen Lichtimpulses kann vollsténdig in der Zeitdoméne
beschrieben werden:

E(t) = Ag(t)e®* V) + c.c. = Ag(t)e!“te0) 4 cc. (2.1)

Ap(t) beschreibt die Einhiillende des Impulses. w; ist die optische Tragerfrequenz des Im-
pulses. Diese ist im Grunde nur gut definiert, wenn fiir die Impulsdauer A7 gilt A7 > 1/w;.
¢(t) ist ein allgemeiner Phasenterm. Im Experiment wird in der Regel nicht das elektri-
sche Feld, sondern die Intensitéat des Lichtfeldes bestimmt. In der Zeitdoméne gilt fiir die
Intensitit [95]:

I(t) = 2negc| E? (2.2)

n ist der Brechungsindex, ¢y die dielektrische Suszeptibilitat des Vakuums. Der Lichtimpuls
kann ebenso vollstdndig in der Frequenzdoméne beschrieben werden:

E(w) = Ag(w — w))e®@) 4+ c.c. (2.3)

Der positive Anteil von Ag(w — w;) beschreibt die Einhiillende des Spektrums. ®(w) ist die
spektrale Phase des Impulses. Die Messgrosse ist die spektrale Intensitiat S(w):
_ 2nege

Sw) = S-IEl (2.4)

Durch die Fouriertransformation sind beide Beschreibungen miteinander verkniipft:
Ag(t)e?D 1 c.e. = Ag(w)e*@e.c. (2.5)

Die charakteristische Frequenzbandbreite® Av der spektralen Intensitéit und die Zeitband-
breite A7 der zeitlichen Intensitét eines Impulses sind auch iiber die Fouriertransformation
verkniipft. Es existiert eine untere Grenze fiir das Produkt beider Bandbreiten. Nimmt man
gaussformige Impulse an, so gilt:

Av At > 0.441 (2.6)

Ein Impuls, dessen Frequenzbandbreite und Impulsdauer diese Grenze erreicht, wird “Band-
breiten-begrenzt® genannt.
In der Zeitdoméne ist die Ableitung der Phase ¢;(t) nach der Zeit die instantane Fre-
quenz w(t):
99

w(t) =w; + E (27)

Andert sich die instantane Frequenz mit der Zeit, so spricht man von einem “Chirp®. Ein
Phasenterm mit einer quadratischen Abhéngigkeit von der Zeit entspricht einem linearen

PAv = Aw/2m
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“Chirp“. Ein positiver quadratischer Phasenterm im Zeitraum entspricht einem “upchirp®
(Die Frequenz wird mit der Zeit immer grofer.), ein negativer einem “downchirp” (Die Fre-
quenz wird mit der Zeit immer kleiner.) [144|. Ein “gechirpter “ Impuls mit einer gewissen
zeitlichen Dauer enthélt mehr Frequenzen als ein ungechirpter Impuls mit der gleichen zeit-
lichen Dauer. Im Frequenzraum ist analog bei einer gegebenen spektralen Breite ein Impuls
zeitlich am kiirzesten, wenn die spektrale Phase ®(w) konstant ist. Ein zusétzlicher Phasen-
term im Frequenzraum verldngert den Impuls. Ein positiver Phasenterm mit quadratischer
Frequenzabhéngigkeit entspricht einem linearen “downchirp®, ein negativer einem linearen
“upchirp” |144]. Normale Dispersion bei der Propagation in einem dielektrischen Material
fiihrt zu einer zusétzlichen spektralen Phase:

B(w) = Ag(w — w)e @@= =k)2) ¢ o (2.8)

Der Wellenvektor k, welcher die Propagationseigenschaften des Materials beschreibt, kann
um die Laserfrequenz w; entwickelt werden [148|:

Bw) = kwr) + 2 () (w — ) + 25

Ow QW(WZ)(W —w)? + ... (2.9)

Der erste Term der Summe geht in Phasengeschwindigkeit vy = w;/k(w;) des Lichtimpulses
ein. Der zweite Term ist reziprok zur Gruppengeschwindigkeit v,0,, des Lichtimpulses:

ok
—1
Ygroup = a_w(wl> (210)
Der dritte Term besitzt eine quadratische Abhéngigkeit von der Frequenz w. Dieser Term
fiihrt demnach zu einem linearen “Chirp“. Normale Dispersion fiihrt zu einem “upgechirp-
ten Impuls, anomale Dispersion zu einem “downgechirpten’ Impuls. Der Beitrag einer op-

tischen Komponente oder eines Materials wird mit der “group velocity dispersion (GVD)

ko charakterisiert [148]:
0%k 0 1
- = 2.11
b= s = 5 () .11

Vgroup

Normale Dispersion im Material entspricht positiver GVD [144]. Im Bereich der Faseroptik
wird die GVD manchmal auch mit Hilfe eines Dispersionsparameter D angegeben [144]:

27c 1 0Vgroup

D= """k~ —
a2 2 02 I3

group

(2.12)

Der Dispersionsparameter beschreibt grob die zeitliche Verbreiterung eines Impulses pro
Strecke und spektraler Bandbreite [144]. An einem konkreten Beispiel aus dem Experiment
soll die Wirkung der Dispersion illustriert werden: Es soll angenommen werden, dass die
zeitlichen Einhiillende des Impulses des Probelasers einer Gaussschen Glockenkurve folgt:

42

Ao(t) e 270 (2.13)
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Der Parameter 7y beschreibt die Impulsdauer des elektrischen Feldes. Im experimentellen
Alltag ist es iiblich statt dem Parameter 7, die volle Halbwertsbreite der Impulsdauer der
Intensitat 7pw gy anzugeben:

TEWHM :2\/1I12T0 (214)

Die Impulsdauer 7(z) wird bei der Propagation durch das Material wie folgt verldngert
[144]:

7(2) =111+ (’CQ—;)Q (2.15)

7o

ko ist die GVD des Materials und z die Propagationsldnge. Die vollstandig komprimierte
Impulsdauer betragt am Ausgang des Lasers 8 fs. Das entspricht einem 7y von 4.8 fs. Das
Experiment befindet sich ca. 2 m von dem Ausgang des Lasers entfernt. Die GVD in der
Luft betriigt bei der der zentralen Wellenlinge des Lasers (810 nm) ca. 27 fs®/m [149] (aus
der dort angegebenen Sellmeierformel abgeleitet). Die Impulsdauer wird durch die Propa-
gation von 8 fs auf ca. 21.8 fs verldngert. Den grofiten Beitrag zur Dispersion liefert jedoch
das im Experiment verwendete fokusierende Objektiv. Die GVD eines Objektivs hangt
stark von seiner Bauweise ab: Sie liegt fiir Standardobjektive der Achroplanserie von Zeiss
zwischen 3500-4000 fs® [150], fiir Spezialobjektive mit aufwindigeren Korrekturen wie zum
Beispiel die C-Apochromatserie oder die Plan-Neofluarserie zwischen 4500 und 5500 fs?
[151]. Im Experiment wurde zumeist ein Fluarobjektiv (Zeiss, Fluar 20x, NA 0.75) einge-
setzt. Dieses Objektiv zeigt eine niedrigere GVD [152|. Um den Effekt der Dispersion im
Objektiv auf die Impulsdauer zu illustrieren soll der gemessene Wert der GVD von 1773 fs?
angenommen werden (sieche Abschnitt 7.1.2). Nach Gleichung 2.15 verlédngert sich der 8 fs
Impuls des Oszillators bei der Propagation durch das Objektiv auf 512 fs. Der Probeim-
puls hat dann eine Impulsdauer, die mit der Dauer des Pumpimpuls vergleichbar ist. Die
Impulsverlangerung durch die Dispersion verringert die gemessenen Ramanbandenhohen,
da der zeitliche Uberlapp nicht fiir alle Ramanbanden im gleichen Mafe gewihrleistet ist
(siche Abschnitt 7.1.2).

Die normale Materialdispersion fiihrt immer zu einer positiven GVD des Impulses. Die
richtige Anordnung dispersiver Elemente (Prismen, Gitter) kann zu negativer GVD fiihren.
Mit einem solchen sogenannten “Kompressor” kann ein “upgechirpter” Impuls komprimiert
oder auch iiberkomprimiert werden. Die Dispersion eines Mikroskopobjektivs kann so mit
einem Kompressor vor dem Objektiv kompensiert werden [150, 151]. Sogenannte “chir-
ped mirrors” sind eine weitere Moglichkeit die Dispersion eines kurzen Impulses zu kon-
trollieren. Diese dielektrischen Spiegel besitzen einen speziellen Aufbau der dielektrischen
Beschichtung, so dass die unterschiedlichen Frequenzanteile eines Impulses in verschiede-
ner Findringtiefe reflektiert werden. So kénnen Laufzeitunterschiede der Frequenzanteile
des Impulses durch normale Dispersion durch die unterschiedliche Laufzeit in der Spie-
gelbeschichtung kompensiert werden [146|. Die Dispersion im verwendeten Oszillator wird
ausschliesslich von “chirped mirrors® kontrolliert.
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2.1.4 Messung kurzer Lichtimpulse

Man kann die Impulsdauern von ultrakurzen (<einigen Pikosekunden) Lichtimpulsen nicht
direkt mit elektronischen Messmethoden auflosen. Deswegen bedient man sich der kurzen
Impulse selbst als Mafsstab fiir die Impulslange. Die einfachste solcher Methoden ist die
Autokorrelation eines Impulses. Dabei wird iiber einen Strahlteiler ein Replica des zu mes-
senden Impulses erzeugt. Der Impuls und sein Replica werden relativ zueinander iiber eine
einstellbare Lichtlaufstrecke verzogert. Die relative Verzogerungsstrecke entspricht iiber die
Lichtgeschwindigkeit verkniipft einer Zeit. Der Impuls wird dann mit seinem Replica des
Impulses in einem optisch, nichtlinearen Medium {iberlagert. Die nichtlineare Antwort des
Mediums auf die iiberlagerten Lichtimpulse héngt von der instantanen Feldstédrke ab. Die
Messung der Antwort in Abhéngigkeit von der Verzdgerungszeit gibt demnach Informati-
on iiber die Impulsdauer des Impulses. Allerdings muss man bei der Rekonstruktion der
Pulsldnge die erwartete Impulsform annehmen [144]. Es wurden jedoch auch Methoden
entwickelt, um das elektrische Feld eines kurzen Laserimpulses vollstdndig zu charakteri-
sieren. Dazu zidhlen unter Anderem “frequency-resolved optical gating* (FROG) [153] und
“spectral phase interferometry for direct electric-field reconstruction* (SPIDER) [154].

2.1.5 Der Intensitatsautokorrelator und sein Aufbau nach Kozma

In dieser Arbeit wurde ein untergrundfreier Intensitétsautokorrelator [155] zur Vermessung
der Probe- und Pumpimpulse der Lichtquelle verwendet. Das Replica des Impulses wird hier
iiber einen geteilten Spiegel erzeugt, die Verzogerung, in dem eine Spiegelhilfte relativ zu
der Anderen mit Hilfe eines Piezoelementes bewegt wird. Der Stellweg des Piezoelementes
ist so lang (1 mm), dass nicht nur Femtosekundenimpulse sondern auch Pikosekundenim-
pulse vermessen werden konnen. Die beiden Hélften des Lichtstrahles werden mit Hilfe eines
Parabolspiegels auf einen Punkt in einem BBO(Beta Barium Borat)-Kristall fokusiert, so
dass sich beide im Kristall kreuzen. Es wird das durch Summenfrequenzbildung erzeugte
Licht in Abhéngigkeit von der Verzogerungsstrecke detektiert. Sowohl das Licht der Funda-
mentalen als auch die erzeugte zweite Harmonische beider Strahlhélften konnen mit einer
Blende geblockt werden, wihrend das detektierte Signal auf der Achse der sich kreuzenden
Strahlhélften emittiert wird. Das Signal ist die Intensitdtsautokorrelation des Lichtimpul-
ses. Die Breite des Autokorrelationssignal entspricht iiber einen Entfaltungsfaktor, der von
der angenommenen Pulsform abhingt, der Dauer des Impulses®. Es muss allerdings dar-
auf hingewiesen werden, das die Rekonstruktion nicht eindeutig ist, ganz unterschiedliche
Pulsformen kénnen sehr dhnliche Autokorrelationsspuren aufweisen. Man kann mit dieser
Art der Autokorrelation nicht die spektrale Phase messen. Héhere Ordnung der Dispersion
kénnen somit nur indirekt gemessen werden.

5Fiir einen gaussformigen Impuls ist die Autokorrelationsbreite um den Faktor 1.414 breiter als die
tatséchliche Impulsdauer [144].



2.2 Single-mode Fasern und Faserverstérker 25

aluminum
mirror

Abbildung 2.2: Schema des Aufbaus des verwendeten Autokorrelators (entnommen
aus|[155])

2.2 Single-mode Fasern und Faserverstarker

Lichtleitende Fasern und faserbasierte Komponenten sind in der modernen Telekommuni-
kation allgegenwértig. 2009 wurde der Nobelpreis fiir Physik zur Hélfte an Charles K. Kao
fiir seine grundlegenden Arbeiten beziiglich der Transmission von Licht in Fasern fiir die
optische Kommunikation vergeben. Der Faserlaser soll in Zukunft stabiler, kompakter und
billiger sein, als Festkorperlaser das momentan sind. Der Faserlaser kann in allen, grofen
Anwendungsbereichen der Lasertechnik (Telekommunikation, Biologie/Medizin und Ma-
terialbearbeitung [57]) eingesetzt werden. Dieser Abschnitt soll den Hintergrund fiir alle
Arbeiten an dem Faserverstéirker der Lichtquelle geben. Es werden zunéchst einige Begriff-
lichkeiten aus der Faseroptik dargelegt. Dann werden die grundlegenden Ratengleichungen
fiir die Besetzung der Energieniveaus und die Verstarkung des Faserverstarkers gegeben.

2.2.1 Eigenschaften von Singlemode Fasern

Lichtleitende Fasern werden aus Glas hergestellt. Sie bestehen aus einem Kern mit hoherem
Brechungsindex und einem Mantel mit niedrigerem Brechungsindex. Der Brechungsindex
eines Glases kann mit dem Zusatz ("Doping") geeigneter Elemente oder Verbindungen an-
gehoben (z.B. TiOg, GeO,y, Al,O3) oder gesenkt (ByO3, F) werden [156].

Fiir hinsichtlich der Wellenldnge grofte Kerndurchmesser kann die Lichtleitung strahlenop-
tisch iiber das Phénomen der Totalreflexion des Lichtes an der Grenzfliche zwischen Kern
und Mantel erklart werden. Ist die Wellenlédnge des gefiihrten Lichtes in etwa so grof wie
der Durchmesser des Kerns, muss man die Propagation des Lichtes in der lichtleitenden
Struktur im Detail mit Hilfe der Maxwellgleichungen beschreiben. Die radiale Struktur
der Faser fithrt zu Randbedingungen fiir das elektromagnetische Feld an dem Ubergang
zwischen Kern und Mantel. Diese Randbedingungen werden nur von diskreten Moden des
transversalen, elektromagnetischen Feldes erfiillt. Die Moden haben jedoch keinen rein
transversalen Charakter, deswegen nennt man diese Moden auch Hybridmoden. [157]. Der
radiale Verlauf der Moden wird von Besselfunktionen beschrieben [157]. Der V-Parameter
ist eine wichtige Grofe, um die Anzahl der in der Faser gefithrten Moden zu beschreiben.



26 2. Grundlagen der Lasertechnik und der Faseroptik

Er ist wie folgt definiert [157]:

2 2
VZTW n%—n%a:;NAa (2.16)

A ist die Wellenlénge des Lichtes, ny ist der Brechungsindex des Kerns, ny der Brechungs-
index des Mantels, NA = y/n? — n3 ist die numerische Apertur der Faser, a ist der Radius
des Kerns. Ist der V-Parameter kleiner als 2.405 wird nur eine einzelne Mode von der Fa-
ser gefithrt. Das ist fiir kleine Faserkerndurchmesser sowie geringe Unterschiede zwischen
dem Brechungsindex des Kerns n; und dem Brechungsindex des Mantels ny der Fall. Man
nennt eine solche Faser eine Einzelmodenfaser (“single mode fiber (SMF)). Zur Charak-
terisierung von Einzelmodenfasern wird eine Cut-Off Wellenldnge angegeben. Fiir Licht mit
einer kiirzeren Wellenléange ist fiir mehr als nur eine Mode die Propagation innnerhalb der
Faser moglich, die Faser verliert also ihren Einzelmodencharakter. Die unterschiedlichen,
transversalen Moden besitzen unterschiedliche Ausbreitungsgeschwindigkeiten in der Faser.
Ein aus mehreren transversalen Moden bestehender Lichtimpuls wird bei der Ausbreitung
nicht nur durch die reine Materialdispersion, sondern eben auch durch diese sogenannnte
Modendispersion verldngert. Eine SMF vermeidet die Modendispersion und ist deswegen
fiir das Leiten kurzer Lichtimpulse besonders geeignet.

Die fundamentale Mode wird in der Néherung fiir schwach fithrende Fasern [158] LPy;
(LP fiir linear polarisiert) genannt. Diese Mode ist beziiglich der Polarisation entartet, so
dass es eigentlich zwei senkrecht zueinander linear polarisierte fundamentale Moden gibt.
Das radiale Profil des elektrischen Feldes E(r) folgt innerhalb des Kerns der niedrigsten,
spherischen Besselfunktion erster Art, und fallt aufserhalb des Kerns mit einer modifizierten
Hankelfunktion ab [158|. Dieser Verlauf kann durch eine Gaussfunktion genéhert werden.
Der Durchmesser 2w dieser Gaussfunktion, wie unten definiert, wird auch Modenfelddurch-
messer (mode field diameter) genannt [157].

E(r) = Eyexp (— (£>2> (2.17)

Ejy ist hier der Wert des radialen Profils des elektrischen Feldes im Zentrum der Faser. Die
Flache A.s heifst effektive Modenflache:

Aepp = mw? (2.18)

Diese Mode kann mit der T'EMy, Mode eines auf das Faserende fokusierten Laserstrah-
lenbiindels angeregt werden. Theoretische Berechnungen zeigen, dass bei geeignet ange-
passten Durchmesser des Laserstrahls” beinahe keine Leistung verloren geht (Transmission
> 99.7%), wenn man von Reflektionsverlusten absieht [159]. Der Laserverstarker beruht
auf Einzelmodenfasern. Die verwendete Einzelmodenfaser heifst HI 1060 und wird von der
Firma Corning produziert. Der Durchmesser des Kerns betriagt 5.3 pm [160|. Die Cut-Off
Wellenlénge ist bei dieser Faser 920 + 50 nm [160]. Der Modenfelddurchmesser ist bei der
verwendeten Wellenldnge von 980 nm 5.9 4+ 0.3 pm [160].

"Fiir Bedingungen, bei denen die Mode hauptsiichlich im Kern propagiert, gilt: w = v/2d. w ist hier
der Radius der Gaussmode wie oben definiert, d ist der Radius des Faserkerns.
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2.2.2 Dispersion in Einzelmodenfasern

Licht erfihrt beim Durchgang durch eine Einzelmodenfaser Gruppengeschwindigkeitsdi-
spersion (group velocity dispersion (GVD)). Das kann bei gepulsten Licht zu einer Verlén-
gerung der Impulsdauer fithren. Die GVD [, durch die Faser besteht aus zwei Beitragen,
erstens die Materialdispersion des Glases und zweitens die Dispersion durch die Wellenlei-
tung in der Faser.

Der Beitrag 337 des Materials zur GVD folgt aus der Frequenzabhiingigkeit des Brechungs-
index des Fasermaterials und wird definitionsgemaéfs, aus der Abhéngigkeit des effektiven
Brechungsindexes der Faser n von der Kreisfrequenz w bestimmt [144].

1
M
BQ = —c (2— + w 2) (219)

c ist die Lichtgeschwindigkeit.

Der zweite Beitrag zur GVD folgt aus der Wellenleitung des Lichtes. Er hangt von den cha-
rakteristischen Parametern der Faser ab. Dieser Beitrag ist klein und spielt nur bei dem
Nulldurchgang der Materialdispersion eine nennenswerte Rolle. Er ist negativ und fiihrt
dazu, dass die so genannte Nulldispersionswellenldnge etwas zu hoheren Wellenldngen ver-
schoben wird [161].

Die iibliche Einheit fiir 3, ist ps?/km. Ist 3, grofer als Null spricht man von normaler
Dispersion, ist (3, kleiner als Null anomale Dispersion. Bei einer Standardtelekommunika-
tionsfaser liegt die Nulldispersionwellenlénge in etwa bei 1310 gm [161]. In der technischen
Literatur wird oft der Dispersionsparameter D angegeben. Dieser ist nach folgender Rela-
tion linear proportional zur GVD, man beachte allerdings die Vorzeichenumkehr.

2me

Die iibliche Einheit fir D ist ps/nm/km
Die sogenannte Dispersionsliange Lp ist eine Kenngrofe fiir ein System aus Laserimpuls
und Faser.

Lp = T—02 (2.21)

LA |

Ty ist die Impulslange des in der Faser propagierten Laserimpulses. L beschreibt die Lange,
ab der der Impuls durch die Dispersion deutlich verdndert wird. Fiir die Impulse des in
dieser Arbeit beschriebenen Faserverstéirker gilt T, ~ 1ps und fiir die Einzelmodenfaser
HI 1060 wird die Dispersion D bei der Wellenldnge 980 nm mit -53 ps/nm/km angegeben.
Daraus folgt, dass die typische Dispersionsldange fiir den Faserverstidrker ~ 40 m betragt.
Die Dispersionslinge ist damit deutlich langer als die Lénge des Verstérkers (= 6 m).

2.2.3 Selbstphasenmodulation in Fasern

Die Selbstphasenmodulation kann bei der Propagation kurzer Lichtimpulse durch eine
Faser auftreten. Die Ursache der Selbstphasenmodulation ist die Nichtlinearitéit der Faser
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bei hohen Spitzenintensitdten. Der Brechungsindex n der Faser wird dann abhingig von
dem zeitlichen Verlauf der Intensitét 7(¢) des Lichtimpulses. Diese Abhéngigkeit ist dem
nichtlinearen Brechungsindex ny proportional [162]:

1
n=ng+ éngl(t) (2.22)
ng ist der materialbedingte Brechungsindex der Faser.
Auf eine ebene Welle angewandt, folgt das die instantane Frequenz w(t) des Lichtimpulses,
von der Ableitung der Impulsform abhéngt:

wo On(t)

w(t) =wo — — o (2.23)

wp ist die Zentralfrequenz des Lichtimpulses.

Die Selbstphasenmodulation erzeugt wihrend der Propagation durch die Faser an den
zeitlichen Flanken des Impulses neue Frequenzen. An der fithrenden Flanke des Impulses
sind die erzeugten Frequenzen zur Zentralfrequenz rot verschoben, an der folgenden Flanke
blau verschoben [162|. Die zeitliche Impulsform bleibt durch die SPM zunéchst unbertihrt,
die Frequenzen werden innerhalb des Pulses erzeugt. Ist aber ein Impuls zunéchst transform
limitiert, wird er durch die neuen Frequenzen gechirpt. Die Langenskala, auf der die Selbst-
phasenmodulation aber auch andere nichtlineare Effekte wie stimulierte Ramanstreuung
und stimulierte Rayleighstreuung Bedeutung haben [161], ist die sogenannte nichtlineare
Lange Lyy:

Lyp = —4% (2.24)

Py ist Spitzenleistung des Lichtimpulses.

Nimmt man die Werte der verstarkten Impulse des in Kapitel 3 beschriebenen Faserver-
starkers an (A.p; = 30 pum?, Py = 1 kW, ny = 3,2x107'% cm? /W, wy = 2x 10" Hz), ergibt
sich eine nichtlineare Lange von ca. 14 cm. Wie auch spéater in Abschnitt 3.2.5 gezeigt wird,
muss die Selbstphasenmodulation bei dem Aufbau des Experiments berticksichtigt werden.

2.2.4 Grundlagen zu dem Faserverstarker

Faserverstérker finden breite Anwendung in der Telekommunikation [157]. Glasfasernetz-
werke bendtigen wegen optischer Verluste in der Faser in Intervallen von ca. 50 km [157]
Signalverstarker. So benotigt eine 9000 Kilometer lange transpazifische Verbindung 274
Faserverstirker zur fehlerfreien Ubertragung eines Signals [163]. Neben Verstiirkern die
auf dem stimulierten Ramaneffekt beruhen und optischen Halbleiterverstarkern, sind auf
mit seltenen Erden dotierten Glasfasern beruhende Verstirker eine weit verbreitete Alter-
native zur Verstirkung des Signals [157]. Erbiumdotierte Faserverstirker (EDFA) kénnen
beispielsweise zur Verstiarkung des C-Bandes (1530-1565 nm) verwendet werden [157]. ED-
FA besitzen eine hohe Verstarkung bei geringem Rauschen und eine hohe Ausgangsleistung
iiber eine grofe spektrale Bandbreite [157|. Fiir den Aufbau des Faserverstérkers fiir die



2.2 Single-mode Fasern und Faserverstérker 29

Erzeugung des Ramanpumpimpulses des FSRM-Experiments wurde jedoch eine Glasfaser
verwendet, die mit Ionen einer anderen seltenen Erde, namlich Ytterbiumionen, dotiert ist.
In weiteren Verlauf dieses Abschnitt sollen die Grundlagen fiir diesen Faserverstirker der
Lichtquelle dargelegt werden. Zunéchst werden Ytterbiumionen als Verstérkermedium vor-
gestellt, daraufhin wird schematisch der Aufbau einer Verstarkerstufe dargestellt. Zuletzt
folgt eine Zusammenfassung allgemeiner, theoretischer Aussagen zu Faserverstirkern, die
auf dotierten Glasfasern beruhen.

2.2.4.1 Ytterbiumionen als Verstarkermedium

Ytterbium gehort wie Erbium und Neodym zu den seltenen Erden. Damit man Ionen der
seltenen Erden als Lasermedium verwenden kann, miissen sie in ein optische transparentes
Wirtsmaterial eingebettet sein (z.B. Yttrium-Aluminium-Garnet (YAG) oder Glas). Das
Wirtsmaterial dient nicht allein der rdumlichen Einbettung einer gewissen Konzentrati-
on der Laser-aktiven lonen, es beeinflusst auch das Termschema der eingebetteten lonen
durch das sogenannte Ligandenfeld und macht damit die Verwendung als Lasermedium erst
moglich. Als Lasermedium sind im Bereich der Faserlaser Erbiumionen weiter verbreitet
als Ytterbiumionen, bei den Festkorperlasern Neodymionen viel géngiger. Ytterbiumionen
wurde schon 1962 als Lasermedium eingesetzt, aufgrund ihres Termschemas mit Quasi-
Drei-Niveau-Gestalt allerdings nur bei tiefen Temperaturen unter Kiihlung mit fliissigem
Stickstoff [164].

Der fiir die Verstirkung eingesetzte, elektronische Ubergang bei Ytterbium erfolgt wie
bei allen seltenen Erden innerhalb der 4f Schale [165]. Genauer findet der Ubergang zwi-
schen der 2F7/2 Mannigfaltigkeit des Grundzustands und der 2F} /2 Mannigfaltigkeit eines
angeregten Zustandes statt [166]. Die Energieniveaus sind sowohl im angeregten Zustand
als auch im Grundzustand durch den Starkeffekt nochmals aufgespalten (siehe Abbildung
2.3(a)) [166]. Das relativ einfache Termschema hat mehrere Implikationen fiir Ytterbium
als Lasermedium, negative wie positive: Zunéchst besitzt es damit nur Dreiniveau- oder
Quasi-Dreiniveautibergange [166, 167] und erfordert damit hohere Pumpleistungen als z.B.
Neodym, um die Laserschwelle zu erreichen [167]. Auch besitzt es keine héheren Energie-
niveaus, so dass optisches Pumpen mit Entladungslampen sehr ineffizient ist [167]. Jedoch
ist die Stokesverschiebung zwischen Pumpwellenldnge und Laserwellenldnge sehr klein, so
das ein hoher Wirkungsgrad mdglich ist und auch die Warmeabgabe an die umgebende
Wirtsstruktur gering ist [168]. Das Fehlen hoherer Energieniveaus® verhindert auch das
Auftreten einer Absorption aus dem angeregten Zustand sowohl des Pump- als auch des
Laserlichtes [166]. Der Energieabstand zwischen dem Grund- und dem angeregten Zustand
verhindert auch in Wirtsmaterialen mit hoher Phononenenergie wie z.B. Silica nichtstrah-
lende Vielphononenprozesse [166].

Die genauen spektroskopischen Eigenschaften unterscheiden sich in verschiedenen Wirts-
materialien. Deswegen werden hier nur die Eigenschaften von Ytterbium in Glasfasern dar-
gestellt. Die einzelnen Uberginge zwischen dem angeregten und dem Grundzustand sind

8Das nichst hohere Energieniveau liegt etwa bei 106 cm™! [167].
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in Glas so stark verbreitert, dass nicht mehr alle im Emissions- und Absorptionsspektrum
aufgelost werden konnen [141] (siche Abb. 2.3(b)). Die Verbreiterung der Banden ist haupt-
sachlich homogen, besitzt jedoch auch einen inhomogenen Anteil [141]. Die Lebensdauer
des angeregten Zustandes 7 variiert je nach Zusammensetzung des Glases von typischen
0.8 ms fiir eine germaniumdotierte Glasmischung bis zu 1.5 ms fiir eine reine Silizium-
glasfaser [141]. Fiir den Laserverstirker des FSRM-Experimentes wird zum Pumpen der
Ubergang vom untersten Subniveau des Grundzustands in das zweite Subniveau des an-
geregten Zustandes verwendet. Die Emission erfolgt dann vom niedrigsten Subniveau des
angeregten Zustandes wieder in das niedrigste Niveau des Grundzustandes (siche Abb.
2.3(a)). Es handelt sich also um einen echtes Drei-Niveauschema. Wihrend die zum Pum-
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(a) Termschema von Ytterbiumionen (entnommen (b) Absorptions- (durchgezogene Linie) und

aus [166]). Der Pumpiibergang (oranger Pfeil) er- Emissionsstreuquerschnitte  (gestrichelte  Linie)

folgt bei ca. 11000 cm™!, die stimulierte Emission einer Yb*'-dotierten Faser (entnommen aus

(roter Pfeil) bei ca. 10260 cm~!. ©1995 IEEE [141]). Die Wellenlinge von dem verwendetem
Pumpiibergang(orange)- bzw. Laseriibergang(rot)
sind markiert.(©)1997 IEEE

Abbildung 2.3: Spektroskopische Eigenschaften von Ytterbiumionen in Glasfasern

pen verwendete Bande sehr breit ist, besitzt die verwendete Emissionsbande eine spektrale
Verstarkungsbandbreite von nur 2.25 nm (FWHM). Das ist aber immer noch ausreichend,
um eine Impulsdauer von ca. 0.6 ps zu unterstiitzen. Der Absorptionsquerschnitt bei der
Pumpwellenléinge von 915 nm betrigt ca. 750 x 10723 cm?, der Emissionsquerschnitt in der
Spitze der verwendeten Emissionsbande liegt bei iiber 2500 x 10723 ¢m? [141] (siehe Abb.
2.3(b)). Aufgrund des hohen Emissionsquerschnittes kann bei sehr kurzen Faserldngen eine
sehr hohe Signalverstirkung erzielt werden.

2.2.4.2 Aufbau einer einzelnen Verstarkerstufe

Der Laserverstérker ist aus mehreren Verstarkungsstufen aufgebaut. Alle Verstarkungsstu-
fen haben jedoch im Kern den gleichen Aufbau (siehe Abb. 2.4). Sie bestehen aus einem
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sogenannten “Wavelength Division Multiplexer, kurz WDM, mit dessen Hilfe das Pum-
plicht und das Signallicht aus zwei unterschiedlichen Fasern in einer gemeinsamen Faser
(Diese wird deswegen auch “common® genannt.) vereint werden. Es handelt sich dabei
prinzipiell nur um einen dichroitischen Spiegel, der jedoch so eingebaut wird, dass er di-
rekt mit den Faserenden kombinierbar ist. An das Ende der “common®“-Faser schliesst die
aktive Ytterbiumfaser an. Nach der Verstarkung muss das Signal wieder vom Pumplicht
getrennt werden, dazu wird ein weiterer WDM oder wie im Falle der letzten Verstér-
kungsstufe erst aufserhalb der Faser ein dichroitischer Spiegel verwendet. Das Pumplicht
kann sowohl mit dem Signallicht kopropagieren, wie beschrieben, als auch dem Signallicht
entgegenpropagieren, indem man den WDM nach der aktiven Faser zum Einkoppeln des
Pumplichtes in die “common“-Faser verwendet. In der Tat sieht man auch unterschiedli-
che Verstarkungsergebnisse fiir beide Aufbauten (siehe z.B. [157]). In der Regel wird das

Signal Input —>» Pump Input

Signal Output Pump Output
AN

~— /7

Abbildung 2.4: Schematischer Aufbau einer Verstarkerstufe. ISO: Isolator; WDM: “Wave-
length Division Multiplexer; Yb*": aktive Yb*"-dotierte Faser

Signallicht vor dem Verstarker durch einen optischen Isolator gesandt. Dieser ldsst Licht
nur in einer Richtung, der Propagationsrichtung des Signallichtes, passieren. Damit wird
einerseits verhindert, dass riickwarts gerichtetes Licht durch ASE oder Reflektionen aus der
Verstarkerstufe andere vorgeschaltete optische Prozesse beeinflusst, andererseits verhindert
ein solcher Isolator auch, dass die riickwérts gerichtete ASE durch optische Elemente vor
der Verstarkerstufe wieder in die Verstarkerstufe zuriickreflektiert wird. Unterschiedliche
Verstarkungsstufen unterscheiden sich hauptséichlich in den unterschiedlichen Leistungen
und spektralen Signaturen des Signallichtes und den unterschiedlichen Leistungen des Pum-

plichtes und geringfiigig auch in der Lange der aktiven Faser und den Details des realisierten
Autbaus.

2.2.4.3 Theoretische Beschreibung eines Verstarkers

Wegen seiner immensen Bedeutung in der Telekommunikation sind zahlreiche theoretische
und numerische Arbeiten zum Erbiumionen dotierten Faserverstirker (EDFA) erschienen
[157, 169, 170, 171]. Diese lassen sich im Allgemeinen direkt auf Ytterbium®' dotierte
Faserverstérker iibertragen [141]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine numerischen Be-
rechnungen angestellt. Deswegen sollen nur allgemeine, qualitative Betrachtungen zu dem
Faserverstarker die Beschreibung des Aufbaus in Abschnitt 3.2 ergénzen.

Zur Beschreibung eines Laserverstéarkers werden in der Regel Ratengleichungen verwendet.
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Diese beschreiben die Verinderung der Lichtleistung von Pump und Signal und der ver-
stiarkten spontanen Emission sowie der Besetzung des Grund- und des angeregten Zustan-
des in Abhéngigkeit vom Ort in der Faser und der Zeit. Zur Vereinfachung der Behandlung
kann man zunédchst annehmen, dass sich eine zeitlich stationédre Losung einstellt. Das ist
berechtigt, obwohl das zu verstirkende Signallicht mit der Wiederholrate des Oszillators
gepulst ist, weil bei Erbium dotierten Fasern beobachtet wurde, dass die Inversion und
damit die Verstarkung schon einer Modulation des Eingangssignals von 10 kHz nicht mehr
folgen kann [172]°.

Die stationdre Losung fiihrt dazu, dass die Population des Laserniveaus ny(2) an jedem
Ort direkt mit den durchschnittlichen Lichtleistungen Py(z) an diesem Ort in der Faser
zusammenhéngt [157]:

(67 Pk(z)
na(z)  “Fap+ g P
P Pilz) (2.25)

1+, Pt

Das Emissions- und Absorptionsspektrum wird hierbei in spektrale Abschnitte unter-
teilt die durch den Index k gekennzeichnet sind. n; ist Ionenkonzentration im Kern der
Faser. Die Parameter o, = nso, und g = n.o., beschreiben das spektrale Emissions-
und Absorptionsverhalten der Ytterbiumionen tiber die Streuquerschnitte o, bzw. og4.
Die Leistung wird hier mit der intrinsischen Séttigungsleistung P normiert [157]:

A
_ i Aepmu (2.26)
(o + gr)T

7 ist die Lebenszeit des oberen Laserniveaus, v, die Frequenz des Lichtes, A.; die effektive
Modenflache des Lichtes. Bei der Lichtleistung Py(z) in einem spektralen Intervall miissen
sowohl die Beitrage des Pump- als auch die des Signallichtes in Betracht gezogen werden.

Bei dieser Betrachtung wurde ein vollstéandiger Uberlapp zwischen der Mode des Lichtes
und der Ionenkonzentration im Faserkern angenommen. Die intrinsische Sattigungsleistung
bei der Pumpwellenldnge kann physikalisch interpretiert werden. Die Pumpabsorption un-
terscheidet sich qualitativ fiir Leistungen deutlich unterhalb der Sattigungsleistung und
Leistungen weit iiber der Sattigungsleistung. Fiir geringe Pumpleistungen nimmt die In-
tensitdt innerhalb der Faser geméfs Lambert-Beerschem Gesetz exponentiell ab. Bei hohen
Leistungen zeigt die Intensitét eine lineare Abnahme [163]. Das ist gleichbedeutend mit der
Aussage, dass die angeregte Population n, innerhalb der Faser konstant ist. Die normierte
Besetzung des angeregten Zustandes ergibt sich aus dem Verhéltnis des Streuquerschnitts
der Absorption bei der Pumpwellenldnge o0,, zu der Summe der Streuquerschnitte von
Absorption und Emission o, + 0, bei eben dieser Wellenldnge [141]:

sat

nofny = —P% (2.27)

Opa + Ope

9 AuRerdem besitzt jeder einzelne Impuls selbst im verstiirkten Ausgangszustand deutlich weniger Ener-
gie (ca. 0.5 nJ), als zu jedem Zeitpunkt in jeder Verstarkungsstufe (ca. 20 nJ) gespeichert ist. Die Verstér-
kungsdynamik wird also wihrend des Durchlaufs eines einzelnen Impulse nur geringfiigig veréndert.
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Allerdings vernachléssigt diese Ndherung das Auftreten von verstarkter spontaner Emission
(ASE) und berticksichtigt auch die Signalintensitat nicht. Die Intensitéten der vorwérts
und riickwérts gerichteten ASE nimmt jeweils zu dem Ende der Faser zu und fiihrt iiber
Gleichung 2.25 direkt zu einer Abnahme der Population des angeregten Zustandes [157].
Fiir die im Experiment verwendeten Ytterbium®-dotierten Fasern betrigt die intrinsische
Sattigungsleistung bei der Pumpwellenlédnge ca. 5.5 mW. Die im Experiment verwendete
Pumpleistung von maximal 160 mW iibersteigt diese damit deutlich. Man kann also von
einer durch die ASE und das Signal begrenzten vollsténdigen Inversion entlang der Faser
ausgehen. Diese betragt nach Gleichung 2.27 aufgrund des geringen Emissionsquerschnittes
von Ytterbium®" bei 915 nm (vgl. Abbildung 2.3(b)) ca. 97 % [141].

Die Lange der aktiven Faser muss an die vorliegenden Lichtleistungen angepasst werden.
Aufgrund des Dreiniveau-Charakters der Ytterbiumionen muss die Faserlange so gewahlt
werden, dass an jedem Ort der Faser Besetzungsinversion vorliegt, da sonst das Signallicht
reabsorbiert wird. Es ergibt sich eine optimale Linge, die die maximale Verstarkung fiir
eine gegeben Pumpleistung bietet. Allerdings fiihrt diese Léange nicht zwangsldufig zu dem
niedrigsten Rauschen, welches durch die Verstiarkung auftritt [157]. Im Experiment kann
die optimale Faserlange zur Verstdrkung des Lichtes bei 975 nm mit Hilfe der ASE be-
stimmt werden: Bei einer festgelegten Pumpleistung wird das Emissionsspektrum der Faser
gemessen. Zeigt die Faser starke Emission bei einer Wellenlédnge grofier als 975 nm, ist das
ein Zeichen von Reabsorption des Signallichtes. Denn wird das Licht bei 975 nm absorbiert,
erfolgt die Emission bei einer ldngeren Wellenldnge. Die Faser wird kontinuierlich gekiirzt
bis die Emission ausschliefslich bei 975 nm auftritt.

Idealerweise erreicht das Signal eine Séttigung der Verstarkungsstufe, denn Schwankun-
gen in der Eingangsleistung werden durch den nichtlinearen Sattigungseffekt abgemildert.
Bei niedriger Seedleistung ist das Ausgangssignal linear proportional zur Eingangsleistung
die Verstarkung also konstant. Ist die Seedleistung jedoch ausreichend hoch, wird eine Sét-
tigung erreicht. Der Verstérker sollte an die vorhandene Seedleistung so angepasst werden,
dass diese ausreicht den Verstéarker zu sittigen. Die ASE wird durch die starke Konkur-
renz der Signalverstirkung in diesem Fall verringert [157]. Dennoch verschlechtert jeder
Verstarker das Signal-zu-Rauschverhiltnis des zu verstirkenden Lichtes. Selbst eine gesét-
tigte Verstarkerstufe fithrt zu einer Verschlechterung des Signal-zu-Rauschverhéltnisses um
einen Faktor 2 [157]. Die Verstérkung des Signals bei 975 nm wird theoretisch durch die
ASE nach oben bei einem Wert von ungefihr 45 dB beschréinkt, wenn der Verstérker bei
915 nm gepumpt wird [141]. Fiir eine Verstéirkerstufe die hohe Ausgangsleistung liefern
soll, ist das Pumpen entgegen der Signalausbreitungsrichtung optimal. Auf diese Weise
wird die héchste Leistungskonversion vom Pumplicht zum Signallicht erreicht [157], weil
dort am meisten Pumplicht zu Verfiigung steht, wo das Signallicht auch am stérksten ist.
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Kapitel 3

Beschreibung und Charakterisierung
der MHz-Lichtquelle fiir die FSRM

Der hier beschriebene Aufbau der Lichtquelle fiir die FSRM wurde in weiten Teilen bereits
veroffentlicht [60]. Die folgende Beschreibung ist jedoch umfassender und manche Ent-
wicklungen gehen iiber den bis dato verdffentlichen Stand hinaus. Die Lichtquelle erzeugt
einen spektral breitbandigen Lichtimpuls, und einen intensiven spektral schmalbandigen
Lichtimpuls. Diese Impulse sind sowohl fiir die Femtosekunden-stimulierte Ramanspektro-
skopie mafgeschneidert als auch fiir die Mikroskopie von biologischen Proben geeignet.
Die Lichtquelle besteht aus einem kommerziellen fs-Laser und einem selbstgebauten Yb*'-
Faserverstarker. Der fs-Impuls dient als Ramanprobeimpuls. Seine komprimierte Impuls-
dauer betriagt 8 fs und er reicht spektral von 650 nm bis 950 nm. Der Ramanpumpimpuls
wird mit dem Faserverstirker erzeugt. Es wird dabei ein ps-Impuls erzeugt, der spek-
tral ca. 2 nm schmal und bei ca. 978 nm positioniert ist. Zunéchst wird der verwendete
Titan:Saphir-Laser beschrieben und die Lichtimpulse charakterisiert. Dann wird der Auf-
bau der Faserverstarker im Detail beschrieben.

3.1 Impulscharakteristik und Aufbau des Oszillators

Bei dem Osrzillator handelt es sich um einen Ti:Saphir-Laser der Firma Femtolasers (Fu-
sion 300 BB) (Aufbau siehe Abb. 3.2). Die modengekoppelte Durchschnittsleistung liegt
zwischen 400-450 mW. Die Impulsdauer ist laut Datenblatt <8 fs und wurde nach einer
Luftstrecke von 1-2 m mit 15 fs gemessen (siehe Abb. 3.1(b)). Das Spektrum des fs-Lasers
ist in 3.1(a) dargestellt. Die spektrale Breite des Spektrums betrégt ca. 120 nm (FWHM).
Der Pumplaser, der in dem Oszillator Verwendung findet, ist ein diodengepumpter Festkor-
perlaser der Firma LaserQuantum (Finesse 4W). Es handelt sich um einen innerhalb des
Resonators frequenzverdoppelten Nd:YVO4-Laser. Die Wellenlénge liegt bei 532 nm. Die
Ausgangsleistung des Pumplasers ist 4 W. Die Stabilitdt des Pumplasers ist im Datenblatt
mit 0.1 % r.m.s angegeben [173].

Der Resonator enthilt aufer des Kristalles keine Materialen. Alle Spiegel innerhalb
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(a) Normiertes Spektrum des Oszillators (b) Autokorrelation des Oszillators. Die Messpunk-

te sind schwarz dargestellt in rot ist eine Anpassung
einer Gausskurve gezeigt. Die volle Halbwertsbrei-
te der Gausskurve betrigt 0.04791 V. Die Spannung
entspricht iber die Eichung des Piezotisches des Au-
tokorrelators (431.4 fs/V) und dem Entfaltungsfak-
tor der Autokorrelation v/2 einer Impulsdauer von
14.6 fs.

Abbildung 3.1: Charakterisierung des fs-Oszillators

des Resonators aufser den beiden gekriimmten Spiegel vor und nach dem Kristall sind
ge“chirped”. Mit Hilfe dieser Spiegel wird die Dispersion im Resonator genau eingestellt.
Aufterhalb des Resonators befindet sich eine Kompensationplatte mit der der rdumliche
Chirp, der durch den gekeilten Auskoppelspiegel eingefiihrt wird, kompensiert wird. Aufer-
dem befinden sich dort noch zwei weitere “gechirpte” Spiegel die den Impuls komprimieren,
so dass er am Ausgang des Lasers seine kiirzeste Dauer erreicht.

Das Modenkoppeln wird durch eine Kerrlinse im Titansaphirkristall bewerkstelligt. Da-
zu muss allerdings auch ein Spiegel (M1 in Abbildung 3.2) so verschoben werden, dass
der Resonator den modengekoppelten Betrieb begiinstigt. Genauer wird der Spiegel mit
Hilfe einer Mikrometerschraube im Vergleich zu der Position mit der héchsten Dauerstrich-
Durchschnittsleistung nidher an den Kristall gebracht. Der Endspiegel (M3 in Abbildung
3.2) kann bewegt werden, um eine kurze Instabilitat des Dauerstrichbetriebs einzufiihren,
in dem man den Spiegel leicht verschiebt. Das fiihrt zum Modenkoppeln, wenn sich der
Spiegel M1 (vgl. Abbildung 3.2) im geeigneten Abstand vom Kristall befindet. Man spricht
auch von dem Stabilitatsbereich fiir das Modenkoppeln. Das Spektrum des Oszillators ver-
breitert sich zunehmend, wenn man den Spiegel M1 immer weiter zu dem Kristall bewegt.
Dies kann benutzt werden, um die Seedleistung fiir den Verstarker zu erhéhen. Allerdings
verldsst man bei zu weiter Verschiebung den Stabilitdatsbereich, so dass die Laserleistung
stark abnimmt (<300 mW) und auch kein modengekoppelter Betrieb mehr moglich ist.
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Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau des Femtolasers Fusion. M1- M7 Resonatorspiegel,
OC Auskoppelspiegel, CP Kompensationsplatte fiir riumlichen Chirp, E1 und E2 gechirpte
Spiegel auflerhalb des Resonators, E3 und E4 Spiegel auferhalb des Resonators, L Linse,
P0O-P3 Spiegel fiir Pumplicht; (entnommen aus dem Benutzerhandbuch des Synergy™-
Oszillators der Femtolasers Produktions GmbH) (©)2009 Femtolasers Produktions GmbH

3.2 Aufbau des Faserverstarkers

Der Faserverstérker im aktuellen Zustand ist Schritt fiir Schritt gewachsen. Die Idee einen
faserbasierten Verstiarker aufzubauen, geht auf Robert Huber und Thomas Klein von der
LMU Miinchen zuriick, die bereits Pline fiir Yb*"-basierte Faserverstirker in Zusammen-
hang mit ihrer Forschung an Fourier Domain mode-locked (FDML) Lasern gemacht hat-
ten [174]. Allerdings verwendet der Verstirker hier den optischen Ubergang bei 980 nm.
Dieser Ubergang hat im Gegensatz zu dem Ubergang bei 1030 nm einen deutlicheren Drei-
Niveaucharakter [141]. Auch handelt es sich um einen Verstédrker fiir kurze Impulse, so
dass nichtlineare Effekte in der Faser auftreten. Zunéchst wurde der Verstéarker mit einer
einzelnen Stufe aufgebaut. Als sich herausstellte, dass die Ausgangsleistung einer einzelnen
Stufe nicht ausreicht, um ein hinreichendes Ramansignal zu erzeugen, wurde der Aufbau
zunéchst um eine weitere Stufe erweitert [60]. Spater wurden mehrere Methoden gefunden,
um das Spektrum einzuengen. Im aktuellen Zustand resultiert daraus ein Doppelpass durch
die erste Verstarkungsstufe. Der Aufbau soll im folgenden jedoch nicht historisch, sondern
funktional beschrieben werden. Zunédchst werden die Charakteristika des Seedlichtes aus
dem Oszillator dargestellt. Dann die Untereinheiten des Vorverstéirkers und des Leistungs-
verstirkers. Darauthin wird das aktuelle Design des Verstérkers (Stand Sept. 12) dargestellt
werden. Abschlieffend sollen noch ein paar Exkurse zu Effekten, die auf dem Weg auftraten
(SPM und Gainnarrowing), und anderen Aufbauméglichkeiten gegeben werden.

3.2.1 Angestrebte Impulscharakteristik des Ramanpumpimpulses

Der Faserverstéirker erzeugt den Ramanpumpimpuls. Die Eigenschaften des Ramanpum-
pimpulses haben Einfluss auf Signalhéhe und spektrale Form des Ramansignals. Die In-
tensitat ist direkt proportional zum Bandenintegral oder bei fester spektraler Breite zur
Bandenhthe des Ramansignals. Die Impulsenergie sollte also so hoch wie méglich sein. Die
obere Schranke setzt hier die Photostabilitéit der Probe. Diese variiert nicht nur von Probe
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zu Probe, sondern kann auch vom Kriterium, an der die Photoschéadigung bemessen wird,
abhéngen. Deswegen kann die cw-Leistung &~ 10 — 100 mW betragen (vgl. hierzu Abschnitt
1.5.1). Da aus experimenteller Sicht das Abschwéchen einfach ist, sollte eine Durchschnitts-
leistung von ca. 100 mW angestrebt werden.

Die spektrale Breite des Pumpimpulses geht in die spektrale Auflésung des Aufbaus ein,
da die spektrale Breite des Ramansignals sich aus der Faltung der natiirlichen Breite der
Ramanbande und der Breite des Pumpimpulses ergibt. In diesem Fall begrenzt die spek-
trale Breite des Impulses sogar das Auflosungvermogen des Experiments. Idealerweise ist
der Ramanpumpimpuls spektral so breit wie die Ramanbande. Typische Ramanbanden
in Losung oder biologischen Proben betragen 1 — 10 cm™! [129]. Die angestrebte Breite
betriigt jedoch ~ 10 cm ™. Diese spektrale Breite passt zum Aufldsungsvermogen des Spek-
trographen.

3.2.2 Charakteristik des Eingangssignals des Verstarkers

Der Ramanpumpimpuls wird durch Verstarkung des nahinfraroten Fliigels des Oszillator-
spektrums um 980 nm gewonnen. Dieser Fliigel wird durch einen Strahlteiler oder durch
eine als Strahlteiler fungierende Optik von dem fs-Impuls des Oszillators abgeteilt. Der
zu verstarkende Impuls wird auch “Seedimpuls® genannt. Das Spektrum und die Leistung
des Seedimpulses hdngen sowohl von dem Strahlteiler als auch von dem Spektrum und
der Leistung des Oszillators ab. Es wurden zwei unterschiedliche Strahlteiler eingesetzt:
Ein Langpassfilter mit der Kante bei ca. 925 nm (943DRLP von Omega Optical) und
ein breitbandiger, dielektrischer Spiegel (Layertec, # 107581). Der Layertec-Spiegel hat
sich bewihrt, da er den grofsten Teil des Oszillatorspektrums bis weit ins Nahinfrarote
zu einem hohen Prozentsatz (=90 % bis iiber 950 nm). reflektiert und trotzdem bei ca.
980 nm eine hohe Transmission aufweist (siche Anhang D). Die Flanke ist dabei steiler
als es bei kommerziell erhéltlichen Kantenfilter z.B. dem Omega Optical-Strahlteiler der
Fall ist. Wie bei jedem dieelektrischen Spiegel lafst sich das reflektierte rsp. transmittierte
Spektrum durch Verkippen um wenige Nanometer verschieben. Das kann benutzt werden
um das Seed-Spektrum zu optimieren. Das vom Layertec-Spiegel transmittierte Licht hat
eine Leistung von ca. 2 mW, aber nur ein kleiner Teil davon liegt im spektralen Bereich
zwischen 970 und 990 nm.

Um die Yb-dotierte Faser als Verstarkungsmedium zu benutzen, muss das Seed-Licht in
eine Einzelmodenfaser eingekoppelt werden. Theoretisch sollte das Licht beinahe vollstan-
dig in die Faser eingebracht werden konnen [159], praktisch gilt ein Wert um die 80 % als
erreichbar. Das Licht wird mit Hilfe einer Asphédren (Thorlabs, CFC-11-B-APC) auf das
Faserende fokusiert. Jedoch ist die Asphére nicht chromatisch korrigiert, deswegen kann
immer nur ein Bereich des Spektrums des Seed-Lichtes in die Faser eingekoppelt werden.
Es erweist sich also als schwierig die genaue Prozentzahl des eingekoppelten Lichtes zu
bestimmen. Es hat sich als niitzlich erwiesen, die Einkopplung anhand der Leistung nach
dem WDM (Wavelength Division Mulitplexer, siche Abbildung 3.8) zu optimieren. Der
WDM schneidet aus dem Seed-Licht den relevanten spektralen Bereich aus. Das Spektrum
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nach dem WDM ist je nach Konfiguration der vorhergehenden Komponenten 12 bis 18 Na-
nometer breit und bei ca. 980 nm zentriert. Die Leistung an dieser Stelle betragt zwischen
100 und 200 ©W. Die grofe Variation des Wertes liegt an den vielen Faktoren, die diesen
beeinflussen. Besonders wichtig ist hier die Justage des Oszillators. Mit Hilfe des sogenann-
ten Stabilitdtsbereich (siche Abschnitt 3.1) ldsst sich die Leistung im Verstarkungsbereich
maximieren. Allerdings kann die Leistung bei schlechter Oszillatoreinstellung ebenso stark
sinken. Desweiteren spielt der Einfallswinkel auf den Layertecspiegel und die empfindliche
Justage der Einkopplung selbst ein Rolle. In der veréffentlichten Arbeit [60] wurde eine
Leistung von 42 W in dem Bereich zwischen 975 und 990 Nanometer angegeben. Die Ab-
héngigkeit der Impulsstéirke von der Seedleistung an dieser Stelle wird spéater dargestellt
(siche Abb. 3.9(b)). Es zeigt sich das eine Seedleistung von tiber 100 pW ausreicht, um
den Verstédrker nahe der Séttigung zu betreiben.

3.2.3 Aufbau des Verstarkers in mehreren Stufen

Der Verstérker ist in seiner momentanen Erscheinung (Stand: 12.03.13) in mehrerem Ver-
starkungsstufen aufgebaut (siche Abschnitt 3.3). Die Stufen haben Gemeinsamkeiten in
ihrem Aufbau (siehe Abschnitt 2.2.4.2). Die unterschiedliche Funktionalitét aufgrund der
unterschiedlichen Impulsparameter in den Stufen soll in den folgenden Abschnitten gezeigt
werden.

3.2.4 Einzelpass-Vorverstarker

Fiir den Einzelpass-Vorverstiarker wird, wenn nicht anders angemerkt, wie im restlichen
Aufbau die passive Einzelmodenfaser des Typs Hi1060 der Firma Corning verwendet. Die
erste Komponente des Aufbaus ist ein Isolator (OFR, type I0-F-980APC). Der Vorver-
starker muss mit dem optischen Isolator vom Oszillator getrennt sein. Sonst wird die
riickwérts gerichtete ASE vom Auskoppelspiegel des Lasers in die Vorwértsrichtung re-
flektiert. Im zweiten Durchlauf wird diese wieder verstiarkt. Sie tragt damit erheblich zum
ASE-Untergrund bei (sieche Abbildung 3.3(a)).

Darauf folgt ein WDM, (Optolink, WDM-T-12-917-90-FA) welcher das Licht der Pump-
diode (Axcel Photonics, type BF-915-0200-P5A) und das Signallicht aus dem Oszillator in
einer gemeinsamen Faser (“common®) iiberlagert. Die aktive Ytterbiumfaser (Liekki, type
Yb1200-4/125) schlieft direkt an die Commonfaser an. Die aktive Faser selbst ist ca. 5 cm
lang. Durch einen weiteren WDM wird das Pumplicht wieder vom Signallicht separiert. Die
Pumpdioden erreichen je nach Seriennummer eine maximale Leistung von 200-220 mW,
wenn der der Diodenstrom 340 mA betréigt. Die zentrale Wellenldnge des Pumplichtes ist
ca. 917 nm, bei einer spektralen Breite von ungefihr 0.04 nm (siche Testreport [175]).
Bei den typischen Eingangsleistungen (siehe Abschnitt 3.2.2) betrigt die gesamte Aus-
gangsleistung der ersten Stufe 20-30 mW (inklusive ASE). Wobei die Stufe tiber die Zeit
kontinuierlich schwéicher wurde (32 mW am 9.7.09 bei 220 mW Pumpleistung, 22.2 mW
am 2.3.10 bei 189 mW Pumpleistung). Womdéglich altern die Komponenten wie Pumpdi-
ode oder aktive Faser. Durch abschnittsweise Integration des Zeitverlaufs (siche Abbildung



40 3. Beschreibung und Charakterisierung der MHz-Lichtquelle fiir die FSRM

3.3(b)) des Ausgangssignals des Verstérkers kann man den Anteil des gepulsten Lichtes an
der Ausgangsleistung abschitzen. Das Verhéltnis der Fléche unter dem Peak zu dem unge-
pulsten Teils einer Periodendauer des Oszillators betragt 1.7 zu 1. Bei einer Gesamtleistung
von 30.1 mW sind 63 %, also 19 mW gepulst.
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Abbildung 3.3: Vergleich des zeitlichen Verlaufes des Ausgangssignal der ersten Verstérker-
stufe ohne und mit Isolator. Wenn ein gepulstes Eingangsignal in den Verstarker gesandt
wird, ist auch das Ausgangssignal gepulst (schwarze Linie). Allerdings steigt in diesem Fall
ohne Isolator auch der ASE-Untergrund im Vergleich zu einer Verstirkerstufe, bei der der
Eingang geblockt wurde (rote Linie). Die griine Linie stellt den Dunkelstrom der Photo-
diode dar. Die gemessene Impulsdauer wird durch die Anstiegszeit der Diode verursacht.

Mit Hilfe eines Wire-Grid-Polarisators wurde der Polarisationszustand analysiert. Das
Verhiltnis von p- zu s-Polarisation! betrug 5,9, wobei in der p-Polarisation 23.2 mW ge-
messen wurden, in der s-Polarisation 3,9 mW. Vor dem Polarisator wurden 31.6 mW ge-
messen. Die Differenz zwischen der Gesamtleistung nach dem Polarisator und der Leistung
vor dem Polarisator entspricht einem generellen Reflexionsverlust an dem Polarisator. Die
ASE zeigte ein Verhéltnis von p- zu s- Polarisation von 0.9, ist also weitestgehend unpo-
larisiert. Nimmt man an, dass nur die ASE in die s-Polarisation emittiert wird, folgt eine
ASE-Leistung von 9.1 mW, das entspricht einem Wert von 29 % und ist damit stimmig
mit dem aus der Diodenspur ermittelten Anteil von gepulsten zu ungepulsten Licht. Das
bedeutet auch, dass die Polarisation des gepulsten Lichts im wesentlichen linear ist.

Eine Autokorrelation des Pulses ergab eine Pulslinge von 1 ps. Die spektrale Breite
betrug 5.6 nm, das entspricht 58 cm ™. Die hochste Intensitit wurde bei 983 nm registriert?.
Das Zeit- und Frequenzbandbreitenprodukt betrégt mit diesen Werten 1.8 = 4 x0.441 (vgl.

Ip-Polarisation bedeutet, dass die Polarisation parallel zur optischen Ebene, das ist in dem Aufbau die
Ebene des optischen Tisches, ausgerichtet ist, s-Polarisation bedeutet, das diese senkrecht zu dieser Ebene
ausgerichtet ist.

2Im Vergleich zu spiteren Messungen scheint hier die Wellenléinge zu hoch.
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Abschnitt 2.1.3). Der Impuls ist also nicht durch die spektrale Bandbreite begrenzt, sondern
durch Dispersion zeitlich verbreitert.
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Abbildung 3.4: Ausgangsleistung der ersten Verstéirkerstufe in Abhéngigkeit der Pumplei-
stung. Die gesamte Ausgangsleistung setzt sich aus der Leistung des gepulsten Lichtes (rot)
und der Leistung des ungepulsten ASE-Untergrunds (schwarz) zusammen. Zum Vergleich
ist auch die ASE Leistung ohne Signallicht dargestellt (griin straffiert).

Die Ausgangsleistungs der Verstarkerstufe wurde in Abhéngigkeit der Pumpleistung
gemessen (siche Abb.3.4). Die Gesamtausgangsleistung steigt linear mit der Pumpleistung.
Der Schwellwert der Pumpleistung fiir die Transparenz der Faser ist ~ 55 mW. Wird
das Eingangssignal geblockt, wird ausschlieflich ASE emittiert. Auch das Signal der ASE
steigt linear mit der Pumpleistung die Steigung ist jedoch flacher und der Schwellwert der
Pumpleistung fiir das Auftreten der ASE liegt etwas hoher bei 61.1 mW.

Gleichzeitig wurde mit Hilfe einer Photodiode der Impulszug des Verstéarkers gemessen,
um den Anteil des gepulsten Lichtes am Ausgangssignal zu bestimmen. Der Anteil steigt
von anfanglichen 31 Prozent fiir die niedrigste Pumpleistung bis zu ca. 65 Prozent fiir die
hochste Pumpleistung an. Man erwartet das die ASE Leistung durch die Anwesenheit des
Signallichtes herabgesetzt wird, da die Signalverstiarkung in Konkurrenz zu der Verstarkung
der spontanen Emission steht. Fiir hohe Pumpleistung bestétigt sich die Erwartung. Fiir
niedrige Pumpleistung ist die ASE trotz Signal hoher als ohne eingestrahltes Seedlicht.
Die Faserldnge ist fiir diese Pumpleistungen nicht ideal, deswegen findet eine Reabsorption
des gepulsten Lichtes am Ende der Faser statt. Zudem begiinstigt dies dann wieder das
Auftreten von ASE mit einer Wellenlénge, die iiber der Wellenlénge des Signals liegt.

3.2.5 Doppelpass-Vorverstarker

Die freie Bandbreite des Yb*"-Ubergangs und des Seeds sind spektral breiter als die fiir
die stimulierte Ramanstreuung gewiinschten 10 cm™!. Faser-Bragggitter ermdglichen eine
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faserbasierte spektrale Einengung des Verstérkers. Sie benotigen jedoch einen so genannten
“Zirkulator“®, um das reflektierte spektral schmalbandige Licht zu nutzen. Ein besonders
kompakter und effizienter Aufbau gelingt, wenn man den Zirkulator gleich nach der Ein-
kopplung positioniert und durch ihn den Isolator ersetzt. Die aktive Faser der ersten Stufe
wird dann zweimal durchlaufen (siche Abb. 3.8). Die Ausgangsleistung des Doppelpassvor-
verstérkers betragt maximal 40.6 mW bei einer Pumpleistung von 189 mW. Allerdings
eignet sich diese hohe Leistung nicht als Seed fiir den Leistungsverstiarker. Die weitere
Verstarkung fithrt zu Selbstphasenmodulation (SPM) des Impulses. Dadurch wird sowohl
das Spektrum als auch die zeitliche Struktur des Impulses unbrauchbar (siehe auch Abb.
3.9(a)). Auch kann eine zu hohe Eingangsleistung den Verstéirker in ein ungtinstiges Ver-
starkungsregime, das sogenannte “deep saturation regime™ fiithren. Der Verstirker wird in
diesem Regime sehr instabil [157]|. Deswegen wurde zunéchst der Diodenstrom der ersten
Stufe auf einen Wert reduziert, der bei maximalen Diodenleistung der zweiten Stufe noch
keine SPM zeigt. Dieser Wert lag bei 178 mA oder einer Lichtleistung der Pumpdiode von
54 mW. Dieser Wert ist sehr nahe an dem Schwellwert an dem die Transparenz der Faser
fiir das Signal einsetzt. Die Verstiarkung ist in diesem Bereich deutlich nichtlinear in Ab-
héngigkeit von der Pumpleistung (vgl. Abb. 3.5). Der gesamte Verstérker einschlieflich der
Leistungsverstarkungstufe erreicht bei dieser Konfiguration eine Ausgangsleistung von 64
mW (Fiir genauere Analyse des gesamten Verstirkers mit Doppelpass-Vorverstérker siehe
Abschnitt 3.3). Das eingesetzte FBG ist bei 977.9 nm zentriert und besitzt eine nominelle
Breite von 1,8 nm. Das Spektrum des Impulses wurde jedoch mit einer Breite von 2.1 nm
gemessen. Die Impulslénge wurde mit einem Wert von 940 fs gemessen.

Fiir die reduzierte Pumpleistung ist die Faserldnge nicht mehr ideal. Die Faserldnge
wurde ja an die volle Pumpleistung von ca. 190 mW angepasst. Es folgt zwangsldufig,
dass ein Teil des Signals reabsorbiert wird. Deswegen wurde eine zweite kiirzere Faser (ca.
3 cm) gefertigt (siehe Abb. 3.5). Die kiirzere Stufe wird bei niedrigerer Pumpleistung (ca.
40 mW) transparent fiir das Signal und die Ausgangsleistung der kurzen Stufe liegt bis
zu einer Pumpleistung von ca. 80 mW iiber der Ausgangsleistung der langen Stufe (siehe
Abb. 3.5). Gleichzeitig ist die ASE ohne Eingangssignal in der kurzen Stufe stark reduziert
(siche Abb. 3.5). Die ASE ist eine Rauschquelle des Verstérkers. Die kurze Verstérkerstufe
sollte also deutlich rauschirmer sein. Bei einer Pumpleistung von 70 mW fiir die erste
Stufe in der kurzen Ausfithrung (3 cm) wurde eine Gesamtausgangsleistung des Verstérkers
(einschliefslich Leistungsverstérker) von 56 mW erzielt.

3.2.6 Leistungsverstarker

Die letzte Verstiarkerstufe fungiert als “Leistungsverstérker”. Diese Verstéarkerstufe ist ge-
nauso wie die Vorverstirkerstufe 5 cm lang und verwendet auch sonst die gleichen Kom-
ponenten wie diese (sieche Abschnitt 3.2.4). Das Pumplicht wird tiber einen WDM in Si-

3Ein Zirkulator ist eine faseroptische Komponente, mit drei Faserzugingen sogenannten “ports‘. Das
Licht kann diese Komponente nur in einer festen Richtung durchlaufen. Ndmlich von dem ersten “port“ zu
dem zweiten “port“ und von dem zweiten “port’ zu dem dritten “port“. In alle anderen Richtungen wirkt
der Zirkulator wie ein Isolator. Im Experiment wurde ein Zirkulator der Firma AC Photonics eingesetzt.
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Abbildung 3.5: Vergleich der Ausgangsleistung der ersten Stufe als Doppelpass mitunter-
schiedlichen Faserldngen. Die lange Faser (5 cm, schwarz) zeigt bei niedrigen Pumplei-
stungen ein geringeres Ausgangssignal als die kurze Faser (3 cm, rot). Die dargestellte
ASE-Leistung ist die Ausgangsleistung der Verstarkerstufe bei geblocktem Signallicht.

gnalausbreitungsrichtung eingekoppelt. Wegen der hohen Spitzenleistung am Ausgang des
Verstarkers besteht die Gefahr den Laserimpuls durch SPM zu verbreitern. Um diesen
Effekt zu minimieren, wird das Licht direkt aus der aktiven Faser ausgekoppelt und mit
einem Mikroskopobjektiv kollimiert. Die charakteristische nichtlineare Lange, wie in Ab-
schnitt 2.2.3 definiert, ist direkt proportional zur Modenfliche des Lichtes in der Faser.
Deswegen ist bei Verlassen der Faser das Auftreten von SPM quasi ausgeschlofen. Dieser
Aufbau verhindert allerdings das Pumpen entgegen der Ausbreitungsrichtung mit den fa-
sergekoppelten Pumpdioden. Experimente zeigen das, dass riickwértig gerichtete Pumpen
effizienter ist [157].

Im Gegensatz zu dem Vorverstirker wird in der Endstufe eine Sattigung durch das
Eingangssignal erreicht (siche Abbildung 3.6(a)). Schon bei einer Eingangsleistung von
0.8 mW wird mit einer Pumpleistung von 160 mW eine Ausgangssleistung von iiber 55 mW
erreicht. Diese Leistung wird sowohl von dem Einzelpass-Vorverstarker als auch von dem
Doppelpass-Vorverstérker leicht erreicht (siehe Abb. 3.4 und 3.5). Fiir sehr hohe Eingangs-
leistung steigt die Ausgangsleitung der letzten Stufe wieder (Messdaten nicht gezeigt). Hier
kommt der Verstarker in das ungiinstige, tief gesittige Regime [157]. Die maximale Aus-
gangsleistung im gesittigten Regime betrdgt dabei 60 mW bei einer Pumpleistung von
160 mW. Die Verstarkerstufe wird bei einer Pumpleistung von 28 mW transparent fiir das
Signal (siehe Abbildung 3.6(b)).

Das ASE-Spektrum ist spektral schméler als das Eingangsspektrum und bei 977.15
(977.3) nm* zentriert. Fiir die Kombination der spezifischen Pumpleistung mit der spe-

4Der in Klammern angegebene Wert wurde nicht mit dem Spektrometer des Experimentes,
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(a) Ausgangsleistung des Leistungsverstirkers in (b) Ausgangsleistung des Leistungsverstirkers in

Abhéngigkeit des Eingangssignals Abhéngigkeit der Pumpleistung (schwarze Quadra-
te). In rot ist eine lineare Anpassung an die Mes-
spunkte dargestellt.

Abbildung 3.6: Leistungscharakteristik des Leistungsverstérkers

zifischen Faserldnge erfihrt diese Wellenldnge effektiv die hochste Verstarkung aus der
spontanen Emission. Wird jedoch Seedlicht zu Verfiigung gestellt, kann sich die fiir die
Verstarkung optimale Wellenldnge verschieben.

Das Ausgangsspektrum des Leistungsverstiarkers hiangt vom FEingangsspektrum und
dem Verstarkungsspektrum der Faser ab. Das Eingangsspektrum wurde ermittelt, in dem
der Diodenstrom der Pumpdiode der zweiten Stufe auf 100 mA reduziert wurde. Das ent-
spricht laut Datenblatt einer Leistung von ca. 55 mW. Der Wert entspricht in etwa dem
Schwellwert fiir die Transparenz der Stufe (siche Abschnitt 3.2.4). Das gemessene Ein-
gangsspektrums ist demnach schon leicht verstiarkt und kann durch die Emissions und
Absorptionscharakteristik der zweiten Stufe schon verédndert sein. Die Zentralwellenldnge
dieses Eingangsspektrum liegt bei 978.4 (978.55) nm. Das Ausgangsspektrum wird durch
die Verstarkung blau verschoben und spektral schmaéler. Das spektrale Einengen des Spek-
trums durch die Verstdrkung wird auch “ Gain Narrowing ¢ genannt. Aus den Spektren
kann man ein Verstarkungspektrum ermitteln.

Dieses zeigt, dass die Verstiarkung bei 975.8 (975.95) nm maximal ist (Die verdffentlich-
ten Emissionsquerschnitte zeigen ein Maximum bei 975 nm [141].). Ein Eingangssignal mit
einer kiirzeren Wellenlédnge als die momentane wiirde also eine grofsere Verstarkung als
das aktuelle Eingangssignal erfahren. Das Spektrum des Oszillators sowie eine Reihe op-
tischer Komponenten wie der Strahlteiler, die einkoppelnde Linse und die WDMs selektie-
ren das aktuelle Eingangspektrum (siehe Abschnitt 3.2.2). Die maximale Ausgangsleistung
ist durch die Seed- und die Pumpleistung der zweiten Stufe begrenzt. Der Sattigungswert
der Stufe steigt mit beiden Werten an. Im Experiment wird die Seedleistung jedoch ab-

sondern mit einem zusétzlichen “optical spectrum analyzer (OSA) gemessen
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(a) Verstiarkungsspektrum der Yb*"-Faser (rot). Es (b) Ausgangsspektrum des Leistungsverstéirkers in
entspricht dem Verhéltnis des Ausgangspektrums Abhéngigkeit der Pumpleistung

bei vollem Pumpstrom (340 mA entspricht einer

Pumpleistung von ca. 200 mW) zu dem Ausgang-

spektrum bei niedrigem Pumpstrom (100 mA ent-

spricht einer Pumpleistung von ca. 55 mW)). Zum

Vergleich ist auch das normierte ASE-Spektrum der

Faser dargestellt.

Abbildung 3.7: Spektrale Charakterisierung des Yb**-Verstirkers

sichtlich begrenzt, da das Eintreten von Selbstphasenmodulation als obere Schranke fiir
die Ausgangsleistung auftritt (siche Abbildung 3.9(a)).

3.3 Aktueller Aufbau des Faserverstarkers

Der aktuelle Aufbau verwendet den Doppelpass-Vorverstarker wie in Abschnitt 3.2.5 be-
schrieben und den darauf folgenden Leistungsverstéarker wie in Abschnitt 3.2.6 dargestellt
(siche Abb. 3.8). Nach der letzten Stufe verldsst das Licht die Faser und wird mit einem
Mikroskopobjektiv (Zeiss 10x;NA 0,22; AR 1,06) kollimiert. Darauf folgt ein Langpassfil-
ter, der das restliche Pumplicht blockt, und eine Halbwellenverzogerungsplatte, um die
Polarisationsrichtung des Pumpimpulses an die des Probeimpulses anzupassen.

Wie in Abschnitt 3.2.5 erldutert, erreicht der Vorverstiarker als Doppelpassaufbau bei
hoher Pumpleistung so hohe Ausgangsleistungen, dass die zweite Stufe durch diese schon
tief geséttigt wird und das Spektrum durch SPM stark verdndert wird (vgl. Abb. 3.9(a)).
Deswegen wird momentan der Pumpstrom der ersten Stufe stark reduziert, so dass die Aus-
gangsleistung der ersten Stufe nur wenige mW betriagt. Dabei ist entscheidend, dass das
Ausgangsspektrum des gesamten Verstérkers keine Verdnderung durch SPM aufweist. Die
Pumpleistung der ersten Stufe betrdgt dann ungefihr 50-60 mW. Die Ausgangsleistung
der erste Stufe geniigt dann, um den Leistungsverstarker zu séttigen (vgl. Abb 3.6(a)).
Die Pumpleistung der zweiten Stufe betrégt aktuell ca. 160 mW. Die Gesamtausgangslei-
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Abbildung 3.8: Schema des aktuellen Aufbau des Faserverstarkers. DM: dichroischer Spie-
gel; C: fokusierende Linse; SMF': Einzelmodenfaser; WDM: wavelength division multiplexer;
Yb*": Ytterbium®* dotierte Faser; FBG: Faser-Bragggitter; LD: Laserdiode; \/2: Halbwel-
lenverzogerungsplatte

stung des Verstarkers liegt zwischen 50-60 mW. Wenn man annimmt, dass das Verhéltnis
von gepulstem zu ungepulstem Licht in der Ausgangsleistung des gesamten Verstérkers
dem Verhéltnis beider nach der ersten Verstirkerstufe (siche Abschnitt 3.2.4) entspricht,
dann folgt eine gepulste Lichtleistung von 35-42 mW. Die Breite des gemessenen Aus-
gangsspektrums betrigt 2,1 nm. Ist also etwas breiter als die nominelle Breite des FBGs
von 1,8 nm. Die Autokorrelation ergab eine Impulsdauer von 940 fs. Das Frequenz-Zeit-
Bandbreitenprodukt ist mit diesen Werten 0,62 = 1,4 x 0,441. Die Impulse sind also
anndhernd bandbreitenbegrenzt. Die Auswertung der Kreuzkorrelation zwischen dem im
Faserverstirker erzeugten Ramanpumpimpuls und dem Ramanprobeimpuls zeigte jedoch
einen ldngeren zeitlichen Fliigel (siehe Abb. 7.4 und Diskussion in Abschnitt 8.4.1).

Die reine ASE-Leistung des Verstérkers entspricht der Ausgangsleistung des Verstérkers
mit Eingangssignal. Den Einfluss der Leistung des Eingangsignals auf das Ausgangssignal
kann anhand dem Zeitverlauf des Signals abgelesen werden. Wenn das Eingangssignal voll-
standig geblockt ist, erscheint das Ausgangssignal ungepulst. Je mehr gepulstes Licht als
Eingangssignal zur Verfiigung gestellt wird, umso stérker erscheint der gepulste Charak-
ter des Ausgangssignals. Um den Impulscharakter des Lichtes nachzuweisen, wurde das
Ausgangssignal des Verstédrkers mit einer schnellen Potodiode (Thorlabs Det10A /M) ge-
messen. Die Differenz des Maximums zu dem Minimum im Photostrom ist ein Mafs fiir den
Anteil des gepulsten Lichtes an dem Ausgangssignal. Das stimulierte Ramansignal ist di-
rekt proportional zu diesem Kontrast. Ab einer Eingangsleistung® von ca. 100 W erreicht
der Verstirker bei den oben genannten Einstellungen eine Séttigung (vgl. Abb. 3.9(b)).
Die Eingangsleistung des Faserverstarkers hiangt stark von der “Tagesform* des Oszillators
ab. Deswegen ist dieser Schwellwert als Kriterium fiir eine geeignete Eingangsleistung im
Experiment wichtig.

5Gemessen nach dem WDM, vor der Yb*"-Faser
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(a) Ausgangsspektrum des gesamten Verstirkers in  (b) Differenz zwischen Minimum und Maximum des
Abhéngigkeit der Pumpleistung der ersten Verstér- Ausgangssignals des gesamten Verstérkers in Abhén-
kerstufe. In der Regel wird die Pumpleistung auf ca. gigkeit des Eingangssignals des gesamten Verstér-
70 mW (rote Linie) eingestellt. kers.

Abbildung 3.9: Ausgangsspektrum und Kontrast des Ausgangssignals des gesamten Ver-
starkers im aktuellen Zustand.

3.3.1 Aufbau mit einem Reflexionsgitter zur spektralen Einen-
gung

An Stelle des Faser-Bragggitters kann auch ein Reflexionsgitter zur spektralen Einengung
des Pumpimpulses eingesetzt werden. Im Experiment wurde dies realisiert, in dem das
Licht nach der ersten Verstéirkerstufe mit einer GRIN-Linse aus der Faser ausgekoppelt
wurde. Das kollimierte Licht wurde direkt auf ein Reflexionsgitter®(1200 Linien/mm; “bla-
ze“ bei 1 pm) gesandt. Das in erster Ordnung gebeugte Licht wurde mit einer zweiten
GRIN-Linse wieder in eine Faser eingebracht und in der folgenden Stufe weiterverstarkt
(vgl. Abb. 3.10(a)). Durch die Beugung am Gitter wird das Licht spektral aufgespalten.
Deswegen fallt nur ein Anteil des Spektrums auf die zweite GRIN-Linse und wird wieder
in die Faser fokusiert. Durch die Neigung des Gitters in der Einfallsebene des Lichtes kann
der Wellenlangenbereich, der auf die einsammelnde Linse gelenkt wird, ausgewahlt werden.
Damit kann der zur Verstarkung optimale Spektralbereich ausgewéhlt werden. Die Breite
des Ausgangsspektrums betrug daraufthin 1,8 nm. Die Autokorrelation ergab eine Impuls-
dauer von ca. 800 fs. Damit liegt das Frequenz-Bandbreiteprodukt bei ca. 0,43. Es ist also
bandbreitenbegrenzt, wenn man Gaussimpulse annimmt. Die Durchschnittsleistung betrug
42-53 mW mit einem gepulsten Anteil von 64% (oder absolut 27-34 mW). Mit diesen Para-
metern wurden die héchsten Signalhohen bei Ramanspektren reiner Substanzen gemessen
(siche Abb. 7.1).

6Zur allgemeinen Information zu Beugungsgittern siehe z.B. Ref. [176]
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(a) Schema des Aufbaus mit einem Reflexionsgit- (b) Ausgangsspektrum des Faserverstirkers mit Re-

ter zur spektralen Einengung. iso: optischer Isola- flexionsgitter fiir drei verschiedene Gittereinstellun-

tor; grating: Reflexionsgitter; sonst Bezeichnungen gen. Durch Anderung des Einfallswinkel auf das Git-

wie in Abbildung 3.8. ter kann die ausgewéhlte Wellenldnge variiert wer-
den.

Abbildung 3.10: Schema und Ausgangsspektrum des Verstarkeraufbaus mit Reflexionsgit-
ter zur spektralen Einengung.



Kapitel 4

Grundlagen der Femtosekunden
Stimulierten Ramanmikroskopie

4.1 Nichtlineare Optik

Der stimulierte Ramaneffekt ist ein nichtlinearer optischer Effekt. Das befleutet, dass die
Antwort des Mediums nichtlinear mit dem einfallenden elektrischen Feld E skaliert. In der
linearen Optik gilt fiir die makroskopische Polarisation P des Mediums [95]:

ﬁ = EOXlinE (41)

Xun ist die lineare Suszeptibilitdt des Mediums. Dieser Ausdruck gilt nur bei niedrigen
Feldstirken des elektrische Feldes. Bei hoheren Feldstirken!, im Bereich der nichtlinearen
Optik, miissen auch die hoheren Terme beriicksichtigt werden. Fiir die makroskopische
Polarisation folgt [95]:

Der dritte Term in Gleichung 4.2 umfasst 81 Terme, da die drei Vektoren des elektrischen
Feldes E iiber den Tensor der nichtlinearen Suszptibilitat dritter Ordnung y3 mit dem
Vektor der Polarisation des Mediums? verkniipft werden. Viele der Terme sind bei einem
isotropen Medium aus Symmetriegriinden redundant. So lésst sich der Tensorcharakter von
X3 in diesem Fall mit nur drei unabhéngigen Eintrdgen beschreiben [95]. Betrachtet man nur
parallel linear polarisiertes Licht in einer Ebene geniigt ein Tensorelement. Dieses beschreibt
iiber die Frequenzabhéngigkeit der Polarisation einige nichtlineare optische Effekte.

'Man kann abschétzen, dass die nichtlinearen Terme eine Rolle spielen, wenn die optischen Feldstéirken
mit der elektrostatischen Feldstirke im Atom vergleichbar sind. Diese Feldstéirke betréigt ungefahr 5,7 -
101 Vit [177].

?Der Vektor des elektrischen Feldes gibt Auskunft iiber die Polarisationsrichtung der elektromagne-
tischen Welle, diese ist nicht mit der Polarisation des Mediums zu verwechseln, welche auch einen vekto-
riellen Charakter hat.

49
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Aufgrund des dreifachen Produktes des elektrischen Feldes im Term dritter Ordnung
konnen im Gegensatz zur linearen Optik neue Frequenzen in der Polarisation erzeugt wer-
den. Dies lisst sich am einfachsten illustrieren, wenn man ein elektrisches Feld E(t) mit
drei Frequenzkomponenten E;, j € {1,2,3} annimmt (siche auch Ref. [95]).

E(t) = Eyexp (—uwit) + Eyexp (—wwot) + E3exp (—wst) + c.c. (4.3)

Beim Ausmultiplizieren des dreifachen Produktes in Gleichung 4.2 ergeben sich nun im-
mer Terme aus drei Beitrdgen aus den einzelnen Frequenzkomponenten. Dabei tritt je-
de mogliche Kombination aus Summe und Differenz von drei Frequenzen der drei Fre-
quenzen wy,wsy, ws auf. Die nichtlineare Polarisation besitzt damit 22 verschiedene positive
Frequenzkomponenten [95]. Diese représentieren verschiedene, nichtlineare Prozesse dritter
Ordnung. Einer dieser Prozesse ist die Vierwellenmischung. Bei diesem parametrischen Pro-
zess erzeugen drei Lichtwellen unterschiedlicher Frequenz durch die nichtlineare Wechsel-
wirkung in dem Medium eine Lichtwelle mit einer neuen Frequenz. Die Vierwellenmischung
wird durch folgende Terme représentiert [95]:

PNE(w1 + wy + ws) = 6egxsEL By Es

PN () + wy — w3) = 6egxs B By B} (4.4)
PNE(w) 4 ws — wsy) = 6egxs B F E3 '
PNE(wy + w3 — wy) = 6egxs Ba B3 By

Andere Prozesse wie der optische Kerreffekt, der das Modenkoppeln in einem fs-Oszillator
ermoglicht (siche 2.1.2), und die Selbstphasenmodulation (siche 2.2.3) konnen durch fol-
genden Term dargestellt werden:

PNL(wl +wp — wl) = 360X3E1E1EI (45)

Der Term der nichtlinearen Polarisation, der die stimulierte Ramanstreuung beschreibt,
tragt die Frequenz wy, die im einfallenden Licht schon auftrat. Sie ist allerdings auch durch
das Betragsquadrat des elektrischen Feldes der zweiten Frequenz w; beeinflusst.

PNL(LUI —wi + CL)Q) == 660X3E1EIE2 (46)

Im folgenden Abschnitt soll diese Gleichung genauer betrachtet werden. Die Form der hier
nicht genauer beschriebenen Suszeptibilitdt ys; wird gegeben und die Abhéngigkeiten der
stimulierten Ramanstreuung von den elektrischen Feldern und der molekularen Beschaf-
fenheit der Probe dargestellt.

4.1.1 Stimulierte Raman Streuung

Die Ramanstreuung ist eine inelastische Streuung von Licht an Molekiilen. Dabei wird
im Falle der Stokesstreuung eine Schwingungsmode durch die Wechselwirkung mit dem
Licht angeregt. Im vollen quantenmechanischen Bild wird ein Photon mit der Frequenz
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w; vernichtet und ein Photon mit einer niedrigeren Energie mit der Frequenz wq erzeugt,
wahrend die Schwingungsmode mit der Frequenz Aw = w; — ws in den néchst hoheren
Schwingungszustand angeregt wird. Im Falle der Anti-Stokesstreuung wird ein Photon mit
einer hoheren Energie erzeugt, wahrend die beteiligte Schwingungsmode in einen niedri-
geren Schwingungszustand iibergeht. Die Stirke dieses Ubergangs von dem einen in den
anderen Schwingungszustand wird in der Quantenmechanik durch ein entsprechendes Uber-
gangsmatrixelement angegeben, welches mit Hilfe einer stérungstheoretischen Behandlung
zweiter Ordnung berechnet werden kann [178|.

Die Bedingung fiir die Wechselwirkung des Lichtes mit einer Schwingungsmode ist,
dass sich die molekulare Polarisierbarkeit o mit der Koordinate der Schwingungsmode ¢
andert. Wenn diese Schwingungsmode angeregt ist, ist dem durch das Lichtfeld induzier-
ten Dipolmoment des Molekiils dann die Frequenz der Schwingungsmode aufgepragt. Dem
eingestrahlten Lichtfeld werden durch die schwingungsmodulierte Molekiilantwort Seiten-
béander bei der Stokes- und der Anti-Stokesfrequenz erzeugt. Diese Betrachtung setzt vor-
aus, dass die Schwingungsmode bereits angeregt ist. Das ist im Falle der Stokesstreuung
aber nicht der Fall. Dieser Widerspruch wird mit einer quantenmechanischen Betrachtung
des Molekiils durch die Nullpunktsenergie des Schwingungsgrundzustandes gelost. Mit der
quantenmechanischen Beschreibung des Lichtes ist auch moglich den stimulierten und den
spontanen Ramaneffekt in einem einheitlichen Bild zu beschreiben® [179]. Wihrend bei der
stimulierte Ramanstreuung das Lichtfeld bei der Stokesfrequenz mit Hilfe eines zweiten La-
sers eingestrahlt wird, betrachtet man die spontanen Ramanstreuung als Verstirkung der
Vakuumfluktuationen des Lichtfeldes bei der Stokesfrequenz.

Um wesentliche Eigenschaften des stimulierten Ramaneffektes zu beschreiben, geniigt
jedoch eine klassische Beschreibung von Licht und Molekiilen [95]. Die Schwingungsmode
wird dabei als geddmpfter, harmonischer Oszillator mit der Resonanzfrequenz wg und der
Dampfungskonstante v dargestellt. Die Lichtfelder von Pump- bzw. Stokesmode werden
als monochromatische, elektromagnetische Wellen mit paralleler Polarisation mit der Fre-
quenz wy bzw. ws beschrieben. Die makroskopische Antwort der Schwingungsmode auf die
eintreffenden Lichtfelder entspricht im Rahmen der nichtlinearen Optik der nichtlinearen
Suszeptibilitdt ys (siehe Gleichung 4.2). Da die Molekiile in der Probe zufillig zur Po-
larisationsrichtung des Lichtes verteilt sind, beinhaltet die Suszeptibilitdt eine Mittelung
iiber alle moglichen Orientierungen der Molekiile zu den Lichtfeldern. Zunéichst wird hier
vereinfachend ein isotroper Tensor fiir die Suszeptibilitdt angenommen, so dass diese Mit-
telung keinen Einfluss hat. Die nichtlineare Suszeptibilitéit tragt sowohl die nichtresonante,
elektronische Antwort des Mediums xng als auch die resonante Antwort durch die Mole-
kiilschwingung xg. Fern jeder elektronischen Resonanz des Molekiils ist die elektronische
Antwort rein dispersiv und der Tensor yyg rein reel [117]. Der Realteil der resonanten
Antwortfunktion y g zeigt eine dispersive Linienform. Der Imaginéarteil folgt einer Lorentz-
funktion [95]. Im Falle der Resonanz (wp = w; —ws) ist bei der stimulierten Ramanstreuung

3In enger Analogie zur Beschreibung von spontaner und stimulierte Emission.
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der Imaginérteil negativ [95]. Die Breite der Lorentzfunktion ist 2-.

N/6m)(dc/0q)3
X3 = XNR T XR = XNR T 3 (V/6m)(Da/0q), (4.7)

wi — (w1 — w2)? + 22(w1 — wa)y

m ist hier die reduzierte Masse der Schwingungsmode, N die Teilchendichte der Mole-
kiile. Der Betrag der Suszeptibilitdt hingt wie oben beschrieben von der Ableitung da/dq
der Polarisierbarkeit a des Mediums nach seiner Koordinate ¢ der Schwingungsmode ab.
Die nichtlineare Polarisation des Mediums Py héngt nach Gleichung 4.6 aufser von der
Suszeptibilitdt auch von dem Betragsquadrat der Feldstiarke des Pumplichtes |Epump|2 mit
der Frequenz w; und dem elektrischen Feld E),.. bei der Probefrequenz wy ab.

PNL (WQ) - 660X3(w2) : |Epump|2Eprobe (48)

Die nichtlineare Polarisation des Mediums fiihrt zur Erzeugung eines Feldes A FEruman
mit der Frequenz w,. Nimmt man an, dass Wechselwirkungslange [ sehr kurz ist, so skaliert
das erzeugte Lichtfeldes A Eggman in erster Naherung linear mit der Wechselwirkungslénge.
Diese Annahme ist im Falle der Ramanmikroskopie berechtigt, da die Rayleighlinge des
Fokus sehr kurz ist. Das elektrische Feld A ERryman ist dabei um 90 Grad phasenverschoben
zu dem eingehenden elektrischen Feld Ep.qpe [117].

wol
AERaman(WQ) = _3Zn_2cX3 (w2) |Epump|2Eprobe (49)

Am Detektor wird die Intensitét des elektrischen Feldes des Probeimpulses 1575, gemes-
sen. Das gemessene Feld ist die Superposition des eingehenden Feldes E),,.,. und des kleinen
Beitrags A ERrgman durch die stimulierte Ramanstreuung. Das eingehende Feld E,,, . ist de-
finitionsgemaéfs rein reel. Deswegen vereinfachen sich die Kreuzterme des Betragsquadrates
in Gleichung 4.10 und allein der Imaginérteil der Suszeptibilitit trdgt zum Signal bei. Da
der nichtresonante Anteil der Suszeptibilitdt rein reel ist, tritt er in der Gleichung nicht in

Erscheinung.

b = 2€nc|Ep7‘obe + AERaman|2 - 26nc|Epr0be|2 + 26TLC-Eprobe}%6 (AERaman) -

probe
) sy , , (410)
2enc| Bproel? = Gene2 1m (xg) (2) | Epurn P Eprae

Die Intensitéit des Ramanfeldes A Eguman alleine wurde hier vernachléssigt. Als Raman-
signal oder “Raman Gain“ R(w) wird das auf das ohne Wechselwirkung mit dem Pumpim-
puls gemessene Spektrum des Probeimpuls I,.ope referenzierte Spektrum I77%  bezeichnet
[107].

L probe wal
Rlw) = 22 =1 = =3- 2 1m (xz) (2) | By (411)
probe nc

Wird an Stelle des niederfrequenten Probeimpuls, das referenzierte Spektrum des Pump-

impuls gemessen, ist das Ramansignal ein Ramanverlustsignal oder “Raman Loss®. Die
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Anderung der Intensitéit des Probeimpulses durch die stimulierte Ramanstreuung ist pro-
portional der Leistung des Pumpimpulses (“Probeimpulses” im Falle der Ramanverlustmes-
sung). Besonders entscheidend ist aber, dass das Signal direkt proportional zum Imaginér-
teil der Suszeptibilitdt ist und keine Abhéngigkeit vom dispersiven Realteil besteht. Daraus
folgt zum einen, dass die spektrale Linienform der stimulierten Ramanstreuung wie die der
spontanen Ramanstreuung lorentzformig ist, zum anderen, dass das Signal direkt propor-
tional der Anzahl der Streuzentren und damit der Probenmenge ist. Beide Eigenschaften
ermoglichen eine einfache Analyse eines stimulierten Ramanspektrums und unterscheiden
die stimulierte Ramanstreuung von der kohérenten anti-Stokes Ramanstreuung.

Das stimulierte Ramansignal unterscheidet sich vom spontanen Ramansignal in der Ab-
héngigkeit von den Frequenzen der beteiligten Lichtfelder. Fiir das stimulierte Ramansignal
R(wy,ws) gilt nach Gleichung 4.11:

R(wy,ws) o¢ Wal Epymp(wi) [ o< wawy (4.12)

Die Frequenz beider Lichtfelder geht in die Gleichung gleichwertig ein. Die Stirke des
spontanen Ramaneffektes kann an seinem differentiellen Wirkungsquerschnitt d?o,/dQ2dw,
bemessen werden®. Fiir dessen Frequenzabhingigkeit gilt nach [179]:

dZO'sp/deu)Q (Wl, (A)Q) X wlwg’ (413)

Die Abhéngigkeit von der anregenden Frequenz w; entspricht der des stimulierten Raman-
effekts. Die Abhéngigkeit von der detektierten Frequenz ws entspricht der Frequenzabhén-
gigkeit des quantenmechanischen Modendichte im Grundzustands des Vakuumlichtfeldes
[179]. In der klassischen Betrachtung wird die generelle w? Abhéngigkeit des Ramaneffektes
durch die Frequenzabhéngigkeit der Abstrahlung eines induzierten Dipols erklért [180].

In der bisherigen Ableitung der stimulierten Ramanstreuung wurde angenommen, dass
der Tensor der Suszeptibilitit isotrop sei und die beiden Lichtfelder parallel polarisiert. Im
Allgemeinen ist der Tensor jedoch nicht isotrop und auch die Lichtfelder nicht zwangslaufig
parallel polarisiert. Die Anisotropie einer Ramanbande macht sich bei der Ramanstreuung
durch gestreutes Licht mit einer geinderten Polarisationsrichtung bemerkbar. Um die Ani-
sotropie einer Ramanbande zu charakterisieren, wird fiir die spontane Ramanstreuung das
Depolarisationverhéltnis p in der Regel als das Verhiltnis der gestreuten Leistung pro
Raumwinkel, welche senkrecht zur anregenden Polarisation polarisiert ist, zu der Leistung
pro Raumwinkel, welche parallel zur anregenden Polarisation polarisiert ist, bei einer De-
tektion im 90 Grad Winkel zur Richtung der Anregung definiert [180]:

B dP+/dQ
TEINETS
Dieses Verhéltnis liegt bei 0 fiir eine stark polarisierte, d.h. isotrope, Bande und bei

3/4 fiir eine maximal anisotrope, also unpolarisierte Bande. Wenn bei gleicher Detektions-
geometrie kein analysierender Polarisator eingesetzt wird, sondern die Polarisation des

(4.14)

14?04, /dQdws ist proportional zu dem Imaginérteil der Suszeptibilitit dritter Ordnung x3 [179].
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anregenden Lichtes einmal senkrecht zur Streuebene gedreht ist und das andere Mal parallel
zur Streuebene, ergibt sich ein anderes Depolarisationsverhéltnis®. Fiir eine unpolarisierte
Bande ist bei dieser Definition ein maximales Depolarisationsverhéltnis von 6/7, eine stark
polarisierte Bande besitzt weiter den Wert 0. Beide Definitionen sind aber dquivalent und
kénnen ineinander iibergefiihrt werden:

A A
A P@ol A Det A A Det
(0]
v o ° v % v

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Messung des Depolarisationsverhéltnis. a)
Das Depolarisationverhéltnis entspricht dem Verhéltnis der am Detektor (Det) gemesse-
nen Leistung, wenn der Polarisator (Pol) senkrecht zur Polarisationsrichtung der Anregung
steht (rote Linien), zur Leistung, wenn dieser parallel zur Polarisationsrichtung der Anre-
gung steht (schwarz).

b)Das Depolarisationverhéltnis entspricht dem Verhéltnis der am Detektor (Det) gemes-
senen Leistung, wenn die Polarisation der Anregung parallel zur Streuebene gerichtet ist
(rote Linien), zur Leistung, wenn diese senkrecht zur Streuebene steht (schwarz).

Bei der Messung des Depolarisationsverhéaltnisses mit analysierenden Polarisator wer-
den zwei Leistungen bestimmt (vgl. Abb. 4.1). Die Leistung P, bei paralleler Anordnung

180
von Polarisation und Polarisator repréasentiert hauptséchlich den isotropen Anteil der Ram-

anstreuung. Die andere Leistung P® . bei senkrechter Anordnung von Polarisation und

aniso
Polarisator misst die Anisotropie der Streuung. Bei der Messung ohne analysierenden Po-
larisator werden auch zwei Leistungen bestimmt. Die gemessene Leistung P2, bei der die
Polarisation der Anregung senkrecht zur Streuebene ausgerichtet ist, entspricht der Summe
der Leistungen P, und P2 .. aus der Messung mit Analysator, wie aus der schematischen
Zeichnung 4.1 abzulesen ist. Wenn die Polarisation der Anregung parallel zur Streuebe-
ne gerichtet ist, kann das detektierte Streulicht aufgrund der Detektionsgeometrie nicht
die gleiche Polarisation besitzen wie das anregende Licht. Das detektierte Licht wird also
auschlieflich anisotrop gestreut. Weil kein Analysator eingesetzt wird, ist die gemessene
Leistung P»¢  in diesem Fall das Doppelte der Leistung mit Analysator P2 . . Fiir das

ohne Analysator gemessene Depolarisationsverhéltnis p** folgt:

°In Ref. [178] werden verschiedene Detektionsgeometrien aufgefiihrt.
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Pe 2P,
wa __~ aniso __ aniso 4.15
! Pilgg Pc?m'so + P’icéo ( )

2
. (4.16)
1+p

Die ohne Analysator gemessene Leistung P%¢ kann aus der mit Analysator gemessenen

Leistung P{  unter Verwendung des Depolarisationsverhéltnis p** bestimmt werden.

1
1 — pwa/2
Bei der stimulierten Ramanstreuung fungiert das Licht des Stokesimpulses als Ana-
lysator. In diesem Falle ist das Depolarisationsverhéltnis des Falles mit Analysator zu
verwenden [181]. Die Detektionsrichtung beim stimulierten Ramaneffekt ist nicht 90 Grad,

sondern 0 Grad. Der differentielle Streuquerschnitt der Ramanstreung ist aber fiir 90 und
0 bzw. 180 Grad gleich [178|.

‘Pil:g - ‘Pizo + P;niso - Pi(;o(l + IO) - Pi(;o( ) (417)

4.1.2 Femtosekunden Stimulierte Ramanstreuung oder stimulier-
te Ramanstreuung mit kurzen Pulsen

Die Femtosekunden-stimulierte Ramanstreuung (FSRS) wurde entwickelt, um transiente
Schwingungspektren von schnellen photochemischen Prozessen mit Hilfe der stimulierten
Ramanstreuung aufzunehmen [12, 182]. Die photochemische Reaktion wird durch einen
sehr kurzen Lichtimpuls, dem sogenannten “actinic pulse”, ausgelost. Zu einem spéteren
Zeitpunkt wird mit Hilfe der FSRS der momentane Zustand der Reaktion anhand der
Schwingungsspektren der beteiligter Molekiile abgefragt. Wenn man den Zeitpunkt der
Abfrage variiert, kann der gesamte Reaktionsverlauf abgebildet werden. Diese Technik er-
reicht dabei eine Zeitauflosung fiir die Abfrage des Reaktionsverlaufs von bis zu 50 fs und
eine Auflésung des Schwingungsspektrums von 10 cm™! [12]. Die Abfrage des Schwingungs-
spektrums benétigt wie fiir die SRS beschrieben (vgl. Abschnitt 4.1.1) zwei Lichtfelder,
eines fiir das Probelicht und das andere fiir das Pumplicht®. Bei der FSRS werden da-
fiir zwei geeignete ultrakurze Lichtimpulse eingesetzt: Der Pumplichtimpuls besitzt in der
Regel eine Impulsdauer von einigen wenigen Pikosekunden und eine entsprechende fourier-
transform limitierte spektrale Bandbreite von 10 — 20 cm™! [12]. Der Probelichtimpuls
besitzt eine deutlich kiirzere Impulsdauer von einigen 10 fs [12] und ist dementsprechend
spektral sehr breit (> 1500 cm™!). Beide Impulse werden in der Probe sowohl zeitlich als
auch ortlich iiberlagert. Die Wechselwirkung der iiberlagerten elektrischen Felder der bei-
den Lichtimpulse mit den Molekiilen der Probe fiihrt zur stimulierten Ramanstreuung. Das
Spektrum des Probeimpuls kann sowohl auf der Stokes als auch auf der Anti-Stokesseite
des Spektrums des Pumpimpulses liegen. Je nachdem beobachtet man in dem Spektrum

6In dieser Arbeit wird bei der Beschreibung der FSRS immer das detektierte Lichtfeld “Probe“Feld
oder -Impuls genannt, das andere dementsprechend “Pump“-Feld oder -Impuls.
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des Probeimpuls eine spektral schmale Verstarkung durch den stimulierten Ramaneffekt
oder eine Abschwichung durch eben diesen Effekt. Dies geschieht immer dann, wenn die
Frequenzdifferenz zwischen der Zentralfrequenz des Ramanpumpimpulses und der jeweili-
gen Frequenz im Spektrum des Ramanprobeimpulses der Frequenz einer Raman-aktiven
Schwingungsmode der Molekiile in der Probe entspricht (sieche Abbildung 4.1.2). Die spek-
trale Breite der Ramansignatur im Spektrum des Probeimpuls ist durch die Faltung der
natiirlichen Breite des Ramaniibergangs mit der spektralen Breite des Pumpimpulses ge-
geben [183].

Thh—

((GRY)

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Femtosekunden stimulierte Ramanstreuung:
Spektren von Ramanpumpimpuls (rot) und Ramanprobeimpuls (grau) sind vertikal gegen
die Frequenz aufgetragen. An beiden Seiten der Spektren sind der Schwingungsgrundzu-
stand (durchgezogene Linie) und einige Vibrationsmoden eines Molekiils gegen die selbe
Frequenzachse schematisch angezeigt. Die Pfeile symbolisieren Photonen des Ramanpum-
pimpulses (rot) und des Ramanprobeimpulses (grau). Wenn die Frequenzdifferenz zwischen
Ramanpumpimpuls w, und Ramanprobeimpuls w,. der Frequenz einer Schwingungsmode
des Molekiils in der Probe entspricht, fiithrt die stimulierte Ramanstreuung zu einer spek-
tral schmalbandigen Verstarkung des Spektrums des Ramanprobeimpuls auf der Stokessei-
te der Frequenz des Ramanpumpimpulses, und entsprechend zu einer Abschwéichung auf
der Anti-Stokesseite (Abbildung aus Ref. [107])

Da der Pumpimpuls jedoch nicht unendlich lang ausgedehnt ist, sondern eine gewisse
Impulsdauer besitzt, hingt die Linienform und Linienbreite des FSRS-Spektrums von der
relativen zeitlichen Verzogerung der Ankunft des Pumpimpulses zu der des Probeimpuls
ab [183]. Erreicht der Pumpimpuls die Probe zuerst, hat er weniger Zeitiiberlapp mit der
kohédrenten Schwingung der Molekiile, die erst angestofsen wird, wenn auch der Probeim-
puls die Probe erreicht. Die Ramanbande im FSRS-Spektrum wird deswegen verbreitert.
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Kommt der Probeimpuls vor dem Pumpimpuls an der Probe an, wird die Ramanbande
dementsprechend schméler. Sie entwickelt bei einer zunehmend verspéteten Ankunft des
Pumpimpuls auch negative Fliigel auf beiden Seiten der Ramanbande. Den maximalen
Spitzenwert erreicht die Ramanbande nicht beim absoluten Zeitiiberlapp zwischen Ra-
manpumpimpuls und Ramanprobeimpuls, sondern bei einer leichten Verzogerungen des
Ramanpumpimpulses gegeniiber der dem Ramanprobeimpuls (ca. 0.7 bis 1 ps bei einer
Dauer des Ramanpumpimpulses von 2.7 ps [183]). Es wurde gezeigt, dass auf der hoch-
frequenten Seite der Ramanbande ein negativer Fliigel entsteht, wenn sich die Frequenz
der molekularen Schwingung wahrend der Wechselwirkung von einer niedrigen zu einer
hohen Frequenz &ndert [184]. Eine &hnliche spektrale Linienform entsteht, wenn nicht die
molekulare Schwingung einen Frequenzgang von niedrigen zu hohen Frequenzen aufweist,
sondern der Ramanpumpimpuls (siehe Abschnitt 7.1.3). Durch die Gruppengeschwindig-
keitsdispersion in Material mit normaler Dispersion entsteht ein solcher positiver Chirp in
einem kurzen Impuls (siehe Abschnitt 2.1.3).

4.1.3 Spektrale Interferenz eines Vierwellenmischuntergrunds mit
dem Ramanprobeimpuls

Sowohl bei dem ersten FSRM-Aufbau [107] als auch bei dem in dieser Arbeit genauer
beschriebenen MHz-Aufbau [60] zeigte sich eine Storung der Basislinie der gemessenen Ra-
manspektren in der Grofenordnung der Ramanbanden (siehe Abbildung 4.1.3). Die Eigen-
schaften dieser spektralen Interferenz wurden zunéchst detailiert beschrieben [185, 186] und
dann einer Interferenz des Ramanprobeimpuls mit einem schwachen Lichtfeld, das durch
Vierwellenmischung zwischen Probeimpuls und Pumpimpuls erzeugt wird, zugeschrieben
[187, 186].

Diese Ergebnisse sollen hier kurz dargestellt werden: Neben dem stimulierten Rama-
neffekt treten durch die Uberlagerung von Ramanpumpimpuls und Ramanprobeimpuls
in der Probe auch andere optisch nichtlineare Effekte (sieche Abschnitt 4.1) in &hnlicher
Starke auf. Neben den Effekten, die auf die Impulse selbst zuriickwirken, wie z.B. die
Selbstphasenmodulation und der Kerreftekt und Effekten, die von dem einen Impuls auf
den anderen Impuls wirken, wie z.B. die Kreuzphasenmodulation oder eben SRS, kann
die Wechselwirkung des Lichtfeldes beider Impulse mit dem Medium durch das Vierwel-
lenmischen (FWM) auch neue Lichtfelder erzeugen. Damit diese im FSRM-Experiment
beobachtet werden kénnen, muss die Frequenz des erzeugten Lichtfeldes im Spektrum des
Probeimpulses liegen. Da der Pumpimpuls die hochste spektrale Intensitat besitzt, muss
er bei der Wechselwirkung beteiligt sein, damit das Signal des FWM detektierbar ist. Der
Probeimpuls ist spektral so breit, dass mehr als eine Frequenzkomponente bei dem FWM
als Ausgangsfeld in Frage kommt. Von den méglichen Frequenzkombinationen des FWM
(siehe Gleichung 4.4) erfiillen nur die beiden folgenden diese Bedingungen [187]:

w?i’i{l =Wp — Wpr1 + Wpr2
w;’i}”:"n =~ Wp + Wpr,1 + Wpr,2 (418)

mit Wpr1/pr2 > Wp
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Abbildung 4.3: Spektrale Interferenz im FSRS-Spektrum von Benzonitril (Abbildung ent-
nommen aus Ref. [186]). Das Spektrum mit der spektralen Interferenz (blau) zeigt im
Vergleich zum Spektrum ohne spektraler Interfernz (schwarz) verdnderte Bandenhohen
(siche rote Pfeile). Die Bandenlagen des Spektrums von Benzonitril sind markiert (graue
gestrichelte Linien).
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Der erste Term wurde Differenzterm genannt [187] (Dementsprechend ist W?ﬂ; die Fre-
quenz dieses Lichtfeldes), da die Differenz der beiden Frequenzbeitrige wy, 1, wp,2 aus dem
Spektrum des Probeimpulses gebildet wird. Das Spektrum dieses Lichtfeldes ist um die
Zentralfrequenz des Pumpimpulses w, zentriert. Die spektrale Breite dieses Feldes hangt
vom Chirp des Probeimpulses ab (vgl. Abb. 4 in Ref. [93]). Fiir ein Lichtimpuls mit kon-
stanter Phase entspricht die spektrale Breite des Differenzterms der doppelten Breite des
Probeimpuls (siehe Abbildung 4.1.3). Bei dem zweiten Term werden die beiden Frequenz-
beitrage wp 1, wpr2 summiert. Das Spektrum des Summenterms ist um die hochste Frequenz
des Probeimpulses zentriert, reicht aber bis zu der Zentralfrequenz des Pumpimpulses (sie-
he Abbildung 4.1.3). Fiir diesen Term besteht keine Abhéngigkeit der spektralen Breite

von dem Chirp des Probelichtes. Die moglichen Frequenzen beider durch FWM erzeug-

W
P

Raman pump Raman probe

W

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der Frequenzbereiche des Vierwellenmischens
zwischen Pump- und Probelicht. Der Differenzterm (griin) ist um die Zentralfrequenz w,
des Pumpimpulses (rot) zentriert. Der Summenterm (blau) ist am hochfrequenten Fliigel
des Probespektrums (grau) zentriert. Beide Beitriage tiberlappen mit dem Probespektrum

(grau).

ten Lichtfelder decken den gesamten Spektralbereich des Probeimpulses ab. Die erzeugten
Lichtfelder sind eigentlich schwach. Die beobachtete Signalstéirke der spektralen Interfe-
renz erklart sich durch die Heterodyne-Detektion des FWM-Feldes durch das elektrische
Feld des Probeimpulses: Die elektrischen Felder von Probeimpuls E,,(w) und FWM-Feld
Erw(w) addieren sich kohédrent. Die gemessene Intensitéit des gesamten elektrischen Fel-
des ist die Summe aus den jeweiligen Intensitdten von Probeimpuls und FWM-Feld und
dem Kreuzterm beider Beitriage [187]:

B () + Epwar(@)[? o Ln() + Trwar (@) + 24/ Ln(@)pwar (@) cos(®(w))  (4.19)

®(w) ist die relative Phase der beiden elektrischen Felder E,, (w) und Eppy p(w). Wahrend
der Beitrag der Intensitdat des FWM-Feldes in Gleichung 4.19 vernachléssigt werden kann,
ist der Kreuzterm durch die Abhéngigkeit von der Intensitidt des Probeimpulses zu bertick-
sichtigen. Ahnlich wie das SRS-Signal (siche 4.1.1) wird also auch der stérende Beitrag des
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FWM durch die Interferenz mit dem Probelicht messbar. Da das stimulierte Ramanspek-
trum immer referenziert gemessen wird, muss zur Beschreibung der spektralen Interferenz
auch das heterodyn detektierte FWM-Signal referenziert werden. Das gemessene Signal
R(w) besitzt dann nach den Gleichungen 4.11,4.19 und 4.4 folgende Abhéngigkeit von den
eingehenden Lichtfeldern E,, (w), Epw(w) und der nichtlinearen Suszeptibilitét ys:

|Erwar(w)] - [Epr(w)]
| Epr (w)[?

R(w) -cos(@(w)) o x5 - |Epwm(w)| - |Epr(w)] - cos(P(w)) (4.20)

Diese Abhéngigkeit des gemessenen FWM-Signals von der Intensitdt des Pump- und des
Probeimpulses wurden experimentell bestétigt [187]. Ebenso wurde mit Hilfe von verschie-
denen Gléasern die lineare Abhéngigkeit von dem nichtlinearen Brechungsindex ny nachge-
wiesen [187]. Der nichtlineare Brechungsindex ny wiederum ist der nichtlinearen Suszepti-
bilitat x3 direkt proportional [95]. Zudem wurde die spektrale Linienform durch Simula-
tionen sehr genau reproduziert [187]. Als Eingabeparameter dienten dabei das gemessene
Spektrum und die gemessene spektrale Phase des Probeimpulses [187].

Da der beschriebene Effekt von keiner Resonanz im Material abhéngt, wird er in jeder
Probe auftreten. Er verandert die gemessenen Bandenhdhen und verzerrt das Ramanspek-
trum. Deswegen benotigt man Methoden, den Effekt zu umgehen oder zu unterdriicken.
Schon in der ersten Arbeit iiber diese spektrale Interferenz wurden dafiir mehrere Mog-
lichkeiten aufgezeigt [185|: Sind der Pump- und der Probeimpuls senkrecht zueinander
polarisiert, wird sowohl das stimulierte Ramansignal als auch das FWM-Signal geringer.
Das Depolarisationsverhéltnis [188] der meisten Ramanbanden erlaubt jedoch auch bei
dieser Konfiguration die Aufnahme eines Ramanspektrums. Das FWM-Feld wird dabei je-
doch effektiv unterdriickt [185]. Die zweite Moglichkeit ist, die Impulse in entgegengesetzter
Richtung durch die Probe zu senden [187|. Die Phasenanpassung fiir den stimulierten Ra-
maneffekt ist weiterhin erfiillt, jedoch nicht die Phasenanpassung fiir den FWM-Prozess’.
Da die Wechselwirkungsliange von Pumpimpuls und Probeimpuls jedoch verkiirzt wird,
wird auch hier das Ramansignal verringert. Eine dritte Moglichkeit macht sich die hete-
rodyne Detektion durch den Probeimpuls zunutze [185]. In dem die relative Wegstrecke
zwischen Probe- und Pumpimpuls wéhrend einem Integrationsintervall des Detektors in
der Grofsenordnung der Wellenlénge gedndert wird, kann die spektrale Interferenz gemit-
telt werden. Durch die Anderung der relativen Wegstrecke der beiden Impulse éndert sich
die relative Phase ®(w) der Impulse wihrend der Messung um einen Betrag grosser 27.
Die Messung fiihrt zu einer Integration des Kosinusterm in Gleichung 4.20 entlang der ver-
anderlichen Phase. Das fiihrt bei geeigneter Verdanderung der Wegstrecke zur Ausléschung
des FWM-Signals. Bleibt die Anderung der Wegstrecke klein gegeniiber der ¢ Linge “ des
Pumpimpulses, d.h. der Zeitdauer des Impulses mal der Lichtgeschwindigkeit, bleibt das
Ramansignal durch diese Methode unberiihrt. Diese Methode wurde sowohl beim kHz-
als auch beim MHz-Aufbau mit Hilfe einer Piezokeramik als Stellelement realisiert. Man
konnte diesen Effekt aber auch benutzen, um die Grosse des nichtresonanten Anteil der
Suszeptibilitdat dritter Ordnung zu messen.

"Zur Phasenanpassung siehe [95]
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4.2 Mikroskopie mit Femtosekunden Stimulierter Ram-
anstreuung

Das Mikroskop ist eines der ltesten® wissenschaftlichen Instrumente. Es dient dazu auf
optischem Wege kleine (> 0.3 um) Gegensténde zu beobachten. In diesem Abschnitt soll
aber nicht die Mikroskopie im Allgemeinen diskutiert werden, sondern nur in wie weit die
speziellen Fokusierungsbedingungen der Mikroskopie die stimulierte Ramanstreuung be-
einflussen und welche Bedingungen ein ideales Objektiv fiir die FSRM erfiillen sollte. Das
aufgebaute Ramanmikroskop misst fiir jeden Bildpunkt einer mikroskopischen Aufnahme
ein Ramanspektrum. Aus diesen Spektren kann durch geeignete Datenverarbeitung Kon-
trast fiir die Bildgebung erzeugt werden. Zur Bilderzeugung muss entweder die Fokusposi-
tion von Probe- und Pumpstrahl die ruhende Probe abrastern oder der Strahlverlauf bleibt
unverdandert koaxial und die Probe wird in kleinen Schritten verfahren. Fiir empfindliche
biologische Proben z.B. lebende Zellen ist eine Anordnung mit einer ruhenden Probe besser
geeignet. Die mit der Bewegung verbundenen Vibrationen und damit unnatiirlicher Stress
werden vermieden [190]. Deswegen besitzen die meisten kommerziellen (und damit fiir die
Anwendung bestimmten) konfokalen Mikrokope einen Scanaufbau aus einem zweiachsigen
oder zwei einachsigen Galvanospiegeln, um den Laserstrahl {iber die Probe zu scannen. Der
Scanbereich ist allerdings auf das Bildfeld des Objektivs beschréankt. Fiir einen groferen
Bildbereich muss die Probe dann doch verfahren werden. Das zweite Verfahren ist durch
die koaxiale Anordnung des Strahles und der Optiken optisch vorteilhaft, da man nicht auf
die Bildfeldkorrektur im Randbereich des Objektivs angewiesen ist, wie das bei dem scan-
nenden Strahl der Fall ist. Zudem ist der Aufbau mit einem kommerziellen Piezoscantisch
einfach umzusetzen. Der realisierte Mikroskopie-Aufbau verwendet einen Verfahrtisch, um
die Probe abzurastern. Die Laserstrahlen werden koaxial mit einem Objektiv fokusiert und
in Transmission mit einem zweiten Objektiv eingesammelt.

4.2.1 Auflosungsgrenze und Fokalvolumen.

Die theoretische Auflosungsgrenze in der Mikroskopie der linearen Optik ist durch die
Beugung des Lichtes an der kleinsten Apertur bestimmt. Die numerische Apertur NA ist
eine charakteristische Grofe fiir eben diese Auflosungsgrenze. Sie ist als das Produkt des
Sinus des halben Offnungswinkel § des durch das Mikroskop eingesammelten Lichtkegels
und des Brechungsindex n des Mediums zwischen der einsammelnden Optik und der Probe
definiert [176]:

NA = nsin (0) (4.21)

Moderne Methoden, die diese Auflésungsgrenze unterlaufen, benutzen nichtlineare Sét-
tigungseffekte (z.B. STED [191]) oder die Abbildung einzelner Fluorophore (z.B. STORM,
PALM [192]). Nach Helmholtz gilt fiir die kleinste aufgeléste Struktur d eines Mikroskops

8Erste Berichte iiber Mikroskope sind vom Anfang des 17. Jahrhunderts iiberliefert [189].
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mit der numerischen Apertur VA, welches mit Licht der Wellenldnge A ausgeleuchtet wird
[176]:
A

d>0.61— 4.22
- NA ( )

Diese Formel entspricht gleichzeitig der Ausdehnung der Airyscheibe der Intensitéit im
Fokus [190, 193|. Mit einer typischen Wellenldnge des Experiments von ca. 1 um und der
NA von 0,75 des verwendeten FLUAR Objektivs der Firma Zeiss ergibt sich eine laterale
Ausdehnung des Fokus von ca. 810 nm. Die axiale Ausdehnung des Fokus ergibt sich aus
einer beugungstheoretischen Betrachtung zu [190, 193]:

NA?
n ist der Brechungsindex des Mediums zwischen Objektiv und Probe. Mit den oben genann-
ten experimentellen Parametern folgt, dass die Ausdehnung des Fokus in axialer Richtung
ca. 3.6 pym betragt. Das Fokalvolumen Vp,i,s kann als Zylinder mit dem Radius des Fokus
und Lénge der axialen Ausdehnung gendhert werden:

2 . 3
)\) _Qn/\ nA (4.24)

Vigsus = 7 [ 0.61 - — 0.186 -
Fok W<06 ONA) TNA? 80T AT

Es ergibt sich ein Fokalvolumen von ungeféihr 2 Femtoliter mit den oben genannten Parame-
tern. Die theoretische beugungslimitierte Auflésungsgrenze wird jedoch nur erreicht wenn
das Objektiv voll ausgeleuchtet wird und der Laserstrahl koaxial zum Objektiv ausgerichtet
ist.

4.2.2 Auswahl geeigneter Objektive fiir die Fokusierung und Kol-
limation

Bei der Auswahl geeigneter Objektive muss auf die Eigenschaften der Lichtfelder von
Pump- und Probeimpuls Riicksicht genommen werden. Zunéchst soll das fokusierende Ob-
jektiv betrachtet werden: Das Spektrum der verwendeten Lichtimpulse decken den gesam-
ten Spektralbereich von 650 nm bis 980 nm ab. Das fokusierende Objektiv muss den Spek-
tralbereich ohne laterale oder axiale chromatische Verzeichnung fokusieren kénnen. Eine
axiale chromatische Korrektur ist in der Regel nur bei der Klasse der Apochromaten vor-
zufinden [190]. Die Impulsdauer beider Lichtimpulse ist zudem sehr kurz, die Impulsdauer
des Probeimpuls ist vor dem Objektiv nur wenige 10 fs lang. Die Dispersion der Gruppen-
geschwindigkeit im Objektiv kann die Impulsdauer des Probeimpuls so stark verlangern,
dass nicht alle Frequenzen gleichzeitig mit dem Pumpimpuls in der Probe iiberlagert sind.
Das Objektiv sollte demnach moglichst wenig Gruppengeschwindigkeitsdispersion aufwei-
sen oder der Probeimpuls muss vor dem Objektiv tiberkomprimiert werden [194]. Der
stimulierte Ramaneffekt hingt von der Polarisation des Probe- und Pumpimpulses ab. Die
maximale Ramanstreuung wird erreicht, wenn die Polarisation beider linear polarisierter
Impulse parallel ist. Das Objektiv verdndert durch die starke Fokusierung zwangslaufig die
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Polarisation beider Impulse [195]. Das Objektiv sollte demnach méglichst polarisationser-
haltend sein. Das einsammelnde Objektiv muss etwas gelockerte Bedingungen erfiillen, da
der Pumpimpuls nicht detektiert wird: Die chromatische Korrektur sollte weiterhin fiir den
Bereich von 650-910 nm gewéhrleistet sein. Die Gruppengeschwindigkeitsdispersion und die
Polarisation spielen nach der Wechselwirkung mit der Probe keine Rolle mehr (Die Effizi-
enz des Gitters im Spektrometer hiangt allerdings von der Polarisation des Probeimpulses

ab.).

Fiir die beste rdumliche Auflésung sollte das fokusierende Objektiv eine moglichst ho-
he numerische Apertur aufweisen. Der Einfluss der numerischen Apertur auf das Signal
wird im néchsten Abschnitt dargestellt. Das einsammelnde Objektiv sollte mindestens die
gleiche numerische Apertur besitzen wie das fokusierende Objektiv, um sicherzustellen, dass
kein Licht durch die Apertur des Objektivs verloren geht. Zudem verdndert Kreuzphasen-
modulation die Divergenz des Probelichtes [108, 117]. Um den Einfluss dieses Effektes zu
minimieren, sollte die numerische Apertur des zweiten Objektives grofer sein als die NA des
ersten Objektives [108, 117]. Die Vergrosserung der Objektive hat keinen direkten Einfluss
auf das Signal. Eine geringe Vergrosserung ist mit einem groferen Arbeitsabstand verbun-
den [190]. Das Verhéltnis der Vergrosserungen der Objektive entspricht dem Verhéltnis der
Strahldurchmesser. Die Vergrosserungen der beiden Objektive sollte in etwa gleich sein, da
bei einem ungiinstigen Verhéltnis (z.B. Fokusierung 20x, Kollimierung 100x) der Strahl-
durchmesser erheblich verringert wird. Das erschwert die Fokusierung des Lichtes auf den
Eintrittsspalt des Spektrometers. Zudem ermdoglicht eine geringe Vergroferung eine bessere
Orientierung im beobachtenden Weifslichtbild der Probe.

4.3 Abschatzung des Signals der FSRM

In diesem Abschnitt soll die Signalstéirke des stimulierten Ramaneffektes im Experiment
mit der MHz-Lichtquelle abgeschétzt werden und der Einfluss der experimentell verdnderli-
chen Parameter aufgezeigt werden. Das ermdglicht auch eine Abschitzung der Sensitivitit
des Experiments, wenn man das Rauschen (siehe Kapitel 6) beriicksichtigt. In der Ramanli-
teratur ist die Wechselwirkungsstérke oft {iber den differentiellen Streuquerschnitt (do/dS)
angegeben. Dieser Streuquerschnitt gibt fiir den spontanen Ramanprozess die Ubergangs-
stirke an. Man kann mit Hilfe des differentiellen Streuquerschnitts den sogenannten Ver-
starkungsfaktor oder “Gainfaktor® G [95] fiir die stimulierte Ramanstreuung berechnen.
Dieser gibt an wie stark der Probeimpuls durch die Ramangewinnverstarkung pro Weg-
strecke verstarkt wird. Zur Berechnung des Gainfaktors muss der differentielle Streuquer-
schnitt entsprechend der gednderten Anregebedingungen bei der stimulierten Ramanstreu-
ung skaliert werden. Anstatt der Intensitit des Vakuumfeldes zur Anregung tritt hier die

Intensitét des Probeimpulses. Fiir diese 1575, gilt damit [95]:
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d]STS

robe srs
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Fiir den spontanen Prozess geht in den Faktor die spektrale Breite des Ubergangs 2 ein.
Da die Breite des Ubergangs bei der FSRS auch von der Breite des Pumpimpulses A Whprobe
abhiingt wird hier in Folge die effektive Breite des Ubergangs (A w,ss)? = (27)%+ (A Wprobe )
verwendet. Der Gainfaktor ist der Intensitat des Pumpimpulses, der Teilchendichte der Mo-
lekiile N und dem differentiellen Streuquerschnitt direkt proportional. Nur die Intensitét
des Pumpimpulses ist experimentell direkt beeinflussbar. Fiir das Ramansignal in der Re-
sonanz R folgt aus Gleichung 4.25 und Gleichung 4.11 mit einer linearen Naherung fiir die
kurze Wechselwirkungslange [

1 d
R=G-l= F(wl,wg) : mN (d—g) Ipump -l (427)

Der Faktor I'(wy,ws) = 47m3¢? /wihwsn? fasst die Frequenzabhingigkeit des Signals zusam-
men. Das Ramansignal R hangt iiber die Wechselwirkungsldnge [ und die Intensitéit des
Pumpimpulses I, von der NA ab. Dabei gilt mit Gleichung 4.23: [ o« NA? und mit
Gleichung 4.22: I o< 1/NA?. Fiir das Ramansignal folgt:

R o< 1+ Lyump o< NA% - 1/ NA? (4.28)

Das Ramansignal ist also unabhéngig von der NA des fokusierenden Objektivs oder allge-
meiner von der Groke des Fokus. Uber die Intensitidt und die effektive spektrale Brei-
te besteht eine Abhéngigkeit des Ramansignals von der Impulsdauer des idealerweise
bandbreiten-limiterten Pumpimpulses. Wenn die effektive Bandbreite von der spektralen
Breite des Pumpimpulses bestimmt ist, ist das Ramansignal in der Spitze unabhéngig von
der Impulsdauer des Impulses. Das Bandenintegral allerdings ist der inversen Impulsdauer
proportional. Bestimmt die natiirliche Bandbreite der Ramanbande die effektive Bandbrei-
te, gilt zudem, dass auch das Ramansignal der inversen Impulsdauer proportional ist. Den
héchsten Spitzenwert in Abhéngigkeit von der Breite wird erreicht, wenn die Bandbreite
des Pumpimpulses der Bandbreite des Ramaniibergangs entspricht?. Mit Gleichung 4.27
und den im Kasten dargestellten experimentellen Parametern folgt fiir den Spitzenwert des
Ramansignals von Toluol der Bande bei 1003 cm™! ein Signalhhe von 0.0014 oder absolut
mit einer Impulsenergie des Probeimpulses von 0.06 pJ 387 Photonen pro Laserimpuls oder
29 x 10° Photonen pro Millisekunde. In Abschnitt 7.1 wird ein Spektrum von Toluol gezeigt
die Signalhthe dieser Bande betrégt hier in etwa 0.00125 (siche Abbildung 7.1 in Abschnitt
7.1). Fiir dieses Experiment waren die Leistungen in etwa vergleichbar es wurden jedoch

9vgl. hierzu die gleiche Aussage beziiglich CARS in [196]
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andere Objektive verwendet. Deren Einfluss sollte wie oben gezeigt jedoch gering sein.
Abschétzung des relativen Ramansignals
der Ramanbande bei 1003 cm™! des Molekiils Toluol:
Alle Parameter sind, wenn nicht anders vermerkt,
Messgrofen des Experiments.

w; =2.1 x 10% é
wy =1.9 x 10 é
Aweys Z\/(Z’y)2 + (A Wyrohe)? = 3.4 x 10" é 27 aus [3]
Epump =0.51J
Acpp =0.515 x 107" m? siche Abschnitt 4.2.1
Tpump =1 ps

Lyump =9.7 x 10"
[ =3.6 pm siehe Abschnitt 4.2.1

do 6 1
N (d_Q) =1.1 x 10 - aus [3]

Mit Gleichung 4.27 lasst sich das relative Ramansignal R
berechnen:

2
_ om™ 1 61 u W
R=12.6 x 10° = oo s L1 x 1070 —- 9.7 x 10" —5 - 3.6 pm

=1.4x 1073

Die untere Schranke fiir die theoretisch mogliche Sensitivitat setzt das Schrotrauschen
durch die Kérnigkeit des Lichtes im Probeimpuls (siehe Kapitel 6). Vereinfacht kann man
sagen, dass das relative Rauschniveau durch das Schrotrauschen bei der Detektion des
Lichts invers zur Wurzel der Anzahl der Photonen im Probeimpuls skaliert. In einem ein-
zelnen Probeimpuls sind im Zentrum des Spektrums 0.1 x 10° Photonen pro Pixel verteilt.
Das entspricht einem relativen Rauschen von 3.2 x 1073 pro Laserschuss oder 1.2 x 107°
pro Millisekunde. Das entspricht einer unteren Grenze der Sensitivitdt von 80mM fiir To-
luol geschitzt anhand der Bande bei 1003 cm™! fiir eine Messzeit von 1 ms eine genauere
Diskussion erfolgt in dem Kapitel iiber die Rauschbeitrédge 6 und dem Kapitel iiber die
durchgefiihrten Messungen mit dem MHz-FSRM Aufbau 7 . In dem abschliessenden Ka-
pitel 8 wird auRerdem anhand weiterer Uberlegungen iiber die Entwicklungsmoglichkeiten
und Anwendbarkeit des Aufbaus Bezug auf diese Berechnungen genommen.
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Kapitel 5

Die spektroskopischen und
mikroskopischen Auftbauten des FSRM
Experiments

In diesem Kapitel sollen alle experimentellen Aufbauten (Siehe Abbildung 5.1) aufser der
Lichtquelle (siehe Kapitel 3) beschrieben werden. Dazu gehoren der bewegliche Spiegel
mit dem Piezostellelement zur Modulationsunterdriickung (Abschnitt 5.1), der Mikrosko-
paufbau mit Rastertisch und Optiken (Abschnitt 5.2), der Spektrograph (Abschnitt 5.3)
und die verschiedenen Detektoren, die eingesetzt wurden (Abschnitt 5.4). Zudem wer-
den zwei unterschiedliche Methoden zur Modulation des Pumplichtes fiir die referenzier-
te Detektion des Signals beschrieben (Abschnitt 5.5). Darauthin wird ein systematischer
Messfehler dargestellt, der in Verbindung von der Referenzierung mit dem “Rolling-Shutter
der Diodenzeilen der Firma Hamamatsu (Abschnitt 5.4.1) auftritt. Abschliefend wird
mit der “Phasestepping-Methode [197] ein geeignetes Messverfahren fiir die Hamamatsu-
Diodenzeile (Abschnitt 5.6) beschrieben.

fs - Laser > DM, C @ .
75 MHz,, 450mW, O> ; )
8fs, 810 nm Fiber amplifier

DM ca.40 mw
;\:\'( Telescope 1 ps, 980 nm

,_l_l / ) Delay’>
DGC | PD
> ——N\/2 to pump diode driver Filter A2
Filter sample |
N~ B . = |

U | |
GW  Chopper Telescope Piezo
<>

Spectrograph / Diode array 082 OBW
vy

Abbildung 5.1: Aufbau des FSRM-Experiment. GW Glaskeil, OB Objektive, DM Dielek-
trische Spiegel, Delay Verzogerungsstrecke, \/2 Halbwellenverzogerungsplatten, Piezo Be-
weglicher Spiegel auf Piezostellelement, PD Photodiode, DGC elektronische Verzégerungs-
eerzeugungskarte, Chopper Lichtmodulationsapparatur
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5.1 Piezostellelement zur Modulationsunterdriickung

Eine Moglichkeit den FWM-Untergrund, der in Abschnitt 4.1.3 beschrieben wurde, zu
unterdriicken, ist die relative Verzogerungsstrecke zwischen Pumpimpuls und Probeim-
puls wihrend der Integrationszeit einer Messung in der Grofsenordnung einer Wellenlénge
zu varieren. Im aktuellen Aufbau geschieht diese variable Verzogerung an einem diinnen
Silberspiegel im Arm des Pumplichtes (siehe Abbildung 5.1). Zunéchst wurde die Langen-
variation im Arm des Probelichtes eingesetzt, das ist jedoch unvorteilhaft, da das Probe-
licht gemessen wird und die Langenvariation durch das Piezoelement zu einer artifiziellen
Rauschquelle wird. Das Licht wird unter einem Winkel von ca. 1 Grad von dem Spiegel
reflektiert. Der Spiegel ist auf einen vorgespanntes Piezostellelement (piezosystems jena,
P-150-00, mit erhchter mechanischer Vorspannung von 300 N, Verstellweg 4-5 pym fiir eine
Spannung von -20 V bis 130 V, Arbeitsfrequenz 3-5 kHz) montiert. Dieses Piezoelement
wird iiber einen selbstgebauten Verstiarker mit einer sinusférmigen Spannung versorgt (0
- 60 V , 3-20 kHz). Damit erreicht der Piezo einen Hub von 1.8 pm, also ungefdhr das
Doppelte der verwendeten Wellenlénge. Der volle Hub des Piezoelements fiihrt iiber den
Einfallswinkel zu einem seitlichen Versatz des Pumpstrahls von ca. 30 nm. Dieser Versatz
ist mit einer einfachen Photodiode im Strahlverlauf des Pumpimpulses messbar. Deswegen
sollte angedacht werden, den Spiegel durch einen Retroreflektor zu ersetzen.

5.2 Mikroskop

Zu den Aufbauten, die das eigentliche Mikroskop darstellen, gehéren sowohl optische Ele-
mente als auch mechanische Komponenten. Zuerst soll die gesamte Optik beschrieben wer-
den: Diese kann man sich als eine koaxiale Anordnung von optischen Elementen vorstellen.
Die Komponenten sind fiir Probe- und Pumplicht funktionell &hnlich, wenn auch nicht
identisch. Nach der Lichtquelle, der Verzégerungsstrecke und im Pumparm dem variablen
Stellelement zur Modulationsunterdriickung (siehe 5.1) folgt in beiden Armen ein Teleskop
zur Strahlaufweitung (siehe 5.2.1). Mit einem Glaskeil werden die beiden Strahlen koaxial
iiberlagert. Der Probestrahl wird hierbei reflektiert, der Pumpstrahl durch den Glaskeil
transmittiert. Der spektral breitere Probeimpuls erfahrt dabei keine Dispersion. Da beide
Strahlen parallel zur Reflektionsebene polarisiert sind (p-polarisiert), tritt der Brewsteref-
fekt auf. Weil der Einfallswinkel fiir beide Strahlen nahe dem Brewsterwinkel ist, wird der
Pumpstrahl zum grofiten Teil transmittiert, wahrend nur ein kleiner Teil des Probestrahls
reflektiert wird (ca 0.5 %) [60]. Gleichzeitig kann, indem man die Polarisationebene des
Probeimpuls mit einer Halbwellenplatte verdndert, die Leistung des Probelichtes erhoht
werden. Dabei ist zu beachten, dass auch die Polarisationsebene des Pumplichtes veran-
dert werden muss, und die Leistung des Pumplichtes dementsprechend abnimmt. Nach dem
Glaskeil folgen drei silberne Umlenkspiegel, die den Strahl zunéchst aus der horizontalen
Tischebene lenken, um ihn dann vertikal von oben in Richtung des fokusierenden Objektivs
auf den Probentisch zu lenken. Das erste Objektiv (FLUAR (20x, 0.75, M27) Zeiss, siche
auch 5.2.2) fokusiert das tiberlagerte Licht von Probe- und Pumparm auf die Probe. Die
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Probe wird wegen der Deckglaskorrektur der Objektive zwischen zwei Deckgléser prépa-
riert (zur Probenpréparation siehe Abschnitt 5.2.4). Nachdem das Licht durch die Probe
gewandert ist, wird es von einem zweiten Objektiv (Achroplan 100x, 1.25 Zeiss, siehe auch
5.2.2) kollimiert. Drei weitere silberne Umlenkspiegel fithren den kollimierten Strahl zurtick
in die horizontale Strahlebene (Abstand vom Tisch: 14.5 cm). Darauf folgt ein Filter zur
Ausléschung des Pumplichtes und der Spektrograph (siehe Abschnitt 5.3).

Der horizontale Strahlverlauf bedient sich standardisierter Sdulen und Spiegelhalter.
Fiir den vertikalen Strahlverlauf wurde eine Gewindelochrasterplatte (450 mm x 300 mm
x 12.7 mm) mit Hilfe eines massiven Winkels vertikal auf den optischen Tisch montiert.
An dieser Platte wurden sowohl die ersten drei vertikal ausgerichteten Umlenkspiegel als
auch die Objektivhalterungen befestigt. Beide Objektivhalterungen sind baugleich. Diese
bestehen aus drei zueinander orthogonal montierten Linearverschiebern, um die Objekti-
ve lateral und axial justieren zu kénnen (Lateral parallel zu der Rasterlochplatte: Linos
LT65-25, lateral senkrecht zur Lochrasterplatte: Newport M-UMRS.25A oder Vorgéanger-
model von micro-controlle, axial: Newport M-SDS65). Alle Linearverschieber erlauben eine
Verschiebung von 25 mm. Obwohl der aus Edelstahl gefertigte axiale Verschiebetisch sehr
stabil ist, wurde ein Langzeitdrift des Signals dieser Komponente zugeordnet. Das Gesamt-
gewicht der anderen Tische und der Objektive schieben durch die Schwerkraft gegen die
Mikrometerschraube des Verstelltisches. Es wird vermutet, dass sich dadurch die axiale
Position merklich dndert. Zudem erfordert die Justage der axialen Position im jetztigen
Aufbau viel Fingerspitzengefiihl. Die Achsen sind nicht vollstdndig entkoppelt, eine leichte
Beriihrung des axialen Verschiebers, fiihrt schon zu einer lateralen Bewegung des Objektivs.
Der Piezorasterscantisch und die darauf befestigte Probe sind getrennt von dem vertikalen
Optikaufbau auf vier Alufiifsen gestellt. Hier ist zu iiberlegen, ob man den relativ hohen
Aufbau noch mit dem optischen Aufbau verschraubt, um ihn zu versteifen. Das Proben-
deckglas wird mit einer Feder auf eine Probenplatte (Thorlabs MAX200P6) geklemmt.
Diese Probenplatte ist direkt auf den Piezorastertisch (PI-542.2CD mit Ansteuerung E-
725.3CD) geschraubt, der wiederum auf einem manuell verschiebbaren Kreuztisch (OWIS
Kreuztisch KT 150-D80, Verstellweg 20 mm x 20 mm) zur groben Justage befestigt ist (siehe
auch Abschnitt 5.2.3).

5.2.1 Teleskope zum Ausleuchten der Objektive

Damit die Fokusgrofe das Beugungslimit erreicht, muss das Strahlprofil des Lasers die
Apertur des Objektivs {iberfiillen (siche dazu Abschnitt 4.2.1). Der Strahldurchmesser des
Probelichtes ist am Ausgang des Lasers 2 mm und der Strahl divergiert mit einem Winkel
< 2 mrad. Bei der Propagation bis zur Probe weitet sich der Strahl auf einen Durchmesser
von ca. 4 mm (Das Strahlprofil war elliptisch, deswegen handelt es sich hierbei um den
Mittelwert beider Hauptachsen der Ellipse.) Der Strahldurchmesser des Pumplasers be-
triagt an derselben Stelle 5 mm. Der Durchmesser der hinteren Apertur des fokusierenden
Objektivs ist 23 mm grofs. Deswegen miissen fiir eine optimale Ausnutzung der numeri-
schen Apertur des Objektivs beide Strahlen aufgeweitet werden. Dies geschieht jeweils mit
einem Teleskop. Das Teleskop fiir den Probestrahl verwendet Spiegel, um Dispersion der
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Gruppengeschwindigkeit durch das Material zu vermeiden. Der Aufbau des Teleskops folgt
dem Bauprinzip eines astronomischen Fernrohrs [176] in einer z-Geometrie. Das Verhéltnis
der Radien der beiden gekriimmten Silberspiegel entspricht der Aufweitung des Strahls
(600/300 mm/mm = 2). Bei dem Pumpstrahl ist die Materialdispersion weniger kritisch.
Das in diesem Fall terrestrische Telekop [176] verwendet deshalb zwei Linsen (Brennweiten:
-100 mm und 200 mm). Bei beiden Teleskopen wird der Strahl um einen Faktor 2 aufgewei-
tet. Das Objektiv wird also auch mit den Teleskopen noch nicht tiberfiillt. Bei einer stéar-
keren Aufweitung gilt es Folgendes zu bedenken: Erstens, iiberfillt der Pumpstrahl das
Objektiv, verliert man proportional Anregungsleistung und damit Signal. Zweitens, da 1
Zoll-Spiegel verwendet werden, wird ein Strahldurchmesser grofser 18 mm beim Strahl-
transport durch die Spiegel beschnitten. Dieser Fall ist auch im Sinne der Lasersicherheit
zu vermeiden.

5.2.2 Objektive

Die beiden Objektive sind die zentralen optischen Elemente des Mikroskops. Das foku-
sierende und das kollimierende Objektiv unterscheiden sich jedoch in ihrem Anforderungs-
profil. Die Aufgabe des fokusierenden Objektives ist es, den Pump- und den Probestrahl
lateral und axial auf einen gemeinsamen, kleinstméglichen Punkt zu fokusieren. Dabei soll-
te die Transmission fiir beide Impulse moglichst hoch und die Polarisation erhalten sein.
Im aktuellen Aufbau wird zum Fokusieren ein Objektiv der Fluar-Reihe von Zeiss (NA
0.75, 20X, M27) verwendet. Die Transmission fiir den Pumpimpuls ist ungefahr 76 %, fiir
den Probeimpuls liegt die Transmission je nach Wellenléange zwischen 85 und 97 % . Aus
der numerischen Apertur von 0.75 folgt ein beugungsbegrenzten Fokusdurchmesser von
ca. 0.8 pm und eine axiale Fokallinge von 3.6 pum (siehe Abschnitt 4.2.1). Dieses Opti-
mum wird wahrscheinlich nicht erreicht, da die Objektive nicht vollstdandig ausgeleuchtet
werden (siehe Abschnitt 5.2.1). Die urspriingliche Zielanwendung des Objektivs ist die
Fluoreszenzmikroskopie. Deswegen ist die Farbkorrektur des Objektives im NIR nicht als
optimal ausgewiesen. Im Vergleich mit anderen Objektiven, unter diesen auch farblich bes-
ser korrigierte, weist dieses Objektiv dennoch das hochste Ramansignal auf (gemessen an
Benzonitril, Kollimation mit Zeiss Achroplan 100x, 1.25) [152]. Vermutlich ist die Polari-
sationserhaltung des Objektivs besser. Das Objektiv zeigt in dem Vergleich mit anderen
Objektiven auch die geringste Gruppengeschwindigkeitsdispersion [152]. Dies ist ein wei-
terer Vorteil dieses Objektivs gegeniiber farblich besser korrigierten Objektiven, die mehr
Linsen bendtigen.

Das einsammelnde Objektiv soll allein den Probeimpuls kollimieren. Das aktuell ein-
gesetzte Objektiv ist aus der Achroplan-Reihe von Zeiss (NA 1.25, 100x, Oil, M27). Die
Transmission fiir den Probeimpuls betragt im Mittel 85 %. Das Objektiv ist wiederum nicht
fiir die konfokale Lasermikroskopie entwickelt worden, sondern fiir die Weitfeldmikrosko-
pie. Das Verhaltnis der Vergréferungen der beiden Objektive fiithrt zu einer Einengung des
Strahldurchmessers des Probeimpulses (202/100z = 1/5). Die Einengung ist unerwiinscht
und erschwert die Fokusierung des Lichtes auf den Eintrittsspalt des Spektrographen (sie-
he 5.3). Es sei angemerkt, dass vor diesem Objektivpaar zwei baugleiche Objektive (NA



5.3 Der Spektrograph 71

0.4/20x) der Firma Leitz eingesetzt wurden. Diese einfach gebauten Objektiv fithrten den-
noch zu hohen Ramansignalen (siche Abschnitt 7.1).

5.2.3 Rastertisch

Fiir die Bildgebung ist bei dem koaxialen optischen Aufbau eine rasternder Verfahrtisch
unerldflich. Die Positioniergenauigkeit des Tisches sollte unter dem Nyquistkriterium [198]
der beugungsbegrenzten Auflésung liegen (<400 nm). Die Zeit, die der Verfahrtisch beno-
tigt, um von einem Bildpunkt zum néchsten zu fahren, geht entscheidend in die Gesamt-
aufnahmezeit eines Bildes ein. Der Verfahrtisch sollte also moglichst schnell und prézise
von Bildpunkt zu Bildpunkt rastern konnen. Der im Experiment verwendete Tisch ist ein
Piezo-Kreuztisch der Firma PhysikInstrumente (PI-542.2CD). Der Piezotisch besitzt einen
Stellbereich von 200 x 200 pm? bei einer Auflésung von 0.7 nm. Die Geschwindigkeit des
Tisches héngt vom Gewicht des Probentisches samt Probe (< 100 g) ab. Im aktuellen
Messprogramm wird jeder Bildpunkt einzeln angesteuert. Der Piezotisch ermittelt {iber
kapazitive Messsensoren seine Position. Wenn sich die tatsdchlich gemessene Position um
den eingestellten Wert bis auf einen gesetzten Schwellwert eingeschwungen hat, meldet der
Kontroller dem Messprogramm, das Erreichen der Position. Diese Art der Punkt zu Punkt-
Rasterung ist wegen des notigen Einschwingens auf eine gesetzte Position zeitaufwandig.
Eine andere Art der Rasterung konnte die Messzeit verkiirzen: Anstatt die Postion mog-
lichst genau zu bestimmen, kann man eine moglichst konstante Geschwindigkeit vorgeben
und wahrend der Tisch sich bewegt in gleichen Zeitabstdnden messen. Diese Rasterung
macht das Einschwingen auf eine Position obsolet.

5.2.4 Probenpraparation

Da beide Objektive fiir ein Deckglas korrigiert sind, muss sich die Probe zwischen zwei
Deckglasern befinden. Die Deckglaskorrektur sieht eine Dicke der Deckgléaser von 170 pm
vor. Diese Dicke entspricht der Deckglasnummer 1,5. Die Dicke der Deckglaser ist kritisch
fiir das Erreichen der Beugungsgrenze [190]. Deswegen wird fiir die Signal-kritische Fo-
kusierung ein hochprizises Deckglas (17x17 mm?) der Firma Zeiss eingesetzt. Das untere
Deckglas ist ein Standarddeckglas der Firma Menzelgliser (60x20 mm?). Es ist linger und
breiter als das obere Deckglas, um es besser auf der Probenplatte (Thorlabs MAX200P6)
befestigen zu konnen. Das obere Deckglas wird, nachdem es vorsichtig auf die Probe aufge-
bracht wurde, mit Nagellack versiegelt. Das soll ein Verdampfen der Fliissigkeit verhindern.
Der Nagellack wird von manchen Proben angegriffen und zum Teil gelost (z.B. Benzonitril).

5.3 Der Spektrograph

Nach der Wechselwirkung von Probe- und Pumpimpuls mit der Probe und der Rekollimati-
on des Lichtes durch das zweite Mikroskopobjektiv, wird das Licht mit einigen Umlenkspie-
geln in Richtung des Spektrographs gelenkt. Die spektrale Leistungsdichte des Pumpim-
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pulses (&~ 2.2 mW /cm™!) ist deutlich héher als die spektrale Leistungsdichte des Probeim-
pulses (~ 1 x 1072 mW /cm™1). Damit der Detektor vor zusitzlichen Streulicht durch das
Pumplicht geschiitzt wird, muss das koaxial propagierende Pumplicht abgeschwécht oder
ausgeloscht werden. Dies geschieht im aktuellen Aufbau mit einem Kurzpassfilter (Thorl-
abs FES0950). Die Unterdriickung dieses Filters ist in der Unterdriickungsregion (ca. 979
nm - 1235 nm) laut Datenblatt mindestens 10~*. Durch Verkippen des Filters kann die
Unterdriickungsregion zu niedrigeren Wellenldngen verschoben werden. Mit einem Kerbfil-
ter konnte eine noch bessere Unterdriickung erreicht werden.

Das Probelicht wird mit einer achromatischen Linse (EdmundOptics 25 x 40 VIS-NIR au-
Kerdem fanden Verwendung: EdmundOptics 25 x 30 VIS-NIR und EdmundOptics 25 x 35
NIR) auf den Eintrittsspalt fokusiert. Der Spektrograph(Acton Scientific ARC SpectroPro
SP2358) benutzt eine Czerny-Turner Anordnung [199] (sieche Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.2: Aufbau des Acton Scientific ARC SpectroPro SP2358 Spektrographen. Die

rote Linie zeigt den Strahlengang durch den Spektrographen an (Abbildung entnommen
aus Ref. [200]).

Das Offnungsverhiltnis oder die F-Zahl f/zam eines Spektrographs ist als der halbe
Kehrwert der NA des Spektrographs definiert [199]:

f/Zahl = L (5,1)

2NA
Die f-Zahl des Spektrographen betriigt f/3.9 das entspricht einem halben Offnungswin-
kel von 7.4 Grad. Um den Spektrograph voll auszuleuchten muss fiir die achromatische
Linse mit der Brennweite von 40 mm der Durchmesser des Probestrahls 10 mm betragen,
bei einer Brennweite von 35 mm dementsprechend ca. 8.75 mm, und bei der Brennwei-
te von 30 mm ca. 7.5 mm. Der Spektrograph besitzt einen motorisierten Eintrittsspalt,
der von 10 pm bis 3 mm variiert werden kann. Es ist mit einem drehbaren Gitterhalter
zum Wechseln des Beugungsgitters ausgestattet. Es sind zwei Gitter in den Gitterhalter
eingebaut: Das Erste besitzt 300 Linien/mm und ist fiir 750 nm “geblazet, das Zweite
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Gitterlinien Spektrale Breite pro Pixel

pro bei einer Ramanverschiebung von
mm 1000 cm~! | 2000 cm~! | 3000 cm !
300 6.6 cm* 7.8 et 9.2 cm!
600 33ecm™! | 66cm™t | 7.8 cm !

Tabelle 5.1: Spektrale Breite eines Pixels der Hamamatsu-Diodenzeile in Verbindung mit
dem Spektrographen (Acton Scientific ARC SpectroPro SP2358)

besitzt 600 Linien/mm und ist ebenfalls fiir 750 nm “geblazet“!. Die Gitter haben bei der
verwendeten Wellenlénge eine Effizienz von iiber 80 %. Die beiden gekriimmten Spiegel
im Spektrographen (siehe Abbildung 5.2) sind mit Silber beschichtet. Nimmt man eine
Reflektivitat von 98 % an ergibt sich ein Durchsatz von ca 77 % fiir Licht bei der “geblaze-
ten” Wellenlédnge. Die theoretisch mogliche spektrale Auflésung eines Gitterspektrographen
Agitter = /AN entspricht der Zahl der ausgeleuchteten Gitterstriche [176]. Die spektra-
le Breite des Pumpimpulses begrenzt die Linienbreite der Ramanlinien auf 18 cm™!. Das
entspricht in Nanometern bei einer Ramanverschiebung von 3000 cm™! relativ zur zentra-
len Wellenzahl des Pumpimpulses einer Breite von 1.0 nm, bei einer Ramanverschiebung
von 1000 cm ™! einer Breite von 1.4 nm. Um eine etwaige Ramanbande aufzulésen miissen
fiir eine solche Ramanbande bei 3000 cm™! ca. 760 Linien des Gitters beleuchtet werden,
bei der niederfrequenten Schwingung bei 1000 cm™! sind es sogar nur 640 Linien. Diese
Bedingung ist mit beiden Gittern (300 Linien/mm bzw. 600 Linien/mm) des Spektrogra-
phs leicht zu erfiillen. Die Gitter miissen hierfiir bei Weitem nicht voll ausgeleuchtet werden.
Die instrumentelle Auflosung des Spektrographen ist also nicht durch das Gitter beschréinkt.
Sie ist, sieht man von mdéglichen Abbildungsfehlern des Spektrographen ab, durch Eintritt-
spalt und Austrittspalt (i.e. ein Pixel des Detektors) begrenzt. Ein Pixel der verwendeten
Hamamatsu-Diodenzeile (S3901-512Q), S8380-512Q), siche Abschnitt 5.4.1) ist 50 pm breit.
Der Eintrittsspalt ist durch den Fokusdurchmesser des Probelichtes am Eintrittsspalt ge-
geben. Dieser ist ca. 30 bis 40 um grof. Idealerweise ist der Fokusdurchmesser kleiner. Der
Durchmesser héngt aber unter Anderem auch von der Probe, den Objektiven und der Linse
vor dem Spektrograph ab). Die gefaltete Breite von Eintritts- und Austrittsspalt liegt da-
mit zwischen 58 und 64 pum. Das entspricht mit der linearen Dispersion des 300 Linien/mm
Gitters von 10.5 nm/mm einer spektralen Breite von maximal 0.67 nm und einer spektralen
Breite von ca. 12 cm ™! bei einer Ramanverschiebung von 3000 cm™! und ca. 8.4 cm™ bei
einer Ramanverschiebung von 1000 cm~!. Damit liegt man noch unter spektralen Band-
breite des Pumpimpulses von 18 cm™'. Die Bande erfihrt aber durch das Instrument eine
leichte Verbreiterung. Es gilt auch zu beriicksichtigen, dass man fiir eine gute Darstellung
einer Bande mehr als einen Pixel bendtigt. Wahrend mit dem 300-Linien-Gitter die linea-
re Dispersion zu gering ist, um Ramanbanden bei 3000 cm~! aufzuldsen, gelingt dies mit
dem 600-Linien-Gitter (siche Tabelle 5.1). Allerdings gelingt es mit dem 600-Linien-Gitter
nicht den gesamten relevanten Spektralberich eines Ramanspektrums (1000-3000 cm™!)

1Zum “ Blaze* eines Gitters siehe Ref. [176]
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auf den Detektor abzubilden, wiahrend dies mit dem 300-Linien-Gitter gelingt. Um eine
hohe spektrale Auflosung bei gleichzeitiger vollsténdiger Abdeckung des Ramanspektrums
zu erreichen, benotigt man eine Kamera die mehr Pixel und damit schmaélere Pixel besitzt.
Eine Diodenzeile mit 1024 Pixeln auf einer Lénge von 25 Millimetern (z.B. Hamamatsu
S8381-1024Q oder S3904-1024Q)) reicht aus, um dies zu gewéhrleisten.

5.4 Detektion

Der Detektor des Experiments soll das Spektrums des Probeimpulses messen. Es handelt
sich entweder um eine Photodiodenzeile oder eine Zeilen-CCD-Kamera. Er wird am Aus-
gang des Spektrographen in der Fokalebene des zweiten gekriimmten Spiegel des Spektro-
graphen positioniert (vgl. Abb. 5.2). Das Licht des Probeimpuls ist entlang der Diodenzeile
geméls seiner Wellenlédnge aufgespalten. Die Aufspaltung ist linear in der Wellenlédnge und
reziprok zur Frequenz. Jeder Pixel des Detektors detektiert einen spezifischen spektralen
Bereich des Probeimpulses. Als Detektor wurden verschiedene NMOS-Diodenzeilen der
Firma Hamamatsu (Typenbez.: S3901-512Q, S3904-1024Q ,S8380-512Q), sieche Abschnitt
5.4.1) und zudem noch ein eine CCD-Zeilenkamera der Firma Quantum Detectors (Typen-
bez.: ULTRA, siehe Abschnitt 5.4.3) eingesetzt. Diese sollen in den néchsten Abschnitten
beschrieben werden.

5.4.1 Hamamatsu-Diodenzeilen

Es wurden drei verschiedene Typen an NMOS-Diodenzeilen von Hamamatsu eingesetzt.
Die Diodenzeilen unterscheiden sich nur in einigen wenigen Parametern und sind elektro-
nisch identisch geschaltet: Der Typ S3901-512Q und der TYP S8380-512Q) besitzen beide
512 Pixel, der Typ S3904-1024Q 1024 Pixel. Alle Diodenzeilen haben eine photoaktive Fla-
che von 25.6 x 2.5 mm?. Dementsprechend ist die Pixelbreite bei den Zeilen mit 512 Pixeln
50 pm, bei der Zeile mit 1024 Pixeln 25 pm, innerhalb dieser Breite ist zwischen zwei
Pixeln eine 5 pum breite, nicht photoaktive Zone. Auch besitzen alle verwendeten Zeilen
in der Summe aller Pixel die gleiche, gesamte Sattigungsladung von 25.6 nC. Die Dioden-
zeilen mit 512 Pixeln besitzen also eine Sattigungsladung von 50 pC pro Pixel, wihrend
die Diodenzeile mit 1024 Pixeln 25 pC pro Pixel aufnehmen kann. Die Diodenzeilen vom
Typ S3901-512Q und S3904-1024Q) besitzen die gleiche Sensitivitit, der TYP S8380-512Q)
besitzt eine hohere Sensitivitédt im NIR als diese (siche Abbildung 5.3). Im aktuellen Auf-
bau findet der Typ S8380-512Q) Verwendung. Alle eingesetzten Diodenzeilen wurden mit
Elektronik der Firma Tecb angesteuert und ausgelesen. Die Elektronik besteht aus drei
Bauteilen: Einer Vorverstérkerelektronik (TEC5 DZA-S3901-4 1M /STD), einer Highspeed
Frontend Elektronik (TEC5 FEE-1M /NMOS-1 STD) und einer PCI-Karte (PD-PCIO1V1
/52-64k).
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Abbildung 5.3: (a) Linearitdt der Hamamatsudiodenzeile S3901; (b) Quanteneffizienz der
Diodenzeilen S3901 (durchgezogen) und S8380 (gestrichelt). Die durchgezogenen roten Li-
nien in (a) sind lineare Anpassungen an die Messdaten. Die vertikalen Linien in (b) ent-
sprechen den Wellenldngen in (a): schwarz: 730 nm; rot: 755.9 nm; griin: 781.7 nm; blau:
810 nm; cyan: 833.1 nm; lila: 858.6 nm; gelb: 884.1 nm. Die Daten fiir die Quanteneffizienz
sind aus den Datenbléttern der Diodenzeilen [201, 202] entnommen

5.4.2 Rolling-Shutter-Readout der Hamamatsu-Photodiodenzeile

Die Photodiodenzeile ist in eine Auslesestruktur integriert. Diese Struktur besteht aus ei-
nem Shiftregister und einzelnen Schaltern fiir jede Photodiode [203]. Trifft Licht auf die
Photodioden, werden Ladungen getrennt. Die Ladungen werden lokal in der Sperrschicht-
kapazitit der Photodiode gespeichert [203]. Die Photodioden der Photodiodenzeile werden
in Serie ausgelesen. Dies geschieht, wenn der Schalter (ein Transistor) einer Photodiode
von dem Shiftregister angesprochen wird (vgl. Abbildung 5.4). Die Ladungen werden {iber
eine gemeinsame Leitung (“Video line*), die mit allen Schaltern der Photodioden verbun-
den ist, ausgelesen. Nach jedem Ausleseereignis ist der Pixel wieder aufnahmebereit. Jeder
Pixel integriert von Ausleseereignis zu Ausleseereignis alle Photoelektronen, die in diesem
Zeitfenster erzeugt werden. Eine Messung mit der Photodiodenzeile wird durch einen elek-
tronischen Starttrigger an das Shiftregister ausgelost. Das Shiftregister adressiert dann der
Reihe nach die einzelnen Schalter, die in Folge {iber die “Video line* ausgelesen werden.
Das Auslesedauer eines Pixel betragt durch die interne Frequenz der Elektronik von 1 MHz
1 ps. Die Auslesedauer fiir die ganze Diodenzeile ist demnach 1 us x Pixelanzahl, entweder
512 ps oder 1024 ps. Der Starttrigger wird extern von der Verzogerungserzeugungskarte
bereitgestellt. Die Wiederholrate des Startriggers und damit des Messzyklus ist im Expe-
riment auf 1 kHz gesetzt. Die maximale Wiederholrate ist durch die Auslesezeit auf ca.
2 kHz begrenzt. Das serielle Auslesen der Pixel der Photodiodenzeilen fithrt in Verbindung
mit der referenzierten Messung von FSRS-Spektren zu einem systematischen Messfehler.
Dieser Effekt ist in Abschnitt 5.6 genauer beschrieben.
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Abbildung 5.4: Schaltung (links) und Ausgangssignal (rechts) der Hamamatsu-Diodenzeile.
Der Startimpuls (Start pulse) 16st das Auslesen der Zeile aus. Das Schieberegister (Shift
register) sendet daraufhin einen Schaltimpuls an den Schalter (Switch) der ersten Photo-
diode. Daraufhin wird das Signal der ersten Diode iiber die Ausgangsleitung (video line)
ausgelesen. Bei dem néchsten Impuls der Uhr (clock pulse) wird dann der Schalter des
zweiten Pixels verbunden, und so fort. So werden alle Pixel der Reihe nach iiber die gleiche
Ausgangsleitung ausgelesen (Die Abbildung ist abgeéndert nach Ref. [203])

5.4.3 Der “ULTRA*“Detektor

Der “ULTRA“-Detektor wurde fiir die zeitaufgeloste Spektroskopie mit einem 10 KHz-
Lasersystem entwickelt [204]. Es ist ein vollstdndig integrierter, Silizium-basierter Detektor,
der mit einer maximalen Rate von 20 kHz alle 512 Pixel auslesen kann. Der Detektor
besitzt eine 25.6 x 1 mm? groke photoaktive Fliche. Ein Pixel hat demnach eine Breite
von 50 pum. Die Sattigungsladung eines Pixels betragt 10 pC. Der Detektor kann mit
einem Peltiersystem bis zu einer Temperatur von -20 Grad Celsius gekiihlt werden [204].
Das Auslesen geschieht mit einem “global shutter”, d.h. alle Pixel werden in einem Zug
wahrend einer Totzeit des Detektors ausgelesen. Die Totzeit des Detektors betragt ca.
2 ps. Das Rauschen eines Pixels des Detektors ist durch Schrotrauschen begrenzt, wenn
mehr als 1.6 x 10° Photonen pro Ausleseereignis auf den Pixel treffen [204].

5.5 Erzeugung der Modulation des Pumplichtes

Das stimulierte Ramanspektrum wird referenziert gemessen. Das bedeutet, der stimulier-
te Ramanverlust im Spektrum des Probeimpulses wird auf das unverdnderte Spektrum
des Probeimpulses bezogen. Im Experiment geschieht die Referenzierung immer zwischen
zwei aufeinander folgenden Messungen. Dadurch registriert die Messung Schwankungen
in dem Probespektrum, die auf einer langeren oder kiirzeren Zeitskala als das Messinter-
vall auftreten, nicht. Um in zwei aufeinander folgenden Messungen, einmal das Spektrum
mit Ramanverlust und einmal das unverdnderte Spektrum zu messen, wird das Pumplicht
mit der halben Messfrequenz kastenférmig moduliert, das heifst abwechselnd ein- und aus-
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geschaltet. Ein Messzyklus eines stimulierten Ramanspektrums besteht immer aus einer
Dauer in der das Pumplicht anwesend ist und einer Dauer in der das Pumplicht geblockt
oder unterdriickt ist.

Dies wurde auf zwei unterschiedliche Arten realisiert: Einmal mechanisch, mit einer seg-
mentierten, rotierenden Scheibe, einem sogenannten “Chopper“-Rad, die das Licht abwech-
selnd blockt und durchlasst, das andere Mal elektronisch, iiber den Pumpdiodenstrom
der zweiten Verstédrkerstufe des Faserverstéirkers (siehe Abschnitt 3.2.6). Der “Chopper*
(New Focus, Model 3501) ist einfach zu implementieren. Man kann mit ihm sowohl den
verstarkten Pumpimpuls als auch den unverstiarkten “Seed“-Impuls (sieche Abbildung 5.5)
modulieren. Da er am optischen Tisch festgeschraubt werden muss, iibertragen sich me-
chanische Vibrationen vom “Chopper® auf den optischen Tisch. Diese Vibrationen tragen
zum Rauschen der gesamten Messung bei. Dies wird vermieden, wenn man zur Modulation
des Lichtes den Pumpdiodentreiber (Thorlabs ITC 510) der zweiten Stufe des Faserver-
stiarkers verwendet. Mit dem Pumpdiodentreiber kann der Strom der Pumpdiode iiber
ein analoges Steuersignal mit einer maximalen Frequenz von 200 kHz moduliert werden.
Das Steuersignal ist eine Rechteckfunktion mit variabler Frequenz und Amplitude, die
aus einem TTL-Signal der Verzogerungserzeugungskarte mit einem CMOS-Logikbaustein
gewonnen wird. Die Rechteckfunktion des Steuersignals setzt den Strom der Pumpdiode
abwechselnd auf den maximalen Wert (350 mA) und wenige mA (Ein Wert unter Null
sollte zum Schutz der Diode vermieden werden.). Die ungepumpte zweite Verstéarkerstufe
(Diodenstrom gleich Null) absorbiert den Grofteil des Ausgangssignal der ersten Stufe.
Das Pumplicht wird unterdriickt. Wird die zweite Stufe gepumpt (voller Diodenstrom),
emittiert der Faserverstéirker das vollstandig verstarkte Signal. Der stationére Zustand fiir
die Verstarkungstatigkeit der zweiten Stufe, stellt sich nach einem kurzen Zeit ein. Die Zeit
bis zum Erreichen der halben stationdren Amplitude des Ausgangssignals betrigt ca. 65
us (siehe Abbildung 5.5).

Die hochste Modulationsfrequenz, die mit dem “Chopper‘-Rad erreicht werden kann,
betrédgt laut Handbuch 6.4 kHz. Bei dem Diodentreiber ist die maximale Modulationsfre-
quenz mit 200 kHz angegeben. Die Verstarkungsdynamik der Ytterbiumionen-dotierten
Faser begrenzt den Wert vermutlich schon frither. In der Abbildung 5.5 siecht man eine
Verzogerung des Aufbaus der Verstarkungstéitigkeit von ca. 65 ps. Das entspricht einer
Frequenz von ca. 15 kHz. Wenn man eine schnellere Modulation erreichen will, muss man
auf akusto-optische [119] oder elektro-optische [108] Modulatoren zuriickgreifen.

5.6 Messmethoden in der FSRM

In diesem Abschnitt soll die “Phasestepping“-Methode [197| als alternative Messmethode zu
der direkten Referenzierung fiir die Messung von stimulierten Ramanspektren vorgestellt
werden. Die direkte Referenzierung fithrt in Verbindung mit dem “Rolling-Shutter der
Diodenzeilen von Hamamatsu (siehe Abschnitt 5.4.2) zu einem systematischen Messfehler.
Dieser Messfehler verringert die gemessenen absoluten Ramanbandenhéhen und ebenso
das Verhéltnis der Bandenhthen zueinander. Er kann im ungiinstigsten Fall das Signal
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Abbildung 5.5: Modulation des Pumplichtes mit “Chopper“-Rad (a) bzw. Strom der Pump-
diode der zweiten Verstarkungsstufe (b). Das “Chopper‘-Rad moduliert den “Seed“-Impuls
des Verstirkers mit 500 Hz. Das Signal zeigt am Anfang des Zyklus eine Uberhéhung,
da die Inversion der Verstarkerstufe noch von der ASE bestimmt wird und sich erst dem
sttiondren Wert anpassen muss. Die Modulation des Diodenstroms erfolgt mit 1 kHz. Am
Anfang des Zyklus muss sich erst das Gleichgewicht der Verstarkungstétigkeit aufbauen.

vollstandig ausloschen. Eine quantitative Auswertung ist demnach mit der referenzier-
ten Messmethode nicht moglich. Die “Phasestepping“~-Methode [197] kann diesen syste-
matischen Messfehler deutlich abmildern. Der relative Fehler der absoluten Bandenhéhen
betragt dann maximal noch einige Prozent. Beide Messverfahren zeigen das gleiche relative
Rauschen (siehe Kapitel 6). Insgesamt ist das “Phasestepping” die addquate Messmethode
zur Messung von stimulierten Ramanspektren mit einem Vielkanaldetektor mit “Rolling-
shutter®.

Der Abschnitt ist wie folgt aufgebaut: Zunéchst wird der theoretische Signalverlauf fiir
beide Messmethoden beschrieben. Dann wird die referenzierte Messmethode dargestellt und
die Ursache des systematischen Fehlers aufgezeigt. Dieser wird anhand des Ramansignals
der Substanz Benzonitril illustriert. Es folgt die Darstellung der “Phasestepping“-Methode
und entsprechender Spektren, die mit Hilfe dieser Methode gemessen wurden. Abschliefsend
wird der Einfluss der Anzahl der Messungen innerhalb eines Messintervalls bei der “Phase-
stepping- Methode auf das Signal erlautert.

5.6.1 Theoretischer Signalverlauf bei der Messung des Ramansi-
gnals

Die einzelnen Messwerte, aus denen mit Hilfe der beiden Messmethoden das stimulierte Ra-
manverlustsignal berechnet wird, konnen mit einem theoretischen Kurvenverlauf beschrie-
ben werden. Die Messfrequenz F,,.s ist ein ganzes Vielfaches der Lichtmodulationsfrequenz
Floa, also Frees = N - Froqg mit N > 2. Im Experiment ist die Messfrequenz des Detek-
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tors unverénderlich 1 kHz, demnach die Lichtmodulationsfrequenz auf eine subharmonische
Frequenz von 1 kHz angepasst. Die N Messungen eines Messzyklus tasten den zeitlichen
Verlauf der spektralen Intensitéit des Probeimpulses im zeitlichen Abstand von einer Milli-
sekunde ab. Bei einer Ramanbande ist die spektrale Intensitét des Probeimpulses durch die
Wechselwirkung mit dem Pumpimpuls rechteckférmigmoduliert. Die Integrationszeit jedes
Pixels betréigt eine Millisekunde. Der theoretische Verlauf der Messwerte folgt deswegen
nicht einer Rechteckfunktion, sondern entspricht der Faltung zwischen dem 1 Millisekunde
andauernden Integrationsfenster und der N Millisekunden andauernden Lichtmodulation.
Das ist im allgemeinen eine Trapezform (siehe Abbildung 5.6). Die Form des Trapezes
andert sich jedoch mit der der Ordnung N der subharmonischen Frequenz der Lichtmo-
dulation: Bei der referenzierten Messung mit N = 2 ist die Integrationsdauer eines Pixel
so lang wie der “AN“-Zustand oder der “AUS"*-Zustand der Lichtmodulation. Der theoreti-
sche Verlauf der Messwerte besitzt dann eine reine Dreiecksform (siehe Abbildung 5.7). Es
existiert nur ein “korrekter” Messzeitpunkt an der Spitze des Dreiecks.

Ist N > 2, dauern die Zustédnde der Lichtmodulation langer an als das Integrations-
fenster. Der theoretische Signalverlauf ist trapezformig (siche Abbildung 5.6). Der Uber-
gang zwischen dem “AN“- und dem “AUS“-Signal erfolgt in einer Millisekunde. Sowohl das
volle “AN*“ als auch das volle “AUS*-Signal der Modulation sind N/2 — 1 Milliseckunden
messbar. Je grofler N ist, umso mehr néhert sich der theoretische Signalverlauf wieder ei-
ner Rechteckfunktion an. Der Signalverlauf f(®) lasst sich in Abhéngigkeit von der Phase
(®+ @y € {—n/N,n/N} ) innerhalb des Messzyklus wie folgt definieren:

B+ A;TN x®  fir ®+ &€ {—n/N,x/N} (5.2)
B+ A2  fir &+ &€ {n/N,m—7/N} (5.3)

B A;N(w—@) fir @+ o € {7 — /N, 7+ 1/N} (5.4)
B—A/2 fir &+ ®ge {n+7/N,2r —7/N} (5.5)

(5.6)

A ist die Amplitude der Modulation des Messsignals, B der mittlere Abstand zur Null-
linie. 27 /N entspricht immer einer Millisekunde. Die Phasenverschiebung @, beschreibt
z.B. eine zeitlich verschobene Detektion des Signals. Die von Diode zu Diode verschobenen
Integrationsfenster aufgrund des “Rolling-Shutter” (siehe Abschnitt 5.4.2) fiihren zu einer
Phasenverschiebung von 27 /(N - 1000) zwischen zwei benachbarten Pixeln. In Abbildung
5.6 ist diese Phasenverschiebung zwischen den einzelnen Dioden der Zeile deutlich gemacht.
Dieses Signal wiederholt sich mit der Frequenz der Lichtmodulation.

5.6.2 Die referenzierte Messung stimulierter Ramanspektren

Bei der referenzierten Messung eines stimulierten Ramanspektrums besteht ein Messzyklus
aus zwei Messungen. Die erste Messung misst ein Probespektrum, welches durch die Wech-
selwirkung mit Pumplicht und Probe eine stimulierte Ramanverlustsignatur aufweist. Bei
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Abbildung 5.6: Der Verlauf der spektralen Intensitdt mit der Lichtmodulation bei der
subharmonischen Frequenz 333 Hz = 1 kHz/3 in Abhéngigkeit der Phase im Messzyklus.
Es ist die normierte, spektrale Intensitit des Probespektrums bei einigen Ramanbanden von
Benzonitril (schwarz entspricht der Bande bei 3068 cm™! oder Pixel 152 der Diodenzeile;
rot =2228 cm™!, Pixel 251; blau =1192 ecm™', Pixel 394; cyan =999 cm™!, Pixel 422) in
Abhéngigkeit der Phase fiir alle drei Messungen des Messzyklus angezeigt. Durchgezogen
ist der theoretische Verlauf nach Gleichung 5.7 und der jeweiligen Pixelposition der Bande
dargestellt. Messwerte sind als Symbole aufgetragen.



5.6 Messmethoden in der FSRM 81

der zweiten Messung wird das Pumplicht geblockt und das Spektrum des Probelichtes ist
“unveréndert®. Natiirlich durchlauft das Probelicht auch bei der zweiten Messung die Pro-
be. Dabei kann es gestreut oder absorbiert, also auch verdndert werden. Diese Anderung
tritt bei beiden Messungen in gleichem Mafse auf. Um das stimulierte Ramanspektrum
zu ermitteln wird nach Gleichung 4.11 das erste Spektrum (Mit Ramanverlust) durch das
Zweite (Ohne Ramanverlust) geteilt. Dabei heben sich alle Verdnderung des Probespek-
trums, die nicht vom Pumpimpuls induziert sind, auf. Die referenzierte Messmethode setzt
voraus, dass die Modulation des Pumplichtes (sieche Abschnitt 5.5) mit dem Auslesen der
Kamera richtig synchronisiert ist. Wahrend der Integrationszeit der Messung des Probe-
spektrum mit dem Ramanverlust, muss das Pumplicht auch in der Probe anwesend sein.
Der Anfangspunkt der Integrationszeit muss mit dem Einsetzen des “An“-Zustandes des
Pumplichtes iibereinstimmen. Ebenso muss beim Messen des Referenzspektrums wéhrend
der Integrationszeit das Pumplicht immer geblockt sein. Der relative, zeitliche Abstand
AN ess zwischen Initialisierung eines Pixels am Anfang des Integrationsfensters und Ein-
setzen des “An‘“-Zustandes in der Lichtmodulation kann als Phase ®,,.ss innerhalb des
Messzyklus interpretiert werden. Der Messzyklus eines Pixels dauert bei der referenzierten
Messung 2 ms, der Modulationsfrequenz f,,,q von 500 Hz entsprechend. Fiir ®,,., folgt
(I)mess = timess X fmod - 360°.

In der ersten Millisekunde trifft das Pumplicht auf die Probe in der zweiten Millisekunde
ist das Pumplicht geblockt. Wenn die Initialisierung des Pixels zeitgleich mit dem “An‘-
Zustand eintritt, also M ,,cs = Press = 0, wird das maximale Signal gemessen. Diese
Bedingung kann mit den im Experiment verwendeten Photodiodenzeilen von Hamamatsu
nicht fiir alle Pixel gleichzeitig erfiillt werden, da nicht alle Pixel zum gleichen Zeitpunkt
ausgelesen und initialisiert werden (siche Abschnitt 5.4.2). Vielmehr besitzt jeder Pixel
einen eigenen Start- und Endpunkt fiir die Integration, da die Pixel in Reihe ausgelesen
werden. Das Messfenster verschiebt sich systematisch von Pixel zu Pixel um 1 ps. Vom
ersten zum letzten Pixel also um 512 ps. Das fiihrt zu einem systematischen Messfehler
im referenziert gemessenen Ramanspektrum. Ist R, die absolute Héhe des Ramansignals
eines Pixels und S das unverénderte spektrale Signal des Probelichtes, so folgt fiir das
gemessene relative Ramansignal R(®D,,es5):

Rabs - 2’@mess|Rabs —~ Rabs - 2|(I>mess|Rabs

P = ~
R( meSS) S - |q)mess|Rabs S

(5.7)

Stimmen die Startpunkte von Lichtmodulation und Integrationsfenster eines Pixels nicht
iiberein, also ®,,..s # 0, iiberspannt das Messfenster der beiden Messungen sowohl den
“An“-Zustand als auch den “Aus“-Zustand des Pumplichtes. Die Referenzierung liefert nicht
mehr die volle Amplitude. Wenn die Messpunkte eines Messzyklus gegenphasig zur Licht-
modulation sind, d.h. ®,,.ss = 1/2, hebt sich die Ramanverluststreuung beider Messungen
sogar vollstandig auf. Der erste Pixel ist relativ zum 500. Pixel durch das serielle Auslesen
automatisch gegenphasig.
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5.6.3 Ramanspektren unter Variation der Zeit des Starttriggers
der Messung

Der systematische Messfehler der referenzierten Messung fiihrt im Experiment zu verrin-
gerten Ramanbandenhohen, jedoch nicht zwangsldufig aller Banden. Vielmehr entscheidet
die Phase ®,,.ss zwischen Lichtmodulation und Trigger welcher Pixel das maximale und
korrekte Ramansignal misst. Das Signal aller anderen Pixel fillt nach Gleichung 5.7 linear
mit dem Abstand zu dem Pixel mit dem maximalen Ramansignal ab, wobei der Abstand
der Pixel proportional zur Phase ®,,.. ist. Mit Hilfe der Verzogerungserzeugungskarte
kann man die Phase zwischen Lichtmodulation und Messung verédndern. In Abbildung ist
die Verdnderung der Ramanbandenhohen in Abhéngigkeit von dieser Phase dargestellt. Bei
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Abbildung 5.7: Phasenfehler des Ramanverlustsignals bei der referenzierten Messmethode.
Es ist das normierte Ramanverlustsignal einiger Ramanbanden von Benzonitril (schwarz
entspricht der Bande bei 3068 cm ™! oder Pixel 146 der Diodenzeile; rot —2228 ecm ™!, Pixel
244; griin =1597 ecm™!, Pixel 327; blau =1192 cm™!, Pixel 388; cyan =999 cm ™!, Pixel
415) gegen die Phase im Messzyklus zwischen Lichtmodulation und Messerreignis aufge-
tragen. Durchgezogen ist der theoretischer Verlauf nach Gleichung 5.7 und der jeweiligen
Pixelposition der Bande dargestellt, Messwerte sind als Symbole aufgetragen.

einer “normalen” Messung mit der referenzierten Methode wird die Phase so eingestellt,
dass der Pixel mit dem korrekten Ramansignal in etwa in der Mitte der Diodenzeile liegt.
Die Pixel am Rand zeigen dann theoretisch eine Abnahme des Ramansignals um ca. 50 %.
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5.6.4 Die “Phasestepping“~-Methode

Die “Phasestepping“-Methode [197] erlaubt fiir jeden Pixel eine Rekonstruktion der Si-
gnalmodulation durch die Ramanstreuung. Um dies zu ermdoglichen, miissen in einem Mes-
szyklus mehr als zwei Messungen getétigt werden. Ein Messzyklus deckt auch hier (vgl.
Abschnitt 5.6.2) eine Periode der Lichtmodulation ab. Der Algorithmus beruht auf der Fou-
rierreihenentwicklung [205] des periodischen Messsignals (zur Form des Messsignals siehe
Abschnitt 5.6.1 Jede periodische Funktion f(®) kann durch eine Summe aus trigonometri-
schen Funktionen gendhert werden [205]:

Qo
S(®) =— +a;cosP + ascos 2P + ...
®) =2 +a : -

4a; sin® + as sin2® + ...

Hierbei erreicht man die beste Annéherung der Funktion S(®) an die Funktion f(®), wenn
fiir die Koeffizienten a; und by, gilt [205]:

ay, = % . F(®) cos(k®)dd (5.9)
= % / . f(®) sin(k®)dd (5.10)

Die Kosinuskoeffizienten a; und Sinuskoeffizienten b, konnen also aus dem Funktionsver-
lauf von f(¢) bestimmt werden. Bei der “Phasestepping”-Methode ist der Funktionsverlauf
nur punktweise bekannt. Trotzdem konnen die Integrale in den Gleichungen 5.9 mit Hilfe
einer numerischen Integration angendhert werden. Es gilt mit Hilfe der Trapezformel zur
Integration [205]:

=2

f(<I>V) cos k®,, by ~ by, = Z f(®,)sinkd, (5.11)

ak%dk:

1M

2
N

Mit den Stiitzstellen &, = i’;y und v = 0,1,...,N — 1. Die Stiitzstellen sind aquidi-
stant in der Phase. Bei der “Phasestepping“-Methode wird das sichergestellt, in dem die
Messfrequenz immer ein ganzes Vielfaches der Lichtmodulationsfrequenz ist. Der Fehler
der numerischen Integration hingt von der Anzahl der Stiitzstellen ab: Je mehr Stiitzstel-
len, umso korrekter wird die Integration. Ein stetiger Funktionsverlauf von f(®) wiirde die
Genauigkeit noch mehr erhéhen [205].

Bei der “Phasestepping“-Methode wird die Reihenentwicklung auf die ersten beiden
Glieder mit den Koeffizienten ag, @y, b; beschrinkt. Das nullte Glied aq /2 der Fourierrei-
henentwicklung entspricht nach Gleichung 5.11 dem Mittelwert der Messwerte eines Zyklus.
Nach der analytischen Gleichung 5.2 des Funktionsverlaufs entspricht das nullte Glied dem
Abstand zur Nullinie B = ay/2. Durch Vergleich der analytischen Losung mit der numeri-
schen Losung folgt ao/2 = B. Mit Hilfe der beiden Koeffizienten a;, by soll die Amplitude A
und die Phasenverschiebung ®, des Funktionsverlaufs f(® 4 @) einer Messung bestimmt
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werden. Die analytische Integration nach Gleichung 5.9 des theoretischen Funktionsverlaufs
f(® 4+ Pg) fithrt zu folgenden Ausdriicken fiir die Koeffizienten aq, b; [205]:

B 2AN T

a =3 sin i sin @ (5.12)
2AN |«
by = 5 5in 57 cos o (5.13)

Aus den Koeffizienten aq, by 1aft sich die Amplitude A und die Phase &, der Modulation
berechnen:

2 oo\ L
®y = arctan o (5.15)

by

Fiir grofse N vereinfacht sich die Gleichung fiir die Amplitude zu:

m

Aus der Amplitude A und dem Untergrund B lafst sich das relative Ramanverlustsignal R
(sieche Abschnitt 4.11) bestimmen:

7 72
R A A m/ai+ b (5.17)

“BrAR BT T 4

Das rekonstruierte Ramanverlustsignal R ist nach Gleichung 5.14 und Gleichung 5.9 von
der Phase ®; unabhéngig. Das bedeutet, dass das Signal der einzelnen Dioden theoretisch
nicht mehr von der Position in der Diodenzeile abhéngt.

Die numerisch bestimmten Koeffizienten a;,b; weichen jedoch von den analytischen
bestimmten Koeffizienten ay,b; (siche Gleichungen 5.12,5.13) ab. Das Verhalten der nu-
merisch bestimmten Koeffizienten unterscheidet sich qualitativ bei einer geraden Anzahl
von Messungen von dem Verhalten bei einer ungeraden Anzahl von Messungen. Bei einer
geraden Anzahl von Messwerten ist die numerische Integration nach Gleichung 5.11 dabei
deutlich starker mit Fehlern behaftet [197]. Deswegen werden hier nur die Formeln fiir eine
ungerade Anzahl von Messungen angegeben:

. A LT
aq —; COS <m> (I)() (518)

h=2sin () (N i o @) (I)O) (5.19)
mit Py € (0, %)
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Aus den Koeffizienten aq, 51 kann man eine numerisch berechnete Amplitude A nach Glei-
chung 5.14 berechnen:

N
S [EE T

Die numerisch berechnete Amplitude A ist fiir ungerade N periodisch in der Phase ® mit
einer Periodendauer von 7/N. Sie ist fir N = 3,5,7 in Abbildung 5.8 in Abhéngigkeit von
der Phase ¢, € (O, %) dargestellt.
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Abbildung 5.8: Amplitudenfehler bei der “Phasestepping*-Methode. Es ist die theoretische,
normalisierte Amplitude A nach Gleichung 5.20 fiir N=3(rot),5(griin),7(blau) gegen die
Phase ®, aufgetragen.

Die Abweichung von der tatsédchlichen Modulationsamplitude A sinkt mit der Ordnung
N. In Tabelle 5.2 sind die maximalen, prozentuellen Abweichungen fiir N = 3,5, 7 aufgeli-
stet. Selbst bei der am stérksten mit Fehlern behafteten Ordnung N = 3 ist die prozentuelle
Abweichung zwischen Minimum und Maximum nur ca. 15 %. Die Ursache der Abwei-
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Maximum | Minimum | Differenz
3| 1.0966 0.9497 0.1469
51 1.0336 0.9830 0.0506
7 11.0170 0.9915 0.0255

Z%Z

Tabelle 5.2: Systematischer Amplitudenfehler der “Phasestepping“-Methode fiir N = 3,5,7

chung ist die unstetige Modulation des Signals. Trotzdem erméglicht der “Phasestepping*-
Algorithmus eine drastische Verbesserung der gemessenen relativen und absoluten Signal-
hohen. Bei der Messung ist zu beachten, dass mit der Ordnung N nicht nur der Messfehler
sinkt, sondern auch die Messzeit pro Messzyklus steigt. Bei einer niedrigeren Messfrequenz
kann das gemessene Rauschen steigen (siehe Kapitel 6), da man sensitiver fiir Umweltein-
fliilssen auf der ldngeren Zeitskala wird.

5.6.5 Ramanspektren mit “Phasestepping

Bei der Messung von Ramanspektren mit der “Phasestepping“-Methode sind alle Raman-
banden bis auf eine kleine systematische Abweichnung unabhéngig von der Phase ®,. Dies
wurde im Experiment mit Messungen an dem Molekiil Benzonitril nachgewiesen (siche
Abbildung 5.9). Die genaue Abhéngigkeit von der Phase ist nur bei den starken Banden
bei 3068 cm ™! (schwarz) und 2228 cm™! (rot) zu erkennen, bei den anderen Banden ist die
Streuung der Messwerte grofser als der systematische Messfehler. Die systematische Abwei-
chung ist aber deutlich geringer als bei der referenzierten Messmethode (siehe Abbildung
5.7). Die “Phasestepping“~-Methode zeigt auch im Experiment eine geringere systematische
Abweichung der Ramanbandenhéhen wie es die theoretische Beschreibung erwarten lafst
(siche Abschnitt 5.6.4). Es ist die addquate Messmethode fiir einen Vielkanal-Detektor mit
einem “Rolling Shutter®. In Abschnitt 7.1.4 werden mit dieser Methode gemessenen Spek-
tren im Vergleich zu Spektren, welche mit der referenzierten Methode gemessen wurden,
gezeigt.
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Abbildung 5.9: Phasenfehler des Ramanverlustsignals fiir N=3. Es ist das normierte Ra-
manverlustsignal einiger Ramanbanden von Benzonitril (schwarz entspricht der Bande bei
3068 cm ™! oder Pixel 152 der Diodenzeile; rot =2228 cm ™!, Pixel 251; grau =1192 cm ™!,
Pixel 394; hellgrau =999 cm™!, Pixel 422) in Abhiingigkeit der Phase angezeigt. Durchge-
zogen ist der theoretischer Verlauf nach Gleichung 5.20 und der jeweiligen Pixelposition
der Bande dargestellt, Messwerte sind als Symbole aufgetragen. Der prozentuale Bereich
des systematischen Fehlers ist hellgrau unterlegt.
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Kapitel 6

Rauschbeitrage in der FSRM

In diesem Kapitel sollen die wesentlichen Beitrdge zum Rauschen bei einer Messung eines
Ramanspektrums und damit der Bildgebung anhand dieser Spektren dargestellt werden.
Das Rauschen begrenzt die kiirzeste Messzeit eines Spektrums und damit auch die kiir-
zeste Aufnahmezeit eines Bildes. Anders formuliert, begrenzt das Rauschen die Sensitivitét
des Experimentes fiir eine festgesetzte Messzeit (siehe Abschnitt 6.3). Letztlich sollte eine
beliebig lange Messzeit, eine beliebig hohe Sensitivitit ermdéglichen. Im realen Experiment
héngt dies vom statistischen Charakter des Rauschens ab. Zunéchst soll der Messprozess
in seinem Ablauf geschildert werden (siehe Abbildung 6.1), um aufzuzeigen wie sich die
einzelnen Rauschquellen im Messergebnis niederschlagen. Die Messgrofte des Experimen-
tes ist das Spektrum des Probeimpulses. Das Rauschen ist eine zeitliche Fluktuation des
Messsignals um seinen Mittelwert. Zur Vereinfachung betrachten wir nur das Messsignal ei-
ner einzelnen Diode aus der Diodenzeile, also des Signals eines gewissen optisch spektralen
Bereiches der Probeimpulse.

Der Detektionsprozess soll zur Beschreibung in Gedanken in mehrere Schritte zerlegt
werden: Zunéchst wird der Lichtfluss durch den Photoeffekt in der Diode in einen Elektro-
nenfluss umgewandelt. Der zeitliche Verlauf dieses Elektronenflusses besteht wie der Licht-
fluss aus einzelnen Impulsen mit einem zeitlichen Abstand von 7., ~ 13 ns und ist durch
den stimulierten Ramaneffekt mit der Modulationsfrequenz wy,oq = 27/T}n0q4 moduliert.
Betrachtet man diesen Verlauf im Frequenzraum, so zeigt sich bei niedrigen Frequenzen
das sogenannte “baseband”. Es enthélt neben der Modulationsamplitude bei der Modula-
tionsfrequenz auch alle niederfrequenten Rauschamplituden. Bei der Repetitionsfrequenz
Wrep = 2m/T,ep und allen harmonischen Frequenzen wiederholt sich das “baseband“ auf
beiden Seiten der Tragerfrequenz.

Die Kapazitdat der Diode fiihrt zu einer Integration des Elektronenflusses. Die Inte-
grationszeit T;,, ist die Zeit zwischen zwei Ausleseereignissen, also bei der Hamamatsu-
Diodenzeile 1 ms. Sie ist damit auch gleich der Auslesezeit oder Abtastperiodendauer
Tsampie- Im Zeitraum entspricht die Integration einer Faltung mit einem rechteckigen In-
tegrationsfenster mit der Dauer von 1 ms. Im Frequenzraum ist die Integration ein Tief-
passfilter mit der Fouriertransformierten des Integrationsfensters als Filterfunktion. Der
theoretische Zeitverlauf zeigt nun kein gepulstes Signal mehr. Im Frequenzraum werden al-
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Abbildung 6.1: Schema des Messprozesses. Das Messsignal (schwarz) wird jeweils in der
Zeitdoméne (linke Spalte) und in der Frequenzdoméne (rechte Spalte) dargestellt. Als
Beispiel wird hier ein Messzyklus mit drei Messungen in einer Modulationsperiode heran-
gezogen. Es wird in drei Schritten (grau dargestellt; Integration, Abtasten und digitaler
Algorithmus) zu dem endgiiltigen Messergebnis (rot markiert) verarbeitet. Eine Faltung
(®) in der Zeitdoméne entspricht einer Multiplikation (-) in der Frequenzdomé&ne und
andersherum. Der Algorithmus beruht auf der diskreten Fouriertransformation (DFT).
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le Frequenzen, die hoher als die Integrationsfrequenz w;,; = 27 x 1 kHz sind, unterdriickt.

Der néchste Schritt im Messprozess ist das Auslesen der Diodenkapazitit. Das Aus-
lesen entspricht einem Abtasten des integrierten, kontinuierlichen Zeitverlaufs mit einer
Abtastrate Wsgmpie = 27/ Tsample- Dies kann im Zeitraum durch die Multiplikation mit ei-
nem “Kamm‘ von §-Funktionen beschrieben werden. Die Dauer zwischen zwei “Zinken des
“Kammes" ist die Abtastperiodendauer Tsqpe = 1ms. Im Frequenzraum ist die Mulitplika-
tion eine Faltung mit der Fouriertransformierten des “Kammes®. Die Fouriertransformierte
ist jedoch wieder ein “Kamm® von J-Funktionen. Der Abstand zwischen zwei d-Funktionen
der Fouriertransformierten ist wsgmpe = 27 X 1 kHz. Das Signal besteht im Zeitraum nach
dem Abtasten aus einzelnen Paketen von Ladungen. Im Frequenzraum fithrt das Abtasten
zu einem “Aliasing“-Effekt [206]: In dem abgetasteten Signal werden alle niedrigen Frequen-
zen mit der Tragerfrequenz und ihren Harmonischen wggmpre wiederholt. Insbesondere kann
in dem abgetasteten Signal nicht zwischen zwei Frequenzen w;,ws unterschieden werden,
fiir die gilt:

W1 = Wsample — W2

Auf diese Weise ist eine Messung nicht nur fiir Rauschen bei der Modulationsfrequenz w4,
sondern auch fiir Rauschen bei der Frequenz wggmpre — Wmoqd empfindlich.

Die Ladungspakete werden in dem néchsten Schritt mit einem A/D-Wandler digita-
lisiert. Dadurch wird aus den Ladungspaketen eine Folge von Messwerten. Der Algorith-
mus zur Bestimmung der Ramansignale zerlegt die Folge in Abschnitte aus N Messwerten,
die einer Modulationsperiode entsprechen. Die Modulationsperiodenzeit T,,,q ist immer
ein ganzes Vielfaches N der Abtastperiode Tqmp. Diese Abschnitte werden mit einer
diskreten Fouriertransformation in N Fourierkomponenten iiberfiihrt. Das Ramansignal
entspricht der ersten Fourierkomponente!. Diese deckt einen Phasenbereich von 27 /N
oder einen Frequenzbereich von 27 /N x 1 kHz ab und ist bei der Modulationsfrequenz
zentriert. Wie oben schon gezeigt, sieht diese Komponente aufgrund des “Aliasing” auch
den ebenso breiten Frequenzbereich um die Frequenz wggmpie — Wmoa- Bel der Messung
mit direkter Referenzierung sind beide Bereiche identisch zwischen 250 Hz und 750 Hz.
Fiir die “Phasestepping“-Methode liegt der relevante Frequenzbereich, je nach Anzahl der
Messungen pro Messzyklus, bei 167 Hz-833 Hz fiir drei Messungen, bei 100-300 Hz und 700-
900 Hz fiir fiinf Messungen und bei 71-214 Hz und 786-929 Hz fiir sieben Messungen. Zum
Gesamtrauschen des Experiments triagt also die spektrale Leistungsdichte des Rauschens
einer Quelle in diesem Frequenzbereich bei. Desweiteren soll angenommen werden, dass
die unterschiedlichen Rauschquellen statistisch unabhéngig sind. Das bedeutet, dass die
Standardabweichung des Gesamtmessprozesses 0 gesqmt Sich aus der geometrischen Summe
der einzelnen Beitréige o1, 09, ... zusammensetzt:

O-Sesamt = Jf + ag + ... (6.1)
im weiteren Verlauf des Kapitels werden zunéchst die potentiellen Rauschquellen genannt.
Dann soll das Rauschen anhand von Messungen quantifiziert und mit dem Signalniveau
verglichen werden.

!Diese Aussage trifft auch fiir die referenzierte Messung zu.
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6.1 Rauschquellen des FSRM Experiments

Das Gesamtrauschen der Messung setzt sich aus dem Rauschen des Lichtes und dem Rau-
schen durch den Detektor und den Detektionsprozess zusammen (siehe Abschnitt 6.1.3).
Die Ursachen fiir das Rauschen des Lichtes sind unterschiedlich: Die Lichtquelle selber zeigt
ein Amplitudenrauschen und eine statistische Strahlrichtungsabweichung (siche Abschnitt
6.1.1), welche sich durch die Detektionsgeometrie auf das Messsignals niederschlagen kann.
Genauso wirken dufere Umwelteinfliifse wie Luftverwirbelungen oder mechanische Schwin-
gungen auf den Strahltransport bis zum Detektor. Auch das Rauschen des Pumplasers kann
das Gesamtrauschen beeinflufsen. Durch den stimulierten Ramaneffekt und durch Kreuz-
phasenmodulation [117] iibertragt sich dieses auf das Rauschen des Probespektrums. Zum
Rauschen durch Detektor und Detektion tragt das Schrotrauschen des Detektionsprozess,
das Auslese-und Dunkelstromrauschen der Photodioden und das Digitalisierungsrauschen
durch den A/D- Wandler bei.

6.1.1 Stabilitat bzw. Rauschen des Ti:Saphir-Oszillators

Das Rauschen des “Fusion BB* Laser von der Firma Femtolasers ist im Datenblatt mit
einer relativen Standardabweichung von < 0.05 % r.m.s. angegeben. Dieser Wert ist der
integrierte Wert fiir alle Frequenzen von 10 Hz-100 kHz. Es kann also nur als obere Grenze
des Rauschbeitrags des Amplitudenrauschens des Lasers zum Gesamtrauschen des Ex-
periments angenommen werden. Die spektrale Leistungsdichte des Rauschens von Ti:Sa
Laseroszillatoren wurde bei unterschiedlichen Systemen gemessen [207, 208, 209, 210]. Das
genaue Verhalten hingt stark vom Rauschen des griinen Pumplasers ab, welches sich fiir
Frequenzen kleiner 700 kHz [211] direkt auf das Gesamtsystem iibertragt [207, 209, 211].
Der “Fusion“ Laser wird von einem 4 Watt “Finesse” Laser der Firma LaserQuantum ge-
pumpt. Die normierte Standardabweichung ist laut Datenblatt mit < 0.1 % r.m.s. fiir den
Frequenzbereich von 1 Hz bis zu 100 MHz. Dieser Wert ist vergleichsweise hoch (Lighthou-
se Photonics Sprout G-10W NET: < 0.03 % r.m.s von 10 Hz bis zu 10 MHz, Coherent
Verdi G5: < 0.02 % r.m.s. 10 Hz bis zu 100 MHz [207|). Ein anderer Pumplaser kénnte
demnach das Rauschen des Gesamtsystems senken.

Im entscheidenden Frequenzbereich zwischen 100 Hz und 1 kHz liegt die spektrale Lei-
stungsdichte des Rauschens fiir dhnliche Ti:Sa Laser zwischen 100-120 dBc/Hz? [210, 209
und 90 -110 dBc/Hz [208, 209|. Das entspricht einer in dem Frequenzbereich von 100 Hz—
1 kHz integrierten, normierten Standardabweichung von ca. 3 x 10~ (entspricht konstant
100 dBc/Hz) bis 9 x 10~* (entspricht konstant 90 dBc/Hz). Die spektrale Leistungsdichte
weist gerade in dem relevanten Frequenzbereich (100 Hz—1 kHz) starke Spitzen und Abwei-
chungen auf [208, 209], die auf dufere Einfliisse wie Luftstrome und akustische Vibrationen
des Systems zuriickgefithrt wurden [209]. Generell zeigt sich das, dass das Rauschen eines
solchen Lasersystem mit hoheren Frequenzen abnimmt. Es wurde ein Abfall der spektralen

2dBc/Hz: Beschreibt das relative Signal pro Frequenzintervall bezogen auf das Triigersignal bei der
Wiederholrate des Ostzillators.
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Leistungsdichte mit 10 dB pro Dekade berichtet [208]. Jedoch héngt auch dieses Verhal-
ten von der Charakteristik des Pumplasers ab. So wurde fiir einen multi-longitudinalen
Pumplaser ein Plateau im Bereich von 1-20 kHz gemessen [209).

Es wurde keine dezidierte Messung zur Bestimmung des Amplitudenrauschens des Fu-
sion Lasersystems ausgefiihrt. Dennoch kann man den Beitrag des Lasers zum Gesamt-
rauschen mit wenigen Annahmen aus einer Messung mit dem Detektor des Experiments
bestimmen. Bei einer solchen Messung kann man nicht mehr zwischen dem genuinen Laser-
rauschen und einem zusétzlichen Rauschen durch Umwelteinfliifte wie Temperaturschwan-
kungen, Luftverwirbelungen oder mechanische Vibrationen der optomechanischen Bauteile
unterscheiden. Die grundlegende Annahme zur quantitativen Bestimmung des Laserrau-
schens der Messung ist, dass das Rauschen des Lasers spektral korreliert ist. Das bedeu-
tet, das die Amplitude des Lasers bei allen Lichtfrequenzen gleichzeitig und gleichartig
schwankt. Diese Annahme ist insofern begriindet, als dass ein grosser Teil des Rauschens
direkt vom griinen Pumplaser induziert wird. Dieser Beitrag zum Gesamtrauschen des Ti:Sa
Lasers sollte sich auf alle Lichtfrequenzen des Spektrums des Ti:Sa Lasers gleich auswirken.
Die zweite Annahme ist, dass alle anderen Rauschquellen spektral unkorreliert sind. Unter
diesen Annahmen wurde das Amplitudenrauschen des Lasers wie folgt bestimmt:

Das gesamte Rauschen eines Pixels kann bei wiederholter Messung des Spektrums des Pro-
beimpulses mit der kiirzesten Integrationszeit von 1 ms durch seine Standardabweichung
charakterisiert ogesqm: werden. Die gesamte Standardabweichung ist nach Gleichung 6.1
die geometrische Summe aus den statistisch unabhéngigen Einzelbeitragen. In diesem Fall

seien das die relative Standardabweichung der Laseramplitudenschwankungen o7 und die

relative Standardabweichung aller anderen Rauschquellen o, Es gilt also:

(07 ) = (03h)* + (o55L,)" (6.2)

rel

Bei Mittelung iiber N Pixel gilt fiir die Standardabweichung der gemittelten Grofen (o7%) v
und <0-TReelst>N

(oran = (07%) (6.3)
rel O-;%eelst
<URest> = = (64)

VTN

Die Standardabweichung der statistisch unabhéngigen Grofen opges sinkt mit der Wurzel
der gemittelten Pixel N. Nach Annahme ist das Amplitudenrauschen des Lasers spektral
vollstandig korreliert und bleibt damit konstant. Fiir die gesamte, iber /N Pixel gemittelte
Standardabweichung (o gesame) N folgt:

<U;2f9amt>?\f :<O-£€:é>?\f + <0-;%eelst>?\f

rel \2 (65)
g es
- o+ )

Fiir groke N néahert sich also der gemittelte Gesamtwert der relativen Standardabwei-

chung (aggéamt> ~ der relativen Standardabweichung des Laseramplitudenrauschens an. Die
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Abbildung 6.2: Relative Standardabweichung des Messsignals in Abhéngigkeit der gemittel-
ten Pixel. Die Mittelung des Messsignals (Schwarze Quadrate) erfolgte im zentralen Bereich
des Spektrums (745 nm - 811 nm). An die Messdaten wurden unterschiedliche Funktionen
angepasst. Die rote Kurve folgt Gleichung 6.5. Da die Anpassung nur fiir Abschnitte der
Messdaten eine gute Anndherung ist, wurde eine Korrektur in erster Ordnung der Pixel
fiir die Konstante A eingefiihrt (griine Linie).
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Abhéngigkeit der gesamten, relativen Standardabweichung <a§§éamt> ~ von N wurde im Ex-
periment iiberpriift. Ein Anpassung von Gleichung 6.5 an die Messdaten (siehe Abbildung
6.2) ergab eine relative Standardabweichung der Laseramplitude (aszl) von 7.25 x 107°.
Diese Anpassung ist aber deutlich mit Fehlern behaftet. So scheint die Annahme, dass
das Laseramplitudenrauschen vollstandig korreliert ist nicht erfiillt zu sein. Eine bessere
Anpassung wird folglich erreicht, wenn man eine Korrektur in erster Ordnung der Pixel fiir
die relative Standardabweichung (U}"—f}‘) erlaubt (siehe griine Linie in Abbildung 6.2). Das
bedeutet, dass spektrale benachbarte Bereiche stirker korreliert sind als spektral weiter
auseinanderliegende. Die Korrektur betragt maximal ca. 6 %. Fiur die weitere Analyse soll
jedoch der Einfachheit halber der mittlere Wert der ersten Anpassung von 7.25 x 107°

verwendet werden. Fiir die absolute Standardabweichung der Laseramplitude in “Counts*
(aﬁbj) folgt:

(055) = (07%) K counts = 7:25 x 107K counts (6.6)

K counts st die Zéahlrate nach der Digitalisierung.

6.1.2 Stabilitat bzw. Rauschen des Faserverstarkers

Das Rauschen des Faserverstérkers wird mit dem Ramanbandensignal auf das Spektrum
des Probeimpuls iibertragen. Jeder Verstarker fiihrt aufgrund der spontanen Emission zur
Erhéhung des Rauschens. Dies wird durch die sogenannte “Noisefigure’ NF' charakterisiert
[157]:
SNR;,
SNRout

SNR o bzw. SNR;, sind Signal-zu-Rauschverhéltnisse von Ausgangs- bzw. Eingangssignal
des Verstarkers. Das Signal-zu-Rauschverhéltnis ist in diesem Fall als das Quadrat des
Verhiiltnisses vom Mittelwert der Photonenzahl zu seiner Standardabweichung definiert?.
Nimmt man eine vollstdndig invertierte Verstiarkerstufe an, so gilt fiir die NF' bestenfalls
[157]:

NF =

(6.7)

2

OpeOse

OpaOse
Mit o, = o4 und Up:i‘;pe = 0.97 (siehe Abschnitt 2.2.4.3 und Gleichung 2.27). Der Faser-
verstirker besteht aus zwei Verstérkerstufen. Fiir das Verhéltnis von Signal zu Rauschen
vom Eingangssignal der ersten Stufe SNRY'“ zum Ausgangsignal der zweiten Stufe SNRY,,"
gilt dann:

NF? = SNRL'® /| SNRYY " (6.9)

out

Die Eingangsphotonenanzahl betrigt ca. 2.1 x 10* Photonen pro Sekunde (mit 42 pW
Seedleistung, siche Abschnitt 3.2.2). Das Rauschen ist bei dieser hohen Anzahl von Photo-
nen durch das Amplitudenrauschen des Ti:Sa-Lasers begrenzt und nicht durch das Schrot-

3Diese Definition wird nur in diesem Abschnitt verwendet. In Abschnitt 6.2 folgt eine unterschiedliche
Definition.
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rauschen. Das Rauschen der Seedphotonenzahl wurde nicht gemessen. Nimmt man an,
dass das das Rauschen des Seeds direkt mit dem Amplitudenrauschen des gesamten Ti:Sa-
Lasers korreliert ist, dann iibertrégt sich das Rauschen direkt. Die Standardabweichung
der Eingangsphotonenzahl ist ca. 7.25 x 107° gleich der Standardabweichung des Ti:Sa-
Lasers bei einer Messzeit von 1 ms. Das Signal-zu-Rauschverhéltnis der Eingangsstufe soll
also nach der obigen Definition mit 5.3 x 10~7 angegeben werden. Aus Gleichung 6.9 folgt,
dass das quadrierte Signal-zu-Rauschverhiltnis der Ausgangsleistung SNRFY" 1.1 x 1076
betrigt und die Standardabweichung 1.1 x 1073, Diese Abweichung ist eine zusétzliche,
theoretische, relative Abweichung der Ramanbandenhohen von ihrem Wert. Bei einer Ra-
manbandenhdhen von 1 x 1072 ist die Abweichung ungefihr 107°. Diese ist so gering, dass
man sie im Vergleich zum Rauschen des Probespektrums vernachléssigen kann.

6.1.3 Detektions- und Detektorrauschen

Die Rauschquellen durch Detektion und Detektor, die im Folgenden betrachtet werden
sollen, sind: Das Schrotrauschen der Photoelektronen, das Rauschen des Dunkelstroms der
Photodioden, das Ausleserauschen der Photodioden und das Rauschen durch die A/D-
Wandlung. Das Schrotrauschen beruht auf der “Kornigkeit* des Lichtes. Die Photonenan-
zahl folgt einer Poissonverteilung. Die Photonenanzahl streut um den Mittelwert der Pho-
tonenanzahl K o0, mit der Varianz o2, . on = Kpnoton [212]. Diese iibertriigt sich durch
die Detektion auf die Photoelektronen [212|. Dabei ist jedoch die Quanteneffizienz des De-
tektors n (siehe Abbildung 5.3) zu beriicksichtigen. Der Mittelwert der Photoelektronen ist

demnach K ceptron = nﬁphot,m und die Standardabweichung o gicktronsy = V K ciektron. Eine
hohere Quanteneffizienz fiihrt zu einem niedrigeren relativen Rauschen der Photoelektro-
nen. Uber die A/D-Wandlung entsprechen K gexron Elektronen Keounis = K etertron /4762
“Counts”, den Digitalisierungsschritten der A/D-Wandlung. Die Standardabweichung der
Photoelektronen o jepiron entspricht dann der Standardabweichung in Digitalisierungsschrit-

ten:
(095%) =\ K ctertron/AT62 = \/ K counts /4T62. (6.10)

Das Schrotrauschen ist eine fundamental physikalische untere Grenze fiir das Rauschen der
gesamten Messung. Im Idealfall versucht man eine “Schrotrausch-begrenzte Messung zu
realisieren. Das bedeutet, dass das Schrotrauschen die anderen Rauschbeitrdge dominiert.

Unabhéangig vom Licht werden in der photosensitiven Verarmungszone der Photodioden
Elektron-Loch-Paare erzeugt, die als Dunkelstrom registriert werden. Dieser Dunkelstrom
ist eine Rauschquelle. Eine weitere Rauschquelle ist das Ausleseereignis, bei dem die in
der Kapazitit der Photodiode angesammelten Elektronen zum A /D-Wandler gefiihrt wer-
den. Der Hersteller der Photodiodenzeilen (Hamamatsu) schitzt alle Rauschquellen die
mit Dunkelstrom und Ausleseereignis verbunden sind fiir die Photodiodenzeile S3901 mit
ca. 3391.3 Elektronen ab [203]. Eine Messung der Standardabweichung des Dunkelstroms
(O“bs ) ergibt jedoch 2.7 “Counts”, das entspricht ca. 12857 Elektronen.

readout
Dieses Messergebnis umfasst auch schon das Rauschen durch die A /D-Wandlung. Der

A/D-Wandler der TEC 5 Ausleseelektronik hat eine Dynamik von 16 Bit. Die Ladung, die
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in der Kapazitiit der Photodiode gespeichert war, wird iiber den A /D-Wandler in 2'¢ Stufen
digitalisiert. Eine Stufe entspricht bei einer maximalen Ladung von 50 pC pro Photodiode
50 pC/65536 = 7.63 x 10719 C = 4762 ¢~. Nimmt man an, dass das Digitalisierungs-
rauschen einer Stufe gleichverteilt ist, d.h. jeder Digitalisierungsfehler innerhalb der Stufe
gleich wahrscheinlich, ergibt sich fiir die Standardabweichung des Digitalisierungsrauschen
O A /D [206]4:
Az
o4/p = - (6.11)

A = 4762 e~ entspricht einer Digitalisierungsstufe. Die Standardabweichung des Signals
durch das A /D-Wandlerrauschen entspricht demnach ca 1375 e~ oder ca. 0,3 “Counts", ist
also vergleichsweise niedrig.

6.2 Signal-zu-Rauschverhaltnis eines Ramanspektrums

Das Signal-zu-Rauschverhiltnis SNR ist eine wichtige Grofse, um ein Messsystem zu charak-
terisieren. Es existieren jedoch unterschiedliche Definitionen dieser Grofe auf®. Innerhalb
dieser Arbeit soll, wenn vom Signal-zu-Rauschverhéltnis eines Ramanspektrums gespro-
chen wird, folgende Definition gelten:

Rband
SNR — _Ppeak (6.12)
Obase

Das Signal-zu-Rauschverhéltnis SNR ist also hier das Verhéaltnis des Spitzenwerts der re-
lativen Amplitude einer Ramanbande RZ‘;Z,‘: zu der Standardabweichung der Grundlinie
des Ramanspektrums oy, sein. Damit eine Ramanbande also solche richtig erkannt wird,
geniigt jedoch nicht, dass das Signal-zu-Rauschverhéltnis grofer als 1 ist. Die Wahrschein-
lichkeit, dass eine statistische Abweichung eines Pixel des Spektrums iiber die einfache
Standardabweichung hinausreicht, ist betrachtlich. Die Wahrscheinlichkeitsrechnung gibt
dafiir eine Irrtumswahrscheinlichkeit an. Die Irrtumswahrscheinlichkeit fiir das Uberschrei-
ten der einfachen Standardabweichung ist 15 Prozent [205, 213]. A. Rose hat ein Kriterium
fiir das SNR [213] gefunden, welches bei bildgebenden Verfahren haufig Anwendung findet.
Dieses besagt, dass die Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als das Inverse der Pixelanzahl
sein sollte. Dadurch sollte im statistischen Mittel das Spektrum weniger als einen Pixel
enthalten, welcher félschlicherweise eine Ramanbande anzeigt. Die verwendete Diodenzeile
besitzt 512 Pixel. Die Irrtumswahrscheinlichkeit sollte also kleiner als 1/512 = 1.95 x 1073
sein. Dies ist bei einem Signal-zu-Rauschverhéltnis von 3 der Fall. Die Irrtumswahrschein-
lichkeit betriigt dann 1.3 x 1073 [214]. Jedoch ist auch das Signal selbst dem gleichen
Rauschen unterworfen, so dass es félschlicherweise unter der SNR-Schwelle liegen kann.
Rose empfiehlt deswegen das Kriterium héher um ein Sigma hoher zusetzen [213|. In 85

4Der Faktor 12 ist bezeichnend fiir das Verhéltnis der Varianz zur Breite einer gleichverteilten Wahr-
scheinlichkeitsgrosse.
Svgl. Abschnitt 6.1.2
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Prozent aller Fille liegt dann die Ramanbande iiber dem Schwellwert. Da sich eine Ra-
manbande in der Regel iiber mehr als drei Pixel erstreckt, kann man das Kriterium fiir das
SNR {iber die statistische Mittelung, um die Wurzel von drei abmildern. Das Kriterium fiir
eine erkennbare Ramanbande und damit fiir die Sensitivitdt des Experiments lautet dann:

4
SNR > — = 2.3 6.13
7 (6.13)
Dieses Kriterium findet im nachsten Abschnitt 6.3 Verwendung, um die benétigte Integra-
tionszeit fiir eine Messung eines Ramansignals abzuschétzen.

6.3 Das Rauschen des Experiments

abs

Die absolute Standardabweichung des Messsignals (aa”) in Abhéngigkeit der Zahlrate

K counts ist die geometrische Summe der absoluten Standardabweichung der Laserampli-
tude (a%’jf) nach Gleichung 6.6, der absoluten Standardabweichung des Schrotrauschens
(agl}@) nach Gleichung 6.10 und des durch Dunkelstrom und Ausleseelektronik bedingten

Ausleserauschen (o2, ) (siche Abschnitt 6.1.3):

readout

(028) (Roounts) =/ (085)” + (025) + (0%500)°
— (6.14)

T Kcoun S
:\/ (7.25 x 10—5K,mt8)2 + 476; +(2.7)?

Die relative Standardabweichung einer Messung (crglell) folgt aus dieser Gleichung durch

Teilen durch die Zahlrate fphot(m der Messung:

J— O-;zbs (F o
(Uglell) (Kcounts) :( ll_) phot )

Kphoton
@) + () + (07’ (6.15

1 2.7 \?
=/ (725 x 105)° + ———— + (— >
4762Kcounts Kcounts

Nach diesen Gleichungen ist fiir Zéhlraten kleiner als 34973 das Ausleserauschen der grofste
Beitrag zum gesamten Rauschen eines Pixels. Im Bereich von 34973 bis 39952 “Counts® ist
das Schrotrauschen der Messung der hochste Term in den Gleichungen 6.14 und 6.15. Erst
ab 39952 Zahlschritten ist das Laseramplitudenrauschen grofer als die anderen Beitrige.
Es gilt jedoch zu beachten, dass schon ab ca. 30000 “Counts” alle Beitrdge d&hnliche Wer-
te aufweisen (vgl. Abbildung 6.3 (b)) und damit auch gleichwertig zum Gesamtrauschen
beitragen. Das Ausleserauschen wird ab 35000 “Counts* von den anderen Rauschquellen
dominiert.
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Abbildung 6.3: Rauschen und Rauschbeitrige zum Messsignal.

(a) Die iiber den zentralen Wellenldngenbereich (756-833 nm) gemittelte relative Stan-
dardabweichung des Probespektrums (schwarze Quadrate) gegen die gemittelte Zahlrate
der Pixel in diesem Bereich. Auferdem sind die einzelnen theoretischen Beitrige zum Rau-
schen, das Ausleserauschen (durchgezogene, schwarze Linie, nach Abschnitt 6.1.3), das
Schrotrauschen (rote Linie, vgl. Gleichung 6.10) und das Laseramplitudenrauschen (ge-
strichelte, schwarze Linie 6.1.1) dargestellt. Zum Vergleich mit der Messung ist die geo-
metrische Summe aller Beitrdge nach Gleichung 6.15 (griine Linie) und die geometrische
Summe aus Schrotrauschen und Ausleserauschen (blaue Linie) dargestellt.

(b) Die absolute Standardabweichung des Probespektrums (obere schwarze Linie) gegen
die Wellenlénge. Auferdem sind jeweils die absoluten Grofen wie in (a) dargestellt. Der
Spitzenwert des Spektrums der Messung waren ca. 60000 “Counts®. Der starke Anstieg der
Standardabweichung im Fliigel des Spektrums bei ca. 680 nm liegt vermutlich an einem
hoheren Laseramplitudenrauschen bei der dort liegenden spektralen Kante im Probespek-
trum.

Wenn man das ungefilterte Probespektrum zur Abfrage des Ramaneffektes benutzt,
fiihrt die Form des Spektrums zu unterschiedlichen Rauschbeitrdgen in Abhéngigkeit der
Wellenldnge (siche Abbildung 6.3 (b)). Wenn die Lichtleistung so eingestellt wird, das
der spektrale Spitzenwert nahe der Séttigung der Diodenzeile (ca. 60000 “Counts”) liegt,
so dominiert in den Randbereichen des Spektrums das Ausleserauschen. Der spektrale
Bereich, in dem Schrotrauschen und Laseramplitudenrauschen das Rauschen dominieren,
reicht von 725 nm - 825 nm, das entspricht den Ramanverschiebungen von 3600 cm~! bis
1917 ecm~!. Wenn man den Bereich beriicksichtigt bei dem das Rauschen schon durch die
Lichteinstrahlung beeinflusst reicht der spektrale Bereich von 700 nm - 850 nm oder entspre-
chend von 4081 cm ™! bis 1560 cm™!. Damit ist der Rauschbeitrag gerade in dem wichtigen
“Fingerprint“-Bereich (1000 cm™! bis 1500 cm™') des Spektrums durch das Ausleserau-
schen begrenzt. Bei dieser Messung wurde die Hamamatsu-Diodenzeile S3901 verwendet.
Da die Quanteneffizienz der Hamamatsu-Diodenzeile S8380 im nahinfraroten Spektralbe-
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reich deutlich hoher ist (sieche Abbildung 5.3), weitet sich fiir diese Zeile der lichtdominierte
Rauschbereich mehr ins Nahinfrarote. Uber Mittelung kann das Rauschen des gemittelten
Messsignals im Vergleich zur Einzelmessung verringert werden (siehe Abbildung 6.4). Die
Standardabweichung sollte fiir eine normalverteilte Zufallsgrofe mit der Wurzel der An-
zahl der Messungen N abnehmen. Da eine Messung eine Millisekunde dauert, entspricht
die Integrationszeit in Millisekunden der Anzahl der Messungen. Die Messung der Stan-
dardabweichung der Grundlinie des Ramanspektrums im lichtdominieten Rauschbereich
in Abhéngigkeit von der Anzahl der Mittelungen zeigt annédhernd dieses Verhalten: Die
logarithmische Auftragung der Messwerte ergibt eine Steigung von ca. -0.45.

Auch die Sensitivitét nach dem Kriterium von Rose (siche Abschnitt 6.2) des Experi-
ments steigt mit der Integrationszeit einer Messung. Die minimal messbare Ramanbanden-
héhe RY? in Abhingigkeit der Integrationszeit in Millisekunden N folgt der Gleichung:

log R = —3.43 — 0.451log N (6.16)
Fiir die geringste Messzeit von 2 ms kénnen mit der Hamamatsudiodenzeile S 3901 nur
Ramanbanden mit einer Peakhdhe von mindestens 2.7 x 10™* erkannt werden. Bei einer
Messzeit von 100 ms liegt die Grenze bei 4.7 x 107°, bei einer Messzeit von 1 Sekunde
bei 1.7 x 107°. Fiir Einzelkanal-SRS Messungen wurden Ramanbandenhéhen von 1 x 1077
in einer Messzeit von 1 Sekunde berichtet [108]|. Der Vergleich mit Multiplex-CARS Auf-
bauten und konventionellen Ramanmethoden ist komplizierter, da dort absolute Signale
gemessen werden. Um die Sensitivitdten zu vergleichen muss das SNR konkreter Raman-
banden verglichen werden.
Eine Anmerkung zum Algorithmus:
Momentan werden schon im Messprogramm die einzelnen Segmente mit jeweils den N
Messwerten fiir jede Modulationsperiode gemittelt, damit die Messdaten am Ende mog-
lichst wenig Speicherplatz in Anspruch nehmen. Man kann aber eine geringere Varianz des
Messwertes bei gleicher Messzeit erreichen, wenn man jede einzelne Messung abspeichert
[198]: Hat man zum Beispiel K Modulationsperioden mit dem bisherigen Messprogramm
aufgenommen, so sinkt die Standardabweichung des Messwerte mit der Wurzel von K. Fiir
eine geringere Abweichung ist es angezeigt, die Messwerte nicht disjunkt in Intervalle zu
zerlegen, sondern Segmente zu bilden, die sich teilweise iiberlappen [198|. Nahezu optimal
ist jedes Segment zur Hilfte mit dem vorherigen zu iiberlappen [198]. Die Standardab-
weichung ist in diesem Fall proportional der Wurzel von ca. 18K /11 [198]. Bei gleicher
Messzeit gewinnt man so einen Faktor von ungefihr v/2 im SNR.
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Abbildung 6.4: Das rauschequivalente Signal in Abhéngigkeit von der Anzahl der Messun-
gen fiir die Hamamatsu Diodenzeile S3901 (siehe Abschnitt 5.4.1)und den Ultradetektor
(siche Abschnitt 5.4.3). Da eine Messung bei der Hamamatsudiodenzeile eine Millisekunde
dauert, entspricht die Integrationszeit in Millisekunden bei diesem Detektor der Anzahl
der Messungen. Als rauschequivalentes Signal wurde die relative Standardabweichung der
Grundlinie des Ramanspektrums im zentralen Bereich des Ramanspektrums bestimmt.
Die roten Symbole entsprechen Messungen mit der Hamamatsu Diodenzeile: Quadrate-
referenzierte Messmethode; Dreieck, Spitze nach oben-“Phasestepping” Ser Zyklus; Dreieck,
Spitze nach unten-“Phasestepping* 7er Zyklus. Die blauen Vierecke stellen Messwerte mit
dem “Ultra“ -Detektor der Firma Quantum Detectors da. Zum Vergleich ist als theoretische
Untergrenze das Photonenschrotrauschen fiir beide Detektoren (Hamamatsu: rote, durch-
gezogene Linie; Quantum Detectors: blaue Linie) angegeben. Diese Grenze konnte nur bei
einer Quanteneffizienz von 1 erreicht werden. Deswegen ist auch das Schrotrauschen der
Photoelektronen fiir den Hamamatsudetektor (rote gestrichelte Linie) angegeben. Die an-
genommene Lichtleistung entspricht bei dem Hamamatsudetektor ca. 37000 “Counts* oder
7.62 x 10® Photonen, bei dem “Ultra“-Detektor 3.26 x 10° Photonen. Die Sensitivitéitsgrenze
des Experimentes nach Rose (sieche Abschnitt 6.2) in Abhéngigkeit der Messzeit ist fiir den
Hamamatsudetektor dargestellt (griine Linie).
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Kapitel 7

Ramanspektroskopie und
Ramanmikroskopie mit dem

MHz-FSRM Aufbau

Der bis hierhin beschriebene Aufbau soll der Ramanmikroskopie dienen (siche Kapitel 1).
Dabei wird der stimulierte Ramaneffekt zur Kontrastgebung verwendet. Dieser soll eine
im Vergleich zur konventionellen Ramanmikroskopie schnellere Bildgebung ermdéglichen
(siche Abschnitt 1.4). Im Gegensatz zu vielen einkanaligen Ansétzen zur stimulierten Ra-
manmikroskopie (siehe Abschnitt 1.4.1) wird hier aber nicht auf die spektrale Bandbreite
der konventiontellen Ramanmikroskopie verzichtet, wodurch die chemische Spezifitdt der
Ramanmikroskopie erhalten bleibt und gleichzeitig die Sensitivitdt der stimulierten Ra-
manmikroskopie angestrebt wird. Im folgenden Kapitel wird zunéchst auf die spektrosko-
pischen Charakteristika des Aufbaus eingegangen, wobei insbesondere einige Eigenheiten
der Femtosekunden stimulierten Ramanspektroskopie (FSRS) erarbeitet werden. Abschlie-
fend sollen zwei Beispiele die Bildgebung mit diesem Aufbau demonstrieren: Mikroskopie-
standards aus unterschiedlichen Polymeren und Epithelzellen aus dem Mundraum einer
Versuchsperson.

7.1 Ramanspektroskopie mit MHz

Die Untersuchungen der spektroskopischen Eigenschaften des Aufbaus wurden mit Hilfe
reiner Losungsmittel als Testsubstanz ausgefiihrt. Benzonitril (CgH5CN; ACROS Organics;
99+%, for spectroscopy) und Cyclohexan (CgHjp; ACROS Organics; 99+%, for spectros-
copy) wurden dafiir am héufigsten eingesetzt. Die Fliissigkeiten wurden als diinne Filme
zwischen zwei Deckgldsern untersucht (siehe Abschnitt 5.2.4). Bei Benzonitril handelt es
sich dabei um eine besonders geeignete Testsubstanz (siche Abbildung 7.1): Erstens be-
sitzt es einige sehr starke Ramanbanden (bei 999 cm ™', 1597 cm™!, 2228 cm™! |215, 188)]).
Anhand dieser Banden kann die maximale Signalintensitit justiert und optimiert werden.
Dazu miissen der értliche Uberlapp und die Polarisation der beiden Laserimpulse angepasst
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Abbildung 7.1: Stimulierte Ramanspektren der Substanzen Cyclohexan (a), Toluol (b)
und Benzonitril (c). Die gesamte Integrationszeit betrug jeweil 100 ms. Die Leistung des
Pumplasers (mit ASE Untergrund) waren 53 mW, die spektrale Breite des Pumplasers
18 cm ™!, Der Pumplaser wurde mit einem geritzten Gitter zwischen den Verstirkerstufen
spektral eingeengt (siehe Abschnitt 3.3.1).
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werden.

Zweitens sind die Ramanbanden von Benzonitril im ganzen erfassten Spektralbereich des
Experiments (800 cm ™' —3500 cm ™) spektral breit verteilt (999 cm™t, 1192 cm ™!, 1597 cm ™,
2228 em™!, 3068 cm ™! [215, 188]). Dies erlaubt die Ramanbanden fiir alle erfassten Wel-
lenzahlen des Experimentes gleichzeitig zu charakterisieren. Die Verzogerungszeit zwischen
Pump- und Probeimpuls verandert zum Beispiel die relativen Bandenhéhen eines Raman-
spektrums. Genauso kann sich die Phase zwischen Lichtmodulation und Detektion auf
diese auswirken (siche Abschnitt 5.6.2). Cyclohexan wurde verwendet, um die spektrale
Auflosung des Aufbaus zu testen (siche Abbildung 7.1). Dazu wurde die spektrale Bande
bei 2853.5 cm ™! benutzt, fiir die genaue Literaturwerte fiir Bandbreite und Bandenintegral
bekannt waren [216].

7.1.1 Spektrale Auflésung des Experimentes

Die spektrale Auflosung des Experimentes ist durch die spektrale Bandbreite des Pumpla-
sers begrenzt. Dies wurde anhand der Ramanbande bei 2853.5 cm~* von Cyclohexan iiber-
priift. Eine symmetrische CH-Streckschwingung verursacht diese Ramanbande [216]. Die
mit spontaner Ramanstreuung gemessene Bandbreite der Schwingung betrigt 10.2 cm™*
[216]. Zum Vergleich wurde das stimulierte Ramanspektrum von Cyclohexan mit dem MHz-
FSRM-Aufbau gemessen. Dabei wurde ein Gitter mit 600 Linien/mm und eine Diodenzeile
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mit 1024 Pixeln (Hamamatsu S3904-1024Q) eingesetzt. Der Spektrograph besitzt mit die-
ser Kombination eine Aufldsung, die kleiner als 4 cm ™! ist. Der Pumplaser wurde mit einer
Einzelpassvorverstarkerstufe und einem Einzelpassleistungsverstarker betrieben. Das Spek-
trum wurde zwischen beiden Stufen mit einem Circulator und einem “gechirpten” Faser-
Bragggitter (O/E Land; custom made filter; @ 977.9 nm; FWHM < 1.8 nm; dispersion
6.35 ps/nm) eingeengt. Die erwartete Linienbreite des stimulierten Ramansignals entspricht
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Abbildung 7.2: CH-Streckbereich des stimulierten Ramanspektrums von Cyclohexan
(schwarz) und Bandenanpassung. Mit einem Glattungsfilter und mit einem Savitzky-
Golayfilter wurden Pixel- zu Pixelschwankungen des Ramanspektrums gemildert. An den
CH-Streckbereich wurden mehrere Banden angepasst (Summe: rot, gestrichelt). Abgesehen
von der “Test“-Bande bei 2853 cm™! (rot) wurden drei weitere Banden (griin) benétigt. Die
ermittelte Bandbreite der “Test“-Bande betrigt 20.7 cm™?.

nach Abschnitt 4.1.2 der Faltung der spektralen Breite des Pumpimpulses mit der natiirli-
chen Linienbreite der Ramanresonanz. Diese Breite betrigt /(10.2 cm~1)2 + (18.8 cm~1)2
=21.4 cm ™!, Das gemessene Spektrum des CH-Streckbereichs von Cyclohexan ist in Ab-
bildung 7.2 dargestellt. An die Messung wurden mehrere Banden angepasst, um den ge-
samten Bereich korrekt wiederzugeben (Summe: rot, gestrichelt). Die Bandenpositionen
der angepassten Banden sind 2853.5 cm™!, 2887.2 cm™!, 2924.1 cm~! und 2939.2 cm~!.

IDiese Abschiitzung nimmt einen gaussférmigen spektralen Verlauf der Ramanbande und des Raman-
pumpimpulses an
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Nach [217] sind die Positionen bei 2853 cm™!, 2895 cm™!, 2924 cm ™" und 2939 cm™!. Die
beiden ersten Banden sind symmetrischen Streckschwingungen zugeordnet. Dabei ist die
Bande bei 2853 cm ™! der irreduziblen Darstellung a;, zugeordnet, die Bande bei 2895 cm™*
der irreduziblen Darstellung e,. Die letzten beiden Banden sind asymmetrischen CH-
Streckschwingungen zugeordnet worden [216]. Wieder besitzen beide Schwingungen eine
unterschiedliche irreduzible Darstellungen: Die Bande bei 2924.1 em™! folgt der irredu-
ziblen Darstellung e, und die Bande bei 2939.2 cm™! der irreduziblen Darstellung ay,
[217|. Die ermittelte Bandbreite der symmetrischen CH-Streckschwingung bei 2853 cm ™!
betriagt 20.7 cm~!. Das entspricht in etwa der erwarteten Breite. Die spektrale Auflésung
des Experimentes kann verbessert werden, wenn die Bandbreite des Pumpimpulses weiter
eingeengt wird. Jedoch sollte sie dabei nicht unter 10cm ™" sinken, da dann die Kombina-
tion aus 300 Linien/mm Gitter und 512 Pixel Diodenzeile die Auflésung begrenzt (siehe
Tabelle 5.1).

7.1.2 Charakterisierung der Laserimpulse mittels des Ramansi-
gnals

Der stimulierte Ramaneffekt kann zur quantitativen Charakterisierung der Impulslange
des Pumpimpulses und des “Chirps* des Probeimpulses im Fokus verwendet werden. Dies
geschieht mit Hilfe einer spektral aufgelosten, zeitlichen Kreuzkorrelation zwischen Pump-
und Probeimpuls. Diese Art der Charakterisierung entspricht einer XFROG-Technik [218]
und wurde auch schon mit Hilfe nichtresonanter CARS (sieche Abschnitt 1.3.2) demonstriert
[219]. Die Ankunft des Pumpimpulses am Probenort wird mit Hilfe einer Verzégerungs-
strecke gegeniiber der Ankunft des Probeimpulses um eine Zeitspanne 7 variiert und jeweils
ein stimuliertes Ramanspektrum der Probensubstanz aufgenommen. Das so aufgenomme-
ne “Kreuzkorrelationssignal“ I(7,w) ist sowohl von der Verzigerungszeit 7 als auch der
Frequenz w abhangig.

In Abbildung 7.3 ist die Kreuzkorrelation mit Benzonitril als Probensubstanz darge-
stellt. Die einzelnen Ramanbanden des Spektrums erscheinen in der Kreuzkorrelation zeit-
lich versetzt. Dies ist auf die Gruppengeschwindigkeitsverzogerung des Probeimpulses auf-
grund der Dispersion des Lichtes im Glas des Objektives und in der Luft zuriickzufiihren.
Die niedrigen Frequenzen des Probespektrums befinden sich zeitlich in der vorderen Flanke
des Probeimpulses, die Hoheren in der hinteren Flanke. Fiir niedrigere Verzogerungszeiten
erreicht der Probeimpuls die Probensubstanz vor dem Pumpimpuls. Die abfallende Flanke
des Probeimpulses iiberlagert sich dann vor der steigenden Flanke mit dem Pumpimpuls.
Damit erscheinen die hochfrequenten Ramanbanden zuerst bei den kiirzeren Verzégerungs-
zeiten. Ist die Bande bei 3068 cm™' maximal, erreicht die Bande bei 999 cm~! nur noch
88 Prozent ihres maximalen Spitzenwertes. Ist jedoch die Bande bei 999 cm™" maximal,
sinkt der Spitzenwert der Bande bei 3068 cm™! sogar auf 41 Prozent des maximalen Spit-
zenwertes.

1

Die Gruppengeschwindigkeitsdispersion (GVD, siehe 2.1.3) kann anhand der Position
der Maxima der Ramanbanden abgeschétzt werden. Diese folgen dem Verlauf der momen-
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Abbildung 7.3: Konturdarstellung des Ramansspektrums von Benzonitril in Abhéngigkeit
von der Verzogerungszeit zwischen Probe- und Pumpimpuls. Bei der Zeit 7 = 0 erreicht
der Probeimpuls die Probe vor dem Pumpimpuls, bei hohen Verzégerungszeiten erreicht
der Pumpimpuls die Probe zuerst. Das maximale Signal der einzelnen Ramanbanden in
Abhéngigkeit von der Zeit hingt vom Frequenzgang des Probeimpulses ab. Die rote Linie
stellt eine lineare Anpassung an die Spitzenwerte der Ramanbanden dar.

tanen Frequenz des Probeimpulses w(7) (vgl. Gleichung 2.7). Ndhert man die temporale
Phase des Probeimpulses mit einem rein quadratischen Term, so folgt ein linearer Ver-
lauf der momentanen Frequenz. Die Steigung der momentanen Frequenz entspricht dann
der zweiten Ableitung der Phase nach der Zeit ¢”(¢). Fiir den Wert der spektralen Phase
zweiter Ordnung ¢o(wo) im Verhéltnis zu der Impulsdauer 7 gilt nach Gleichung 2.13:

So kann die spektrale Phase ¢, direkt aus der temporalen Phase ¢” abgeleitet werden:

1
o

Die reziproke Steigung der instantanen Frequenz als Funktion der Verzogerungszeit ent-
spricht somit der GVD des Impulses. In Abbildung 7.3 ist als rote Linie eine lineare An-
passung an die Maxima der Ramanbanden bei den Schwingungsfrequenzen von Benzonitril

03} (7.1)



108 7. Ramanspektroskopie und Ramanmikroskopie mit dem MHz-FSRM Aufbau

bei 999 cm~!, 1192 cm™!, 1597 em™t, 2228 ecm~! und 3068 cm~!. Die Steigung betrigt
—2993.5 cm ™! /ps. Das entspricht einer Gruppengeschwindigkeitsdispersion von 1773 fs?.
Den grofiten Beitrag zu diesem Wert leistet das Objektiv (Fluar, Zeiss, 20x/0.75). Der
Hersteller gibt fiir dieses Objektiv einen Wert von 1675 fs* an [220]. Die kleine Differenz
der Werte kann zum Teil auf die GVD in der Luft (ca. 54 fs®) zuriickgefiihrt werden. Im Ver-
gleich zu der Dispersion anderer in der Laser- und Fluoreszenzmikroskopie gebrauchlicher
Objektive ist dieser Wert gering (vgl. Tabelle im Anhang C.1).

Die Pumpimpulsdauer am Probenort kann direkt aus dem Zeitverlauf einer einzelnen
Ramanbande abgelesen werden (siehe Abb. 7.4). Die volle Halbwertsbreite betrug ca. 1.5 ps.

norm. Raman loss

-8...-6..-4 —2...0...2

o
N

time delay [ps]

Abbildung 7.4: Normiertes Ramanbandensignal in Abhéngigkeit der Verzogerungszeit zwi-
schen Probe- und Pumpimpuls. Die rote Linie stellt das maximale Ramanverlustsignal der
CH-Streckbande einer durchsichtigen Haushaltsfolie dar. Die schwarze Linie zeigt der nor-
mierte zeitliche Verlauf des Integrals iiber jene Bande, die griinen Linien zeigen das Signal
fern der Ramanresonanz. Beim Zeitnullpunkt erreicht der Pumpimpuls die Probe vor dem
Probeimpuls, bei hohen Verzogerungszeiten (> 8.25 ps) erreicht der Probeimpuls die Probe
zuerst. Der Nullpunkt der Zeit ist willkiirlich gesetzt.

Der Impuls erscheint bei dieser Messung lédnger als bei der Autokorrelation (bestimmte
Impulsdauer: 0.9 ps, siehe Abschnitt 3.2.5). Der Einfluss der Dispersion des Objektives und
der strahlaufweitenden Linsen auf die Impulsdauer eines derart schmalbandigen Impulses
ist jedoch vernachléssigbar gering. In der Kreuzkorrelation sieht man zudem einen langen
zeitlichen Fliigel des Pumpimpulses. Die Autokorrelation ist prinzipiell nicht in der Lage
eine assymetrische Impulsform zu ermitteln. Die Diskrepanz der Halbwertsbreiten mag auf
die angenommene Impulsform bei der Autokorrelation zuriickgefiithrt werden.
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7.1.3 Linienform der Ramanbanden bei der FSRS

Ein genauerer Blick auf die Bandenform einer einzelnen Ramanbande in Abhéngigkeit
von der Verzogerungszeit zwischen Pump- und Probeimpuls ermoglicht eine qualitative
Aussage iiber die Gruppengeschwindigkeitsdispersion des Ramanpumpimpulses. In Abbil-
dung 7.5 ist diese Anhéngigkeit exemplarisch anhand der Ramanbande von Benzonitril
bei 2228cm™! fiir zwei unterschiedliche spektrale Breiten des Pumpimpulses gezeigt. Wie
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Abbildung 7.5: Linienform der 2228 cm~! Bande von Benzonitril bei unterschiedlichen
Verzogerungszeiten. Der Farbverlauf spiegelt die zeitliche Ordnung der Spektren wieder
(schwarz: Probe vor Pump; hellblau und tiirkis: Pump und Probe zugleich; griin bis orange:
Pump vor Probe) (a) Der Unterschied der Verzogerungszeit zweier aufeinanderfolgenden
Spektren betrigt 334 fs. Die spektrale Breite des Pumpspektrums betrigt 58 cm™!. Die
Einhiillende aller Ramanspektren (rot) besitzt eine spektrale Breite von 64 cm™! (b) Der
Unterschied der Verzogerungszeit zweier aufeinanderfolgenden Spektren betrégt 267 fs. Die
spektrale Breite des Pumpspektrums betrigt 18 cm ™!,

Abschnitt 4.1.2 dargelegt ist die Ramanbande schméler, wenn der Probeimpuls die Probe
vor dem Pumpimpuls erreicht. Gleichzeitig sieht man anhand der Verdanderung der Wel-
lenzahl des Spitzenwertes der Ramanbande den “Chirp* des Pumpimpulses. Wie man bei
normaler Dispersion erwartet, sind die niedrigen Frequenzen vor den hohen Frequenzen
am Probenort. Die spektrale Breite der Einhiillenden der Ramanspektren des gesamten
Zeitverlaufs entspricht in etwa der spektralen Breite des Pumpimpulses (vgl. Abb. 7.5 (a)).
Der negative Fliigel an der hochfrequenten Seite der Ramanbande ist ebenfalls ein Indiz
fiir den “Chirp* des Pumpimpulses (vgl. Abschnitt 4.1.2). Die beschriebenen Effekte des
“Chirp* sind bei einer spektralen Breite des Pumpimpulses von 18 cm ™! nur noch schwach
zu erkennen (vgl. Abb. 7.5 (b)).
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7.1.4 Ramanspektren mit der “Phasestepping“-Methode

In Abschnitt 5.6 wurde dargelegt, dass die “Phasestepping“-Methode die addquate Messme-
thode fiir die Detektion mit der S3901 bzw. S3830 Diodenzeile von Hamamatsu darstellt.
Dies soll hier im Vergleich zur Messung mit der referenzierten Messmethode (siehe Ab-
schnitt 5.6.2) anhand von Ramanspektren der Testsubstanz Benzonitril dargestellt werden.
Um den systematischen Messfehler der referenzierten Methode zu illustrieren, wurden Spek-
tren unter Variation der Zeit zwischen Lichtmodulation und Ausleseereignis aufgenommen
(siche Abbildung 7.6 (a)). Fiir niedrige Zeiten sind auschliefslich die CH-Streck-Bande und
die Nitrilbande erkennbar. Diese Banden nehmen fiir hohere elektronische Verzégerungs-
zeiten ab, wihrend die Banden des Benzolrings erscheinen. Bevor die “Rollings-Shutter®-
Problematik erkannt wurde, wurden die meisten Spektren mit einer Verzogerungszeit von
340 ps aufgenommen. Bei dieser Verzogerungszeit sind die notorisch niedrigen “Finger-
print“-Banden gerade maximal.
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Abbildung 7.6: Ramanspektrum von Benzonitril mit der “Phasestepping“-Methode. (a)
Darstellung des Phasenfehlers der referenzierten Messmethode (siehe auch Abschnitt 5.6.3)
anhand des Spektrums von Benzonitril. Die rote Linie markiert den theoretischen Verlauf
des maximalen Ramansignals in Abhéangigkeit von der Verzogerung zwischen Lichtmodula-
tion und Ausleseereignis. (b) Die Einhiillende der Ramanspektren des Zeitverlaufs von Abb.
(a) (schwarz) im Vergleich mit der Messung des Ramanspektrums mit der “Phasestepping®-
Methode (rot: Dreier-Zyklus, griin: Fiinfer-Zyklus, blau: Siebener Zyklus).

Bei der “Phasestepping-Methode ist der Phasenfehler deutlich minimiert. In Abbil-
dung 7.6(b) ist die Einhiillende aller Zeitverzogerungen aus Abbildung 7.6(a) dargestellt
(schwarz, durchgezogen)?. Diese deckt sich mit den Messungen des Ramanspektrums von
Benzonitril, welche mit der “Phasestepping“-Methode gemessen wurden (rot: 3er-, griin:

’Die Einhiillende ist hier als der Maximalwert aller Zeitverzogerungen bestimmt worden.
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Ser-, blau: Ter-Zyklus). Fiir die Messung des Ramanspektrums mit der “Phasestepping-
Methode ist jedoch keine Veréinderung der Verzogerungszeit von Noten. Die Aufnahmezeit
und der experimentelle Aufwand sind dadurch deutlich verringert.

7.1.5 Vergleich des spontanen Ramanspektrums mit dem stimu-
lierten Ramanspektrum von Benzonitril

In der Literatur zur Anwendung des stimulierten Ramaneffektes als Kontrastmechanismus
in der Mikroskopie wird héufig das stimulierte Ramanspektrum eines Testmolekiiles mit
dessen spontanen Ramanspektrum verglichen [17, 106, 108, 120]. Beide Spektren werden
in einem auf 50 cm™! [17] bis 200 cm™" [106, 108] eingeschriinkten spektralen Bereich so
iibereinandergelegt, dass sich ihr Verlauf deckt. Daraus wurde der Schlufs gezogen, dass die
beiden Spektren identisch wéren [67]|. Dies kann nur unter Beriicksichtigung der jeweiligen
experimentellen Umstéande gelten. Sowohl der spontane als auch der stimulierte Ramanef-
fekt besitzt eine grundséitzliche und unterschiedliche Abhéngigkeit von den Frequenzen der
beteiligten Lichtfelder (siche Abschnitt 4.1.1). Je nach Detektionsgeometrie des spontanen
Ramanspektrums ist auch der Einfluss der Depolarisation der Ramanbande auf die Ban-
denhdhe anders als bei der stimulierten Ramanstreuung (siche Abschnitt 4.1.1). Zudem
konnen sich die Spektren auch nur bei vergleichbarer, instrumenteller spektraler Auflo-
sung gleichen. Ist diese nicht gewéhrleistet, ist es sinnvoller das jeweilige Bandenintegral
zu vergleichen.

Der MHz-FSRM Aufbau bietet die Méglichkeit, das stimulierte Ramanspektrum einer
Testsubstanz von ca. 900 cm™! bis 3500 cm™! mit dem spontanen Spektrum zu verglei-
chen, was anhand des Ramanspektrums von Benzonitril angestellt wurde. Die Vorteile von
Benzonitril als Testsubstanz wurden oben genannt (siehe Abschnitt 7.1). Zum Vergleich
wird ein spontanes Ramanspektrum von Benzonitril aus der Literatur verwendet (Siehe
Abbildung 7.7(a), Daten entnommen aus Ref. [188]). Dieses Spektrum wurde mit einer
Anregungswellenléinge von 514.5 nm mit einem Coderg PHO Ramanspektrometer aufge-
nommen [188]. Die spektrale Auflésung betrug 2 cm™~!. Der Detektor stand senkrecht zur
Polarisationsrichtung des anregenden Laserlichtes [188]. Das Streulicht wurde ohne ana-
lysierenden Polarisator gemessen [188|. Das stimulierte Ramanspektrum wurde mit der
“Phasestepping-Methode gemessen und iiber eine Verzogerungsbereich zwischen Pump-
und Probeimpuls von 3.3 ps gemittelt (siche Abbildung 7.7(b)).

Die spektrale Auflosung des stimulierten Ramanspektrums betrigt ca. 20 cm™!. Des-
wegen sind jeweils die Doppelbanden (siehe spontanes Ramanspektrum, Abbildung 7.7)
bei 1000 cm ™! und bei 1190 cm ™! nicht aufgeldst. Die unterschiedliche spektrale Auflésung
der Spektren fiihrte auch zu unterschiedlichen Ramanbandenhéhen. Die hochste Bande
des spontanen Spektrums ist die spektral sehr schmale Bande bei 1005 cm ™!, wihrend im
stimulierten Spektrum die Bande bei 2228 cm™! deutlich hoher ist.

Deswegen eignen sich die Bandenintegrale besser, um die Ramanbandenintensitét des
spontanen Ramanspektrums mit der des stimulierten Spektrums zu vergleichen. Die Ra-
manbanden beider experimenteller Spektren wurden integriert. Fiir den Vergleich mit dem
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Abbildung 7.7: Normiertes spontanes und stimuliertes Ramanspektrum von Benzonitril.
Das spontane Ramanspektrum in (a) wurde aus Ref. [188] entnommen und auf die hoch-
ste Bande normiert. Das dargestellte, stimulierte Ramanspektrum wurde zum einen iiber
unterschiedliche Verzogerungszeiten zwischen Pump- und Probeimpulses integriert zum an-
deren mit der “Phasestepping-Methode gemessen. Damit werden die systematischen Feh-
ler, die in den Abschnitten 7.1.2 und 7.1.4 dargestellt wurden, vermieden. Das stimulierte
Ramanspektrum wurde auch auf die hochste Bande normiert.

stimulierten Spektrum wurden die Bandenintegrale der Doppelbanden im spontanen Spek-
trum aufsummiert. Diese Bandenintensitaten wurden fiir beide Spektren entsprechend ihrer
intrinsischen Frequenzabhéngigkeit korrigiert (siche Gleichungen 4.12 und 4.13). Beim sti-
mulierten Ramaneffekt wirkt die Polarisation des Probelichts als Polarisationsanalysator
fiir das Streulicht. Ein solcher war bei der Messung des spontanen Ramanspektrums nicht
vorhanden. Der Depolarisationsgrad p einer Bande ermoglicht eine Korrektur dieses Unter-
schiedes nach Gleichung 4.17. Das stimulierte Ramanspektrum wurde entsprechend dieser
Gleichung und den in Ref. [188] fiir die einzelnen Banden angegebenen Depolarisationsgra-
de korrigiert.

Die korrigierten und normierten Ramanbandenintensititen des spontanen Spektrums
und des stimulierten Spektrums sind in Abbildung 7.8 dargestellt. Die Ramanbandeninten-
sitdt des stimulierten Spektrums ist bei der CH-Streckbande hoher als die des spontanen
Spektrums, die aromatische Atemmode des stimulierten Spektrums ist niedriger als die des
spontanen Spektrums. Die Diskrepanz zwischen den dufleren Banden des Spektrums be-
lauft sich auf einen Faktor von 4. Die Ursache dieser Abweichung ist derzeit nicht bekannt.
Zum Vergleich wurden mit quantenmechanischen Methoden® die differentiellen Raman-
querschnitte von Benzonitril berechnet. Die berechneten Ramanintensititen decken sich in

3Die optimierte Geometrie und die Orbitale wurden mit dem Turbomole Programm Packet [221] be-
rechnet. Die Rechnung beruht auf dem DFT (density functional theory) Vefahren. Es wurde dabei das
Funktional BSLYP und der Basissatz 6 — 311 + G** verwendet. Die Normalmoden und Streuquerschnitte
wurden daraufhin mit dem Programm SNF bestimmt [222].
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(a) Normierte und korrigierte Ramanintensitidten (b) Relative Abweichung der Ramanintensitiat der
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Abbildung 7.8: Vergleich der Ramanbandenintenstitdt von spontaner und stimulierter
Ramanstreuung. Die Ramanbandenintensitédt der SRS und der spontanen Ramanstreuung
wurde aus dem Bandenintegral der experimentell bestimmten Spektren (siehe Abbildung
7.7) gewonnen. Die Frequenzabhéngigkeit der SRS und der spontanen Ramanstreuung
wurden nach den Formeln 4.12 und 4.13 korrigiert. Die Ramanintensitat der SRS wurde
entsprechend seiner Abhédngigkeit vom Depolarisationsverhéltnis so skaliert, dass sie mit
der spontanen Ramanintensitit vergleichbar ist. Die gerechneten Ramanintensitéten (griin
in (a)) ergeben sich aus den frequenzkorrigierten, errechneten Ramanstreuquerschnitten
der einzelnen Ramanbanden.

etwa mit den Ramanintensititen der spontanen Ramanstreuung.

7.2 Ramanmikroskopie mit dem MHz-FSRM Aufbau

Die in diesem Kapitel dargestellten Ramanmikroskopischen Abbildungen stellen erste Ver-
suche der Bildgebung mit dem MHz-Aufbau dar. Sie dienen der Demonstration der Lei-
stungsfahigkeit des Aufbaus. Die wissenschaftliche Fragestellung bezieht sich also weniger
auf die dargestellten Proben, als auf die realisierten Kennwerte der Ramanmikroskopie.

Die Datensitze zur Ramanmikroskopischen Bildgebung wurden wie folgt aufgenommen:
Zunéachst wurde der Aufbau mit einer Benzonitril-Probe justiert. Besonderer Wert wurde
auf die Darstellung der niederfrequenten Banden gelegt. Daraufhin wurde die abzubilden-
de Probe an den Probenort gelegt. Mit Hilfe einer CCD Kamera und einer gewohnlichen
Lampe wurde mit einer Transmissionsweitfeldaufnahme der Probe der abzubildende Be-
reich festgelegt. Dieser Bereich wurde in dquidistanten Schritten abgerastert. Dabei wurde
der Rastertisch unidirektional verfahren, d.h. die Richtung, mit der eine Spalte des Bildes
abgerastert wurde, wurde immer beibehalten. Bei jedem Bildpunkt wurde ein referenzier-
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tes Ramanspektrum (sieche Abschnitt 5.6.2) aufgenommen. Der so erhaltene Datensatz hat
zwei Raumdimensionen und eine spektrale Dimension. Um ein Bild zu erzeugen, muss die
spektrale Dimension mit einer geeigneten Methode auf die Raumdimensionen projeziert
werden. Es wurden zwei Methoden angewandt:

e Fiir die Auswertung des Datensatzes einer Epithelzelle eine univariate Methode, nam-
lich die Integration der CH-Streckbande (siche Abschnitt 7.2.2)

e fiir die Auswertung von Mikroskopiestandards aus unterschiedlichen Polymeren eine
multivariate Methode, die auf einer Hauptwertanalyse des Datensatzes beruht (siehe
Abschnitt 7.2.1)

Bei beiden Methoden entsteht ein sogenannter “chemischer Kontrast”, der auf der che-
mischen Selektivitdt des Ramaneffektes beruht.

7.2.1 Ramanbildgebung von Polymermikroskopiestandards anhand
einer Hauptwertanalyse

Schon am Anfang der Renaissance der kohérenten Ramanmikroskopie wurden Polymer-
mikroskopiestandards als Testprobe verwendet [58|. Diese eignen sich als Testobjekt, weil
sowohl ihre chemischen als auch ihre physikalischen Eigenschaften genau bekannt sind: Ub-
lich sind Standards aus Polystyrol (PS) oder Polymethylmethacrylat (PMMA). Der hohe
Anteil an CH-Gruppen und die dichte Packung fiihren zu einem hohen Signal bei der CH-
Streckbande. Die Polymerkugeln sind zudem transparent fiir VIS-NIR Wellenldngen und
ihre Grofse genau bekannt. Der grofe Brechungsindexunterschied zwischen den Polymeren
(PS: n=1.577 bei 833 nm, PMMA n=1.484 bei 833 nm [223|) und Wasser (n = 1.329 bei
825 nm [224]) kann bei der Abbildung zu Messartefakten fiihren (siche Anhang B).

Fiir die Messung wurden ein PS-Standard (FLUKA, 81494, microparticle size standards
based on polystyrene monodisperse, 4 pm) und PMMA-Mikropartikel (FLUKA, 73371,
micro particles on polymethacrylat, 4 ym) verwendet. Die beiden Suspensionen wurden
zu gleichen Teilen gemischt und mit entionisiertem Wasser verdiinnt. Diese verdiinnte Sus-
pension wurde zwischen zwei Deckgliser gebracht und mit Nagellack eingeschlossen (Zur
Probenpréparation siehe auch Abschnitt 5.2.4). Die vier Mikrometer grofen Partikel haben
sich fiir die Abbildung mit dem FSRM-MHz-System als geeignet erwiesen. Kleinere Partikel
(1 — 2 pm) sind durch die Brownsche Bewegung zu mobil, grofere Partikel (10 pm) zeig-
ten gelegentlich eine Art Fabry-Perot-Interferenz im Spektrum des Probeimpulses. Auch
die vier Mikrometer grofen Partikel waren zum Teil mobil, es liefsen sich aber geniigend
immobile Partikel fiir Abbildungen finden.

Exemplarisch soll hier ein Datensatz eines Scans einer wéssrigen Suspension von 4 pm
Partikeln aus PS und 4 pm Partikeln aus PMMA dargestellt werden (siche Abbildung
7.11(a)). Der Scan besteht aus 75 x 74 Bildpunkten mit einem Rasterabstand von 250 nm.
Die Messzeit fiir das Ramanspektrum eines Bildpunktes betrug 100 ms. Die gesamte, reine



7.2 Ramanmikroskopie mit dem MHz-FSRM Aufbau 115

Messzeit betrug damit 555 Sekunden oder 9 Minuten und 15 Sekunden. Der gesamte Scan
dauerte aufgrund der Verfahrzeit zwischen den Messintervallen ca. 1.5 Mal linger?.
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Abbildung 7.9: Stimulierte Ramanspektren aus einem bildgebenden Scan von Polymermi-
kroskopiestandards (PS,PMMA) in einer wéssrigen Dispersion. Jedes Spektrum reprisen-
tiert einen Bildpunkt, in dem jeweils die Reinsubstanz (PMMA, PS, Wasser) vorlag. Die
Aufnahmezeit eines Spektrums betrug 100 ms.

In Abbildung 7.9 sind representativ Ramanspektren einzelner Bildpunkte dargestellt.
Anhand der Spektren lassen sich die Hauptbestandteile der Probe klar unterscheiden. In
dem Ramanspektrum von PMMA ist eine einzelne aliphatische CH-Streckbande erkenn-
bar. Das Polystyrolspektrum zeigt eine aliphatische und eine aromatische CH-Streckbande
aukerdem wird bei ca. 1000 cm™! die Atemmode des Benzolrings sichtbar. Die Basislinie
beider Spektren ist leicht geneigt. Diese Variation ist ein systematischer Messfehler, der
immer bei Messungen der Polymerstandards auftauchte (siehe auch im Anhang B). Das

4Die Verfahrzeit wurde nie exakt bestimmt.
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Spektrum von Wasser zeigt allein die breite OH- Streckbande iiber 3000 cm™!, die Basis-
linie ist konstant.
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Abbildung 7.10: Reprisentative PCA-Komponenten (5=Wassser,6=PMMA,11=-PS) einer
Aufnahme von Polymermikroskopiestandards in einer wéssrigen Dispersion. Die Kompo-
nenten wurden anhand ihrer spektralen Charakteristika den Reinsubstanzen in der Probe
zugeordnet. Im Spektrum der Wasserkomponente ist zum Vergleich auch das Einzelpunkt-
spektrum von Wasser (griin) dargestellt.

Die Probe bestand allein aus diesen drei Komponenten. Fiir eine vollstéindige Charak-
terisierung der Probe, benotigt man also fiir jeden Bildpunkt nur die drei Konzentrationen
der Komponenten. Der Datensatz enthélt fiir jeden Bildpunkt 512 spektrale Kanéle, In
welchen die benotigte Information enthalten ist. Jedoch sind die Kanéle zum grofiten Teil
redundant. Die Hauptkomponentenanalyse oder “Principal Component Analysis“ (PCA)
ist eine statistische Methode, mit der man die Dimensionalitdt eines Datensatzes redu-
zieren kann [225, 226]. Die PCA wurde schon zur Kontrasterzeugung in der kohérenten
Ramanbildgebung angewandt [227|. Bei einer PCA wird der m x n grofse Datensatz in zwei
Matrizen zerlegt. Der erste Index m repréasentiert hier die Anzahl der Bildpunkte, der zweite
Index n die Anzahl der spektralen Kanéle. Die erste (n x n)-Matrix enthélt als Spalten eine
neue orthogonale, spektrale Basis des Datensatzes [226]. Diese PCA-Komponenten sind in
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der Reihenfolge ihres Beitrags zur gesamten Varianz des Datensatzes sortiert. Die zweite
(m x n)-Matrix enthélt fiir jeden Bildpunkt den Beitrag jeder Komponente zum Spektrum
des Bildpunktes. Das Spektrum eines Bildpunktes wird also in eine Linearkombination
mit den Komponenten als Basisvektoren zerlegt. Diese sind orthogonal und kénnen daher

Eine Analyse der ersten Komponenten eines Datensatzes gibt Auskunft tiber die gréfsten
spektralen Variationen des Datensatzes. Die ersten Hauptkomponenten des vorliegenden
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Abbildung 7.11: Transmissionsaufnahme und Ramanmikroskopische Analyse von Polymer-
mikroskopiestandards (PS, PMMA) in einer wéssrigen Dispersion. Die Transmissionsauf-
nahme wurde anhand der Transmission des Probeimpulses an jedem Bildpunkt ermittelt.
Die Ramanmikroskopische Analyse beruht auf den Gewichten der in Abbildung 7.10 ge-
zeigten PCA-Komponenten. Diese Gewichtung wurde in den RGB-Farbraum iibertragen
(rot: PMMA; griin: PS; blau: Wasser)

Datensatzes sind auf systematische Schwankungen des Probespektrums zuriickzufiihren
(siche Anhang B). Die Variation des Datensatzes aufgrund des Ramansignals macht sich
erst ab der fiinften Hauptkomponente bemerkbar. So zeigt die flinfte Komponente die
Wasserbande (vgl. Abbildung 7.10), zudem ist als negativer Beitrag die CH-Streckbande
von PMMA in der fiinften Hauptkompontene zu erkennen. Bei der positiven “Bande” bei
ca. 1200 cm~! handelt es sich um ein Artefakt. Auch ohne Probe und ohne Pumpimpuls
taucht diese Variation im referenzierten Probespektrum auf. Die fiinfte Hauptkomponente
soll in dieser Behandlung Wasserkomponente genannt werden. Die sechste Hauptkompo-
nente weist groke Ahnlichkeit mit dem Spektrum von PMMA auf. Deswegen soll diese
Komponente als PMMA-Komponente bezeichnet werden. In der Komponente ist nicht
nur die CH-Streckbande zu erkennen, sondern auch Banden bei ca. 990 cm™ (symme-
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trische COC-Streckschwingung ), 1440 cm™' (Methyl-Deformationsschwingung) und bei
1750 cm™! (CO-Streckschwingung der Doppelbindung.), welche auch den stiirksten Ban-
den im spontanen Ramanspektrum von PMMA entsprechen (vgl. Abbildung A.3). Aufer-
dem tritt wie in der Wasserkomponente ein spektrales Artefakt bei ca. 1200 cm™! auf.
Das Signal- zu Rauschverhéltnis der PMMA-Komponente ist im Vergleich zum Einzel-
spektrum deutlich verbessert. Die elfte Haupkomponente weist die Charakteristika des
Polystyrolspektrums auf. Allerdings sind die Ramanbanden ins Negative verkehrt. Fiir die
bessere Kenntlichkeit ist deswegen in Abbildung 7.10 das Negative der elften Haupkom-
ponente dargestellt. Deutlich ist sind die aromatische und aliphatische CH-Streckbande,
die Ring-Atemmode bei 1000 cm ™! und zwei weitere Streckmoden des aromatischen Rings
bei 1600 und 1450 cm~!. Des Weiteren erkennt man eine Bande bei 1200 cm ™! und eine
am Fuls der Ringatemmode, die beide auch im spontanen Ramanspektrum erkennbar sind
(vgl. Abbildung A.2). Der negative Dip bei 1200 cm™! kann wieder dem schon beschrie-
benen spektralen Artefakt zugeordnet werden. Diese Komponente wird im Folgenden als
PS-Komponente bezeichnet.

Da die genannten Hauptkomponenten so gut mit den Spektren der Bestandteile kor-
relieren, kann man erwarten, dass die Gewichte der jeweiligen Hauptkomponenten mit
der Konzentration des jeweiligen Reinstoffes im Bildpunkt zusammmenhéngen. Dies kann
man visualisieren, indem man jeder der drei gewahlten Hauptkomponenten einen Farbka-
nal im RGB-Farbraum zuweist. Das Gewicht der Hauptkomponente entspricht dann der
Farbstérke des Kanals. Die Skala reicht dabei fiir eine 8 Bit Farbtiefe von 0-255. Eine dhnli-
che Herangehensweise wurde zur Erzeugung von Falschfarbenbildern aufgrund von CARS-
Spektren von Mausehirn verwendet [227]. Dort nutzte man jedoch direkt die Gewichte der
ersten drei Hauptkomponenten als Grundlage fiir die drei Farbkanéle. In Abbildung 7.11
(b) ist der vorliegende Datensatz durch die RGB-Farbgebung der fiinften (Wasser), sechsten
(PMMA) und elften (PS) Hauptkomponente visualisiert. Man kann die drei Bestandteile
deutlich iiber ihre Farbgebung unterscheiden (Wasser=blau, PS= griin, PMMA=rot). An
den Randbereichen der Polymerpartikel mischen die Komponenten stéarker. Auch kommt es
dort vermehrt zu systematischen Abbildungsfehlern aufgrund des Brechungsindexsprungs
(siche Anhang B). Wie auch aus dem Spektrum ersichtlich entspricht die Wasserkompo-
nente nicht vollstdndig dem Spektrum des Wassers, sondern einer Mischung aus PMMA
und Wasserspektrum. Dementsprechend bendtigt man zur Rekonstruktion eines Wasser-
spektrums sowohl die Wasserkomponente als auch die PMMA-Komponente, was fiir den
Wasserbereich eine violette Farbgebung ergibt. Theoretisch erméglicht die PCA auch eine
quantitative Analyse der Bestandteile eines Bildpunktes. Die notige Eichung des Systems
wurde jedoch nicht vorgenommen.

7.2.2 Ramanbildgebung einer Epithelzelle

Ein wachsendes Anwendungsfeld der Ramanmikroskopie sind die Lebenswissenschaften
[14]. Eine wesentlicher Designparameter der Lichtquelle fiir den MHz-FSRM Aufbaus war
die Vertréglichkeit der Lichtimpulse fiir biologische Proben und die Fahigkeit biologische
Proben abzubilden [60]. Um die Anwendbarkeit auf biologische Proben zu testen, wur-
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de eine menschliche Epithelzelle aus der Mundschleimhaut mit dem MHz-FSRM Aufbau
vermessen (siehe Abbildung 7.12). Die Zelle stammte aus einem Abstrich der Mundschleim-
haut eines Menschen. Der Rasterscan deckte einen Bildbereich von 60 x 60 um? ab, der
in 150 x 150 Schritten mit einem Abstand von 0.4 pm abgerastert wurde. An jedem
Bildpunkt wurde ein Ramanspektrum mit einer Aufnahmezeit von 160 ms mit der re-
ferenzierten Messmethode gemessen. Das Licht wurde dabei mit einem FLUAR-Objektiv
(20x /NA=0.75, Zeiss) fokusiert und mit einem C-Achromat-Objektiv eingesammelt (32X
0.85 NA).

Die Zelle ist im Transmissionsbild (siehe Abbildung 7.12) ungefihr 44 pm x 36 pm
grof. Der Nukleus der Zelle ist gut erkennbar. Er ist beinahe rund. Sein Durchmesser
betragt ca. 10 pm. Der intrazelluldre Bereich ist fein strukturiert. Das Transmissionsbild
offenbart auch unterschiedliche Scanartefakte im oberen Bereich der Bildmitte. Zur Kon-
trasterzeugung wurden die Ramanspektren mit einer univariaten Methode ausgewertet.
Das Ramansignal von den Zellstrukturen war aufgrund der niedrigen Konzentration der
Probe im Fokalvolumen sehr schwach. Nur die CH-Streckbande und die Wasserbande sind
in einem Einzelspektrum erkennbar (Spektren nicht gezeigt). Deswegen wurde fiir eine uni-
variate Auswertung die CH-Streckbande zur Visualisierung der Zelle gewéhlt. Der Kontrast
der roten Bereiche in Abbildung 7.12 entspricht dem Mittelwert der CH-Streckbande von
2826 — 3050 cm™!. Der Integrationsbereich umfasst alle CH-Streckmoden (CHjz, CH,, CH)
einer Zelle [28]. Vor der Bildung des Mittelwertes wurde von jedem Spektrum der Mittelwert
des Medians der néachsten 10 benachbarten Pixel an beiden Seiten des Integrationsbereichs
als Untergrundskorrektur abgezogen. Der CH-Kontrast wurde daraufhin mit einem 3 x 3-
Bildpunkte-Filter gemittelt. Der Schwellwert der Skala von 6.2 x 10~ orientiert sich am
Rose-Kriterium (siche Abschnitt: 6.2): Die Standardabweichung des CH-Strecksignals im
Bereich neben der Zelle betrigt 3.8 x 107¢. Das Bild besteht aus 150 x 150 Pixel. Deswegen
sollte die Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 4.4 x 107° sein. Laut Rose miisste das SN R
dann grofser als fiinf sein. Da {iber neun benachbarte Bildpunkte gemittelt wurde, geniigt ein
SNR von 5/+/9. Daraus folgt nun ein Signalschwellwert von 3.8 x 1076 x 5//9 = 6.3x 1076,
Das CH-Strecksignal iibersteigt den signifikanten Schwellwert nur in wenigen Bereichen der
Zelle: im Zellkern, an einem kleinen Teil der Plasmamembran und an einzelnen Stellen in-
nerhalb des Cytoplasmas. Diese Bereiche sind auch im Transmissionsbild als Strukturen
erkennbar.

Da iiber den gesamten CH-Bereich integriert wurde, ist es nicht mdéglich, {iber die che-
mische Zusammensetzung der einzelnen Zellbereiche eine spezifische Aussage zu machen.
Man kann das Signal als Mafs der Konzentration organischer Strukturen verstehen. Diese
ist im enggepackten Zellkern sehr hoch [228]. Der Zellkern zeigt auch das stérkste CH-
Strecksignal. Die Plasmamembran besteht aus Phospholipiden [228]. Auch hier erwartet
man eine hohe Konzentration und somit ein signifikantes Signal. Die Membran ist jedoch
sehr diinn (4-5 nm) [228]. Nur an einer einzelnen Stelle scheint die Orientierung der Mem-
bran geeignet, um ein ausreichend hohes Signal zu generieren. Die anderen Bereiche mit
einem signifikanten CH-Strecksignal sind schwer zuzuordnen. Die meisten Organellen einer
eukaryotischen Zelle sind kleiner als diese [228|. Lipideinschliisse konnten diese Bereiche
erkldren [108].
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Abbildung 7.12: Ramanmikroskopische Aufnahme einer Epithelzelle aus der menschlichen
Mundschleimhaut. Das Bild bildet einen 60 ym x 60 pum Bereich ab. Die Grauwerte beru-
hen auf der Transmission durch die Probe. Die Transmission variiert nur um ca. 3 Prozent
(Schwarz bedeutet hochste Transmission, weifs niedrigste Transmission). Der Transmis-
sionsaufnahme ist das Bandenintegral iiber den CH-Streckbereich des Ramanspektrums
(sieche Abbildung 7.13) entsprechend der Farbskala iiberlagert. Signifikante Beitrége zeigen
sich im runden Zellkern und in einzelnen Bereichen im Zellplasma.

In Abbildung 7.13 ist das Durchschnittsspektrum aller rot gekennzeichneten Bereiche
in Abbildung 7.12 dargestellt (griin). Da die Grundlinie des Spektrums deutlich variiert,
wurde das Spektrum eines Bereichs ausserhalb der Zelle (schwarz) abgezogen. Das Dif-
ferenzspektrum (rot) zeigt deutlich die CH-Streck-Bande. Andere Ramanbanden sind nur
zu erahnen. Das spontane Ramanspektrum des Zellkerns einer Zelle aus der Mundschleim-
haut eines Menschen zeigt im sogenannten “Fingerprint“-Bereich (von 800 — 1500 cm™!)
und im anschliefenden Frequenzbereich (z.B. bei ca. 1660 cm™') einige Banden . Das
Signal beider Messmethoden wurde auf das CH-Strecksignal normiert. Im Vergleich zu
dem spontanen Ramanspektrum (blau) aus dem Zellkern ist die Signalhéhe des stimulierten
Signals hier deutlich geringer.

Dieser Bereich wird in der Ramanmikroskopie fiir eine chemische Differenzierung zwi-
schen unterschiedlichen Bestandteilen der Zelle verwendet |28, 37|. Es hat sich auch in
Messungen an Reinsubstanzen mit diesem Aufbau gezeigt, dass das Signal bei niedrigen
Schwingungsfrequenzen unerwartet niedrig im Vergleich zu den in der Literatur angegebe-
nen Signalhthen der spontanen Ramanstreuung erscheint (vgl. Abschnitt 7.1.5). Das gilt
auch, wenn die beschriebenen systematischen Fehler von “Rolling-Shutter” (siche Abschnitt
5.6.2), “Chirp“ des Probeimpulses (siche Abschnitt 7.1.2) und die intrinsiche Frequenzab-
héngigkeit beider Wechselwirkungen (spontan und stimuliert) berticksichtigt werden. Eine
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Abbildung 7.13: Gemittelte Ramanspektren aus der Ramanmikroskopischen Aufnahme ei-
ner Epithelzelle: Durchschnittsspektrum der CH-streckreichen Regionen der Zellen (griin,
Mittelungszeit 81.12 s), Durchschnittsspektrum von Wasser auferhalb der Zelle (schwarz),
gegléttetes Differenzspektrum der Regionen mit CH-Strecksignal und Wasser (rot), gemit-
teltes spontanes Ramanspektrum des Zellkerns einer anderen Epithelzelle aus der Mund-
schleimhaut (blau, Mittelungszeit 3 s). Die vertikalen, roten Linien markieren den Inte-
grationsbereich der univariaten Auswertung fiir die Bildgebung (2826 — 3050 cm™!). Das
spontane Ramanspektrum wurde von Dr. Tatyana Chernenko aus der Gruppe von Max
Diem (North Eastern University, Boston) zu Verfiigung gestellt.

Kldrung dieses Sachverhaltes ist empfehlenswert und in Anbetracht des hohen Informati-
onsgehaltes dieses Spektralbereiches unerlésslich.

Abgesehen von der geringen Sensitivitdt im “Fingerprint“-Bereich eignet sich der MHz-
FSRM Aufbau um Zellen abzubilden. Die geringen Brechungindexunterschiede zwischen
intra- und extrazelluldrem Bereich kommen einer Messung des Spektrums in Transmission
entgegen (siehe im Gegensatz dazu in Anhang B). Die hohe Transmission der Zelle fiihrt zu
einem minimalen Schrotrauschen. Der néchste Schritt wére die Abbildung lebender Zellen,
um die Vertraglichkeit der verwendeten Lichtleistungen fiir diese zu iiberpriifen.
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Kapitel 8

Perspektive und Kritik der FSRM

Diese Arbeit beschreibt im Detail den MHz-FSRM Aufbau, der in der AG Gilch {iber vier
Jahre entwickelt wurde und dessen erste Anwendung. Das letzte Kapitel soll zunéchst die
Eckdaten des Aufbaus nochmals zusammenfassen. Anhand dieser sollen einerseits die Mog-
lichkeiten des Aufbaus zur Bildgebung diskutiert werden, andererseits auch die Grenzen
dieser Technik genannt werden. Von dieser Bestandsaufnahme ausgehend sollen mdégliche
Entwicklungsrichtungen aufgezeigt werden.

8.1 Fahigkeiten und Grenzen des MHz-FSRM-Aufbaus

Der MHz-FSRM Aufbau dient der chemisch selektiven Bildgebung mikroskopischer Proben
mittels des stimulierten Ramaneffektes. Wie jede andere schwingungspektroskopische Me-
thode (IR, Raman, CARS) zur Kontrasterzeugung ist die SRS nicht invasiv. Die chemische
Charakterisierung eines Probenortes erfolgt aufgrund des dort gemessenen stimulierten
Ramanspektrums. Der gemessene Spektralbereich reicht von 900 bis 4000 cm™!. Die spek-
trale Auflosung des Instruments betriigt ca. 20 cm~!. Die spektrale Auflésung ist durch
die Charakteristik des verwendeten FBG (“Fiber Bragg Gratings®) vorgegeben (siehe Ab-
schnitt 3.2.5). Fiir die Bildgebung wurden Messzeiten im Bereich zwischen 100 ms und
160 ms pro Ramanspektrum realisiert (siche Abschnitt 7.2). Die laterale, rdumliche Auflo-
sung betrigt (als durch Beugung begrenzt angenommen, siche Abschnitt 5.2.2) 0.8 gum. Der
aufgenommene, rdumlich zugeordnete spektrale Datensatz kann mit Methoden der linearen
Algebra (z.B. PCA, SVD) ausgewertet werden. So wurde eine Klassifizierung verschiedener
Substanzen einer Probe anhand einiger Hauptkomponenten einer Hauptkomponentenana-
lyse gezeigt (siehe Abschnitt 7.2.1). Aufnahmen biologischer Proben erbrachten im analy-
tisch so wichtigen “Fingerprint Bereich des Spektrums [37, 115] ein so kleines Signal- zu
Rauschverhéltnis, dass eine sinnvolle Auswertung anhand dieses Spektralbereiches nicht
mehr moglich war (siehe Abschnitt 7.2.2). Andere Techniken wie z.B. Mulitplex-CARS
oder spontane Ramanstreuung nutzen bei vergleichbaren Aufnahmezeiten diesen Bereich
fiir die Analyse [28, 40].

Das Signal- zu Rauschverhéltnis des Aufbaus héngt von der Héhe des Ramansignals und
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dem Rauschuntergrund fiir die jeweilige Messzeit ab. Die Signalhohe wiederum héngt neben
der Ramanaktivitdt und der Konzentration der jeweiligen Probensubstanz im Fokalvolu-
men von der Intensitdt der Pumpimpulse ab. Fiir ein gegebenes Objektiv und gegebener
Impulsdauer und -form ist diese allein von der Spitzenleistung des Verstarkers bedingt.
Diese ist momentan durch das Auftreten von Selbstphasenmodulation in der Faser bei ho-
heren Leistungen begrenzt. Eine weitere obere Grenze fiir die Durchschnittsleistung des
Pumpimpulses stellt die Zerstorschwelle biologischer Proben dar. Sie liegt je nach Kriteri-
um fiir die Zellschadigung zwischen wenigen mW [130] und mehreren 10 mW (ca. 50-80 mW
fiir Wellenléngen zwischen 880 und 1000 nm) [123]. In jedem Fall ist die derzeit verfiighare
Durchschnittsleistung der Pumpimpulse eher am oberen Rand des gerade noch Vertrég-
lichen anzusiedeln. Die Signalhohe ist also einerseits durch die schlechte Vertréglichkeit
der Proben mit hoheren Lichtleistungen der Pumpimpulse andererseits auch durch die
mangelnde Verfiigharkeit hoherer Lichtleistungen eben dieser Impulse begrenzt.

Der Rauschuntergrund ist wesentlich durch drei Einfliife bestimmt (siche Abschnitt 6):
das Laseramplitudenrauschen des Probelasers, das Schrotrauschen der Photoelektronen
und das Ausleserauschen der Detektion. Ersteres ist wesentlich von dem Rauschen des
Pumplasers und adufteren Einfliissen wie Luftstrome und akustische Vibrationen des Sy-
stems bedingt (siehe Abschnitt 6.1.1). Die physikalisch fundamentalere Grenze stellt aller-
dings das Schrotrauschen dar. Je mehr Probelicht zur Verfiigung steht, umso geringer wird
das gemessene Schrotrauschen. Jedoch ist auch die Lichtleistung des Probelichts durch eine
mogliche Probenschiadigung begrenzt. Da die Wellenléingen des Probelichtes kiirzer sind,
sinkt der Schwellwert fiir eine Zellschadigung leicht (wenige mW [130] bis zu ca. 45 mW
[123]). Momentan wird das Probelicht mit einer Leistung von ca. 1 mW (gemessen vor dem
fokusierenden Objektiv) auf die Probe gelenkt, die Lichtleistung muss jedoch vor dem Spek-
trographen auf ca. 160 pW abgeschwécht werden, um den Detektor nicht zu sittigen. Das
minimale Schrotrauschen ist also zur Zeit durch die Lichtaufnahmefihigkeit des Detektors
begrenzt. Eine Langzeitanalyse des Signals (Messzeit >1 h) zeigte sowohl Schwankungen
des Signals im Bereich von ca. 10 % als auch einen beinahe genauso grofen Signaldrift
[229]. Die Messzeit entspricht in etwa der Aufnahmezeit eines typischen Rasterscan. Die
Signalhdhen eines Bildscans sind neben den oben beschriebenen kurzzeitigen Schwankun-
gen bei der Messung eines Spektrums (siehe auch Abschnitt 6), folglich auch langzeitigen
Schwankungen unterworfen. FEine Analyse eines aufgenommen Bildes ist mit eben diesem
Fehler behaftet. Zudem kann der MHz-FSRM-Aufbau Proben nur in Transmission messen.
Von stark streuenden Proben oder von Proben mit grofierer Schichtdicke als die Summe
der Arbeitsabsténde beider Objektive kénnen keine Aufnahmen gemacht werden.

8.2 Ungeklarte Sachverhalte bei der Messung mit dem
MHz-FSRM-Aufbau

Bei der Messung von Ramanspektren und Ramanbildern mit dem Aufbau konnten die
Ursachen einiger Sachverhalte bis jetzt nicht geklart werden. Ein Problem stellt die Abwei-
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chung der gemessenen Ramanbandenhdhen von den aus der spontanen Ramanspektrosko-
pie oder der Theorie erwarteten Ramanbandenh6hen dar. Die Klarung dieses Sachverhaltes
erscheint insbesondere sinnvoll, da, falls es sich hierbei um einen systematischen und in-
strumentell verursachten Fehler handelt, die Signalhchen im “Fingerprint zunehmen soll-
ten. Allein eine Kldrung diirfte jedoch schon neue Einblicke in die Grundlagen der FSRM
gewahren. Ein moglicher experimenteller Ansatz kénnte die Variation der Fokusierungs-
bedingungen zu einer niedrigeren NA sein. Damit wiirden etwaige nicht berticksichtigte
Einfliisse durch die Fokusierung ausgeschlossen.

Desweiteren erscheint die Grundlinie des Spektrums bei Aufnahme von Ramanbildern
je nach Bereich in der Probe stark verdndert (siche Anhang B). Die Grundlinienartefakte
scheinen mit Brechungsindexspriingen oder Schichtdickenvariationen in der Probe in Ver-
bindung zu stehen. Das Signal wird auf dem Untergrund des transmittierten Probelichtes
gemessen. Die an sich geringen Anderungen im detektierten Spektrum des Probeimpulses
erreichen trotzdem die Signalhdhen der Ramanbanden, wobei immer referenziert gemessen
wird. Das bedeutet, dass das Spektrum des Probeimpulses zweimal an der gleichen Position
gemessen und miteinander verglichen wird. Trotzdem weichen diese beiden Spektren syste-
matisch voneinander ab. Mdégliche Ursache konnte ein Einfluss des Piezorastertisches beim
Abrastern der Probe sein. Es wurde ein Einfluss des Pumpimpulses auf die Divergenz des
Probeimpulses durch die Kreuzphasenmodulation beschrieben, der durch die Abbildung
auf den Spektrographen auch zu einer systematischen Grundlinienvariation fithren kénnte
[117]. Die Artefakte erschweren eine direkte Interpretation der gemessenen Ramanspektren.

Als letztes sei noch genannt, dass die Ramansignalhohen heute niedriger sind als die
anfinglich gemessenen. Als Beispiel sei die Ramanbande bei 2228 ecm™! von Benzonitril
genannt. Diese zeigte zunéchst eine Bandenhshe von 2.5 x 1072 (siehe Abbildung 7.1). Mo-
mentan liegt die regelmiifig erreichte Ramanbandenhdhe dieser Bande bei ca. 8 x 1072, Sie
ist also drei Mal niedriger. Die Messungen wurden mit unterschiedlichen Objektiven ausge-
fithrt, diese sollten jedoch keinen Einfluf auf die Ramanbandenhhe haben (siehe Abschnitt
4.3). Die Laserleistungen und die spektrale Breite des Pumpimpulses waren in etwa ver-
gleichbar. Eine mogliche Erkléarung wére eine verdnderte Impulsform. Wahrend das Pump-
spektrum bei der élteren Messung mit einem geritzten Gitter in Littrow-Konfiguration
spektral eingeschrénkt wurde (siche Abschnitt 3.3.1), geschieht dies zur Zeit mit einem
FBG. Dieses FBG konnte ungewollt eine Dispersion héherer Ordnung verursachen. Ein
Indiz dafiir ist der zeitliche Fliigel des Ramanpumpimpuls, der in der Kreuzkorrelation
sichtbar wird (siehe Abbildung 7.1.2). Gelingt es die alten Ramanbandenhthen zu errei-
chen, verbessert sich das SNR des Aufbaus um einen Faktor von drei. Die Ursache des im
letzten Abschnitt diskutierten Langzeitdrifts des Ramansignals ist momentan nicht ergriin-
det. Es wurde beobachtet, dass sich das Signal wiederherstellen lafst, wenn das fokusierende
Objektiv nachjustiert wird. Moglicherweise ist die mechanische Halterung des Obkjektivs
nicht iiber den Zeitraum der Messung stabil.
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8.3 Wieviel Licht benotigt das FSRM Experiment, um
den “Fingerprint“-Bereich einer Zelle zu messen?

Um den “Fingerprint“-Bereich einer Zelle zu messen, muss eine hohere Sensitivitat des Ex-
periments erreicht werden. Das bedeutet, dass entweder das Signal verstéirkt wird oder
aber der Rauschuntergrund verringert. In diesem Abschnitt soll von den momentanen ex-
perimentellen Bedingungen ausgehend das theoretisch benotigte Rauschniveau abgeschétzt
werden. Im Zellkern liegt der Spitzenwert der Amide-I-Bande! [28] bei ca. 2.5 x 1079 (siche
Abbildung 7.13). Messungen an Gewebeschnitten aus dem Kleinhirn einer Maus zeigten in
etwa die gleiche Signalhdhe der Amide-I-Bande (Messungen nicht gezeigt). Nach dem Rose-
Kriterium [213] sollte das Signal- zu Rauschverhéltnis fiir eine zweifelsfreie Messung einer
Bande grofer als 5 sein. Damit folgt sofort eine benoétigte, relative Standardabweichung
eines Pixels von 5 x 1077, Dieser Wert ist deutlich geringer als die mit dem derzeitigen
Aufbau innerhalb einer Millisekunde erreichte Standardabweichung von ca. 1 x 107*. In
der Multiplex-CARS Mikroskopie wurde Bildgebung anhand der Amide-I-Bande mit einer
Belichtungszeit von 50 ms pro Spektrum gezeigt [37]. Um mit dem MHz-FSRM-Aufbau in
50 ms ein ausreichendes SNR zu erreichen, miisste nach der oben angegebenen Abschét-
zung die Standardabweichung des Signals bei einer Integrationszeit von einer Millisekunde
kleiner als 3.5 x 107% sein. Das real gemessene SNR ist momentan um einen Faktor 30
geringer als das gerade abgeschétzte, benotigte SNR.

Nimmt man idealisiert das Schrotrauschen als einzige Rauschquelle an, so lésst sich
aus der oben abgeschitzten, bendtigten Standardabweichung von 3.5 x 107 die entspre-
chende Ladungs- und Lichtmenge berechnen: Bei einer Schrotrausch-begrenzten Messung
entspricht sie 8.2 x 10'° Photoelektronen oder einer Ladung von 13 nC oder bei einer
Quanteneffizienz des Detektors von 0.5 einer durchschnittlichen Lichtleistung von 41 yW
pro Pixel. Die verwendete Photodiodenzeile besitzt eine maximale Ladungsaufnahmefé-
higkeit von 50 pC. Die gemessene Sattigungslichtleistung betrigt 190 nW. Die verwende-
ten Diodenzeile miisste also mehr als 200 Mal mehr Photoelektronen speichern kénnen.
Nimmt man an, dass die volle Halbwertsbreite des Probespektrums von 120 nm 228 Pi-
xel der Zeile ausleuchtet, miisste die durchschnittliche Probeleistung ca. 9 mW betragen,
um Schrotrausch-begrenzt die Amide-I-Bande zu messen. Es gilt jedoch zu berticksichti-
gen, dass das Laserrauschen bei einer Ausleserate von 1 kHz mit 7.25 x 1075 abgeschitzt
wurde. Auch wenn man also mehr Photoelektronen speichern konnte, wére man durch
das Laserrauschen begrenzt. Das Laserrauschen ist jedoch frequenzabhingig. Eine schnel-
lere Ausleserate des Detektors konnte also das gemessene Laserrauschen senken. Um also
das gesamte Rauschniveau zu senken, geniigt es nicht allein mehr Licht einzusammeln,
gleichzeitig muss die Ausleserate erhoht werden. Wenn die einzige Rauschquelle das Schro-
trauschen wére, ware eine Verbesserung des Signal-zu Rauschverhéltnisses des Aufbaus um
einen Faktor von 16 nétig, damit der “Fingerprint-Bereich einer Zelle mit Hilfe der FSRM
bei einer Messzeit von 50 ms pro Pixel abgebildet werden kann.

'Diese Bande dient nur zur Abschitzung des Ramansignales und ist selbst nicht Bestandteil des
“Fingerprint*-Bereiches.
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8.4 Vorschlage zur Weiterentwicklung

Abschliefsend sollen einige Vorschlage zu Weiterentwicklung des Aufbaus gemacht werden.
Diese betreffen die Lichtquelle, welche im Zentrum dieser Arbeit stand, den Detektor, die
Mechanik des Aufbaus und die Datenverarbeitung.

8.4.1 Verbesserung der Lichtquelle

Die Lichtquelle wurde in einem Entwicklungsprozess aufgebaut. Der jetztige Zustand ist
also nicht allein einem iibergeordneten, wissenschaftlichen Kalkiil geschuldet, sondern auch
dem jeweiligen Erkenntnisstand zum Zeitpunkt des Aufbaus. Deswegen lohnt es sich jede
einzelne Komponente kritisch zu iiberpriifen, um etwaige Fehlentwicklungen zu korrigieren.
Das trifft vor allem fiir das Verstarkersystem zur Erzeugung der Ramanpumpimpulse zu.
Dieses wurde oft variiert und die letzte Analyse ergab, dass womoglich die zeitliche Im-
pulsform nicht ideal ist. Auferdem wiéren eine geringere spektrale Breite und eine hohere
Leistung der Pumpimpulse wiinschenswert. Die geringere spektrale Breite wiirde die in-
strumentelle Auflosung verbessern. Eine hohere Leistung der Pumpimpulse ist aus rein ex-
perimenteller Sicht wiinschenswert, denn so kdnnten zusétzliche Verluste durch den Einbau
anderer Optiken (z.B. Polarisatoren, Strahlteiler) ausgeglichen werden und das Ramansi-
gnal wiirde nicht mehr so kritisch von der Justage einzelner Komponenten abhéngen. Eine
Analyse des Rauschens (siehe Kapitel 6) ergab aukerdem, dass das Amplitudenrauschen
des Probelasers nicht zu vernachlassigen ist. Gerade in Hinblick auf einen neuen Detek-
tor, welcher eine niedrigeres Schrotrauschen erméglichen wiirde, ist eine Absenkung des
Amplitudenrauschens anzustreben. Sonst bleibt jede Messung durch diese Rauschquelle
limitiert.

Das Amplitudenrauschen des Ramanprobe-Oszillator verringern

Von der Verringerung des Amplitudenrauschens von Ti:Sa-Lasern mit Hilfe eines sogenann-
ten “Noise-Eater wurde 1994 berichtet [230, 231]. Ein “Noise-Eater besteht aus einem
Akusto-optischen Modulator oder einem anderen optischen Element, mit dem die Laseram-
plitude verdndert werden kann, einer Photodiode, welche das Amplitudensignal des Lasers
misst, und einem Regelkreis. Das optische Regelelement wird in den Strahlverlauf des
Lasers eingebracht. Die Photodiode misst das Amplitudensignal hinter dem Regelelement.
Der Regelkreis benutzt das Photodiodensignal, um das Regelelement zu steuern und so das
Rauschen zu minimieren. Bei dieser Anwendung wurde der verwendete Ti:Sa-Laser aller-
dings mit Argon-lonen-Lasern gepumpt. Es ist bekannt, dass diese Pumpquellen deutlich
instabiler sind als die heutzutage verwendeten Dioden gepumpten Festkorperlaser [208|.
Bei Oszillator /Verstirker-Aufbauten wurde eine dhnliche Regelung des Ausgangsleistung
des Gesamtsystems anhand der Regelung der Oszillatorleistung mit einer nachgeschalteten
Pockelszelle demonstriert [232, 233]. Dadurch wurde r.m.s-Rauschen nach Regelung von
lediglich 0.28 % erreicht [232]. Es wurde allerdings nicht gezeigt, ob die Regelung auch zu
einem minimierten Amplitudenrauschen des Osrzillators selbst fiihrt. Es besteht die Mog-
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lichkeit, dass ein nachgeschalteter sogenannter Noise-Eater das Amplitudenrauschen des
Oszillators in einem bestimmten Frequenzband minimieren kann. Da das Rauschniveau
des hier beschriebenen Aufbaus aber schon sehr niedrig ist, wire die Verbesserung wahr-
scheinlich nur minimal.

Eine zweite Moglichkeit das Amplitudenrauschen des Oszillators zu verringern, ist der
Einsatz eines rauschdrmeren Pumplasers. Das Rauschen des Pumplaser iibertriagt sich bis
zu einer Frequenz von ca. 700 kHz auf das Amplitudenrauschen des Oszillators [211]. In
diesem Bereich dominiert der Einfluss des Pumplasers das Amplitudenrauschen eines frei-
laufenden Oszillators [209]. Der verwendete Pumplaser (Laser Quantum Finesse 4W) weist
laut Datenblatt im Vergleich zu anderen auf dem Markt verfiigharen Pumplasern ein 3 bis
5 mal hohere Standardabweichung der Amplitude auf (vgl. Abschnitt 6.1.1). Diese Option
ist zwar vielversprechender als die erste, dafiir aber auch sehr kostenintensiv.

Spektrale und zeitliche Charakteristik der Ramanpumpimpulse optimieren

Momentan besitzt der Pumpimpuls eine spektrale Breite von 18 cm™!. Die spektrale Auf-
16sung des Instruments ist durch die spektrale Breite des Pumpimpulses beschrénkt (siehe
Abschnit 7.1.1). Viele Ramanbanden sind schméler als die momentane Auflosung, so dass
sie instrumentell verbreitert dargestellt werden. Das geht zu Lasten der Aussagekraft der
Spektren, vor allem in Situationen in denen Ramanbanden sich beinahe iiberlagern. Eine
spektrale Auflssung von 10 em™! deckt in etwa das Auflésungvermogen des Spektrogra-
phen mit dem 300 Linien/mm-Gitter (vgl. Abschnitt 5.3). Der Pumpimpuls kann entweder
mit Hilfe eines anderen FBG mit einer spektral eingeengten Reflektivitatscharakteristik
oder durch einen anderen spektralen Bandpassfilter zwischen den Verstarkerstufen reali-
siert werden. Ein Gitter in Littrow-Konfiguration kann an Stelle des FBG als spektraler
Filter eingesetzt werden (siehe Abschnitt 3.3.1 und [122]). Die zeitliche Struktur des Pum-
pimpulses zeigt einen langen Fliigel neben der Signalspitze (sieche Abschnitt 7.1.2). Die
Dispersion dritter Ordnung kann fiir eine asymmetrische Impulsform verantwortlich sein
[234]. Diese zeitliche Struktur ist moglicherweise Ursache des ungekldrten Signalverlust
(siche Abschnitt 8.2). Neben der unvermeidlichen Materialdispersion in der Faser konnte
auch das FBG fiir eine hohere Ordnung des Chirp verantwortlich sein. Deswegen wére ein
Aufbau mit einem Gitter in Littrow-Konfiguration zu empfehlen. Mit dieser Konfiguration
wurden auch die héchsten Ramansignale gemessen.

Um die Leistung der Ramanpumpimpulse zu erhohen, muss ein Weg gefunden werden
die SPM in der Faser zu umgehen. Eine Moglichkeit wére die letzte Verstéirkerstufe nach
dem Prinzip der “chirped pulse amplification (CPA) aufzubauen [235|. Es ist jedoch auch
moglich mit Hilfe der SPM die spektrale Breite einzuengen. Dafiir werden die Impulse ne-
gativ “vorgechirpt”. Die neuen Frequenzen, die durch die SPM erzeugt werden, verbreitern
dann nicht das Spektrum, sondern fiihren zu einer Verstarkung der zentralen Frequenzen
des ITmpulses [236, 237, 238]. So kénnte man also gleichzeitig die Leistung erhohen und
das Spektrum einengen. Desweiteren kann der Verstéarker verbessert werden indem die
erste Verstarkerstufe gekiirzt wird. Wie in Abschnitt 3.2.5 erklart, konnte bei &hnlicher
Ausgangsleistung eine geringe ASE erreicht werden. Um die Stabilitdt des Verstérkers zu
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erhohen wére es sinnvoll, alle Fasern des Verstéirkers zu “splicen®.

8.4.2 Ein schnellerer Detektor mit hoherer Photoelektronenspei-
cherkapazitit

Die momentan verwendeten Hamamatsu-Photodiodenzeilen eignen sich als Detektor fiir
die FSRM wegen ihrer hoher Elektronenspeicherkapazitiat. Die Ausleserate ist jedoch auf
1 kHz beschrinkt und die Ausleseelektronik nutzt einen “Rolling-Shutter”, was die effek-
tive Aufnahmezeit fiir ein Spektrum verldngert. Es wird angenommen, dass sich in dem
Bereich von 50-1000 Hz akustische Schwingungen und Luftstrome ins Laserrauschen {iber-
tragen [209]. Das Rauschen eines Ti:Sa-Oszillators nimmt generell mit hoheren Frequenzen
ab [208]. Der Abfall betriagt dabei 10 dB pro Dekade in der Frequenz, deswegen spricht
man auch von einem 1/f-Rauschen [208, 239|. Der Detektor misst also bei einer Frequenz,
die sowohl fiir externe Storungen des Lasers als auch fiir interne Rauschquellen des Lasers
empfindlich ist. Eine Analyse des Rauschens des FSRM-Aufbaus ergab, dass der Beitrag
des Laserrauschens bei hohen Lichtleistungen die anderen Rauschbeitrdge dominiert (sie-
he Abbildung 6.3. Es ist also sinnvoll schneller zu messen, um den hohen Beitrag des
Laserrauschens im Frequenzbereich von 0.1-1 KHz zu umgehen. Desweiteren muss auch
ein schneller messender Detektor eine hohe Photoelektronenspeicherkapazitiat aufweisen,
um das Schrotrauschen klein zu halten. Entscheidend ist hier die durchschnittliche Anzahl
von Photoelektronen in einem Zeitintervall. Je hoher dieser Wert ist, umso niedriger das
Schrotrauschen.

Der ULTRA-Detektor kann mehr Photonen pro Sekunde messen

Beide Kriterien werden vom ULTRA-Detektor der Firma QuantumDetectors erfiillt (siehe
auch [204]). Die maximale Ausleserate ist 20 KHz, dabei kann ein Pixel eine maximale
Ladung von 10 pC aufnehmen. Insgesamt erreicht man also eine Rate von ca. 1,25 x 102
Photoelektronen pro Sekunde, also viermal mehr Photoelektronen pro Sekunde als mit der
Hamamatsu-Diodenzeile. Das relative Schrotrauschen sinkt folglich um einen Faktor von
2. Das Laseramplitudenrauschen bei 20 kHz (bzw. 10 kHz bei einer referenzierten Mes-
sung) des Oszillators ist nicht gemessen worden. Es besteht die Hoffnung, dass auch dieser
Beitrag zum Rauschen mit dem Ultra Detektor geringer ware. Eine technisch interessante
Option fiir den Detektor sind CMOS-Kameras, die vom IBIOS-Institut an der Uni Not-
tingham entwickelt werden (vgl. [240]). Die Kapazitét eines Pixels besteht hier neben der
intrinsischen Kapazitit der photosensitiven Schicht aus 11 weiteren parallel geschalteten
Kondensatoren. Diese konnen einzeln zugeschaltet werden, so dass die Photoelektronenspei-
cherkapazitit des Pixels verdndert werden kann [240]. So kann die Kapazitét jedes Pixel an
die Lichtmenge bei der entsprechenden Wellenldnge angepasst und die Dynamik des A /D-
Wandlers bei jedem Pixel optimal ausgenutzt werden. Die maximale Photoelektronenrate
betrigt hier ca. 1 x 10'2 s7!. Sie ist also vergleichbar mit der des ULTRA Detektor. Die
maximale Ausleserate ist mit 1,7 kHz deutlich langsamer als die des ULTRA Detektor.
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Potentiell sei aber eine Ausleserate von 40 kHz moglich [240]. Ein solcher Detektor wére
sehr geeignet fiir die Messung von stimulierten Ramanspektren.

8.4.3 Stabilere Mechanik und Optomechanik

Messungen an Proben zeigen, dass der gesamte Aufbau sensibel auf von auften eingefiihrte
Schwingungen ist. Vibrationen durch Auftreten neben dem optischen Tisch machen sich als
Grundlinienschwankungen in der Messung bemerkbar. Das frither eingesetzt mechanische
“Chopper‘-Rad zur Modulation des Pumplichtes fiihrte auch zu einem messbar hoheren
Rauschen. Ein bessere Schwingungsisolation des Tisches kénnte zu einem niedrigeren La-
seramplitudenrauschen fithren, weil sowohl der Resonator des Lasers [209] als auch der
Strahltransport empfindlich fiir mechanische Schwingungen sind. Der Signalverlust wéh-
rend einer Langzeitmessung, wurde mit einem axialen Drift des fokusierenden Objektivs in
Verbindung gebracht (vgl. Abschnitt 8.2). Um dies zu vermeiden muss die Objektivhalte-
rung neu gestaltet werden. Es ist hier empfehlenswert auf die breite Expertise einschlagiger
Mikroskopieunternehmen zu bauen. Die optimale Losung wére mit Sicherheit ein vollstan-
diger Mikroskopieaufbau eines solchen Unternehmens. Eine weitere Quelle mechanischer
Vibration auf dem optischen Tisch ist der Piezoversteller zur Unterdriickung des Vierwel-
lenmischuntergrundes (siehe Abschnitt 5.1). Der Piezoversteller bewegt einen Spiegel mit
19 KHz oszillatorisch. Diese Schwingung ist eine Rauschquelle fiir jedes mechanische Bau-
teil auf dem optischen Tisch. Es ist zu iiberlegen, ob der notige Phasenversatz nicht mit
einem elektro-optischen Modulator zu erreichen ware.

8.4.4 “Rauschminderung®* mit SVD und Baselinekorrektur

Die Grundlinie der Ramanspektren bei einem Bildscan zeigt systematisch Abweichungen
von der erwarteten Nulllinie einer referenzierten Messung: Meistens zeigt sie einen gene-
rellen Versatz, bei der Transmission durch Kanten einer Probe aber auch eine Verkippung
(siche Abbildung B.1 im Anhang). Diese Anderungen der Grundlinie treten unter gleichen
Vorraussetzungen gleich auf und sind deswegen mit Sicherheit systematisch. Momentan
sind die detailierten Ursachen jedoch noch nicht geklart (siehe Abschnitt 8.2). Die Ra-
manspektren sind wegen der Abweichung der Basislinie nicht direkt interpretierbar. Das
Problem einer stark variierenden Grundlinie ist aber in der konventionellen Ramanspektro-
skopie aufgrund der Autofluoreszenz der Probe durchaus bekannt [241, 242|. Dementspre-
chend wurden verschiedene Methoden entwickelt die Abweichung der Grundlinie zu korri-
gieren [241, 242, 243|. Die Adaption einer solchen Technik zur Korrektur der gemessenen
Grundlinienartefakte wiirde die Interpretation der Ramanspektren aus Bildscans verein-
fachen. Sowohl in der konventionellen Ramanmikroskopie als auch in der kohérenten Ra-
manmikroskopie wurde die SVD zur Rauschminderung der Spektren eingesetzt |69, 37|. In
Anbetracht des niedrigen Signal-zu Rauschverhéltnis des FSRM-Aufbaus bei biologischen
Proben sollte auch diese Moglichkeit der Rauschminderung in Betracht gezogen werden.
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8.4.5 Anwendung der FSRM in der Zellbiologie

Wie in diesem Kapitel dargelegt ist es mit dem FSRM-Aufbau momentan nicht moglich
den “Fingerprint-Bereich einer Zelle als Kontrast zur Bildgebung zu verwenden. Es wur-
den jedoch einige Verbesserungsvorschldge fiir den Aufbau aufgezihlt. Diese betreffen die
Lichtquelle, den Detektor und die Auswertung: Gelingt es das alte Signalniveau zu er-
reichen, indem der Pumpimpuls optimiert wird, gewinnt man einen Faktor 3 im SNR. Mit
der hoheren Ausleserate des ULTRA-Detektors kann maximal ein weiterer Faktor 2 im
SNR gewonnen werden. Um tatsdchlich anhand des “Fingerprint“-Bereiches abbilden zu
kénnen, wiirde im idealisierten, Schrotrausch-begrenzten Fall noch ein Faktor 2,7 fehlen.
Hier konnte eine Rauschminderung mit Hilfe der SVD eine entscheidende Verbesserung
des SNR bewirken. Die Demonstration einer solchen Messung konnte als erste “echte An-
wendung der FSRM als Technik grofsere Beachtung verschaffen und die Tiir zu weiteren
Anwendungen O6ffnen.



132 8. Perspektive und Kritik der FSRM



Anhang A

Spontane Ramanspektren einiger
erwahnter Substanzen

133



134 A. Spontane Ramanspektren einiger erwahnter Substanzen

100

80 -

60 -

40 -

Raman Signal [a.u.]

O I | I | I | I | I | I
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Raman shift [cm'1]

Abbildung Al: Spontanes Ramanspektrum von Wasser. SDBSWeb:

http://sdbs.riodb.aist.go.jp (National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology, 09.04.2013);
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Abbildung A.2: Spontanes Ramanspektrum von Polystyrol. Aus www.spectraonline.com;
Caltech Mineral Spectroscopy Server. Heruntergeladen am 09.04.2013.
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Abbildung A.3: Spontanes Ramanspektrum von Polymethylmethacrylate. Aus
www.spectraonline.com; Jobin Yvon Raman Spectra of Polymers. Heruntergeladen

am 09.04.2013.



Anhang B

Spektrale Artefakt bei der Bildgebung
mit FSRS

137



138 B. Spektrale Artefakt bei der Bildgebung mit FSRS

Overall Amplitude Change
0.08

0.06

0.02

1000 1500 2000 2500 3000 3500

Skewed Baseline

-

1000 1500 2000 2500 3000 3500

0.1

Raman Loss
o

Spectral Edge Artefact
0.2 T

ot \f—\_’
02 ; i i i i g

1000 1500 2000 2500 3000 3500
Wavenumber [cm "]]

Abbildung B.1: Die ersten drei PCA-Komponenten (Links) und ihre Gewichte (rechts)
einer Aufnahme von Polymermikroskopiestandards (PMS) in einer wéssrigen Dispersion.
Die erste Komponente (oben) gleicht, abgesehen von dem negativen Einbruch bei ca. 1100
cm ! dem Laserspektrum. Diese Komponente tritt innerhalb der PMS auf. Die zweite
Komponente zeigt eine Verkippung der Grundlinie. Diese Verkippung tritt an den Grenzen
zwischen den PMS und dem Wasser und innerhalb der PMS auf. An den Grenzfléhen ist das
Vorzeichen der Verkippung entgegengesetzt zu der Verkippung innerhalb der PMS. Dritte
Komponente zeigt deutlich das spektrale Artefakt, das auch in der ersten Komponente
auftrat. Dieses Artefakt tritt nur an den Grenzflichen zwischen Wasser und PMS auf,
die senkrecht zur Verfahrrichtung des Piezotisches stehen. Dabei ist das Vorzeichen des

Artefakts beim Eintreten in die PMS entgegengesetzt zu dem Vorzeichen beim Austreten
aus den PMS.
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Abbildung D.1: Filterkurven der beiden verwendeten Strahlteiler zur Abspaltung des See-

dimpulses
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