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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der schnellen Bildgebung durch Fem-
tosekunden-stimulierte Raman-Mikroskopie (FSRM). Raman-Mikroskopie erlaubt
eine chemisch sensitive Bildgebung. Sie wird in den Lebens- und Materialwissen-
schaften eingesetzt. Ein geringes Signal bzw. lange Aufnahmezeiten schrianken ih-
re Anwendungen ein. Das in unserer Gruppe entwickelte FSRM-Verfahren zielt
auf eine Verkiirzung dieser Zeiten ab. Bei der FSRM wird die Femtosekunden-
stimulierte Raman-Streuung als Kontrastmechanismus bei der Bildgebung genutzt.
Dabei wechselwirken zwei kurze Laserimpulse, der Probe- und Pump-Impuls, im
mikroskopischen Objekt der Untersuchung. Ein intensiver, spektral schmalbandiger
Pikosekunden-Impuls dient als Pump-Impuls und ein schwacher, spektral breitban-
diger Femtosekunden-Impuls als Probe-Impuls. Im Fokus des Mikroskops erzeugt
die Wechselwirkung zwischen Pump-, Probe-Impuls und der Probe die stimulierte
Raman-Streuung, die sich als Intensitdtsinderung auf den Probe-Impuls aufpragt.
Durch referenzierte Messungen des Probe-Impulses, einmal mit und einmal ohne
Pump-Impuls, lasst sich die spektrale Information aus dem Probe-Impuls tiber einen
Vielkanaldetektor aufzeichnen. Das Rastern der Probe ermoglicht eine ortsaufgeloste
Vermessung.

In dieser Arbeit wurden Optimierungsarbeiten fiir die schnellere Messung bei gleich-
bleibendem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis an dem in unserer Gruppe entwickelten
Mikroskopaufbau durchgefithrt. Im Vordergrund stand die erfolgreiche Installati-
on eines neuen Detektors mit einer 20-fach hoheren Ausleserate. Der neue Detek-
tor vertragt durch eine optimierte Kombination aus Auslesefrequenz und Kapazitét
pro Pixel viermal mehr Photoelektronen als der bisher verwendete Detektor. Die

Erhohung der Ausleserate erfordert auch eine neue An/aus-Modulation des Pum-
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plichts. Es wird nun ein akusto-optischer Modulator eingesetzt. Ebenso wurde ein
Detektorprototyp des IBIOS-Instituts der Universitat Nottingham erfolgreich getes-
tet und eine Kooperation fiir Weiterentwicklung des Detektors aufgebaut. Im Aufbau
wurde die spektrale Einengung des Pump-Impulses durch den Einbau eines Refle-
xionsgitters angepasst und der Chirp des breitbandigen Probe-Impulses erfolgreich
kompensiert. Fiir die ortsaufgeloste Vermessung der Probe wurde in dieser Arbeit
die Rasterroutine von einer punktweisen zu einer kontinuierlichen Abrasterung an-
gepasst. Die angepasste Rasterroutine in Verbindung mit einem Echtzeit-Rechner
fiir die Datenaufnahme, verbesserte die Bildaufnahme fiir 1 000 000 Messpunkte um
den Faktor ~ 100 von ~ 26 Stunden auf ~ 15 Minuten.

Nach den Modifikationen wurde ein viermal hoheres Raman-Signal an der Referenz-
substanz Benzonitril gemessen. Dabei blieb mit einer 20-mal schnelleren Auslesera-
te das alte Signal-zu-Rausch-Verhéltnis von ~ 14 erhalten. Es lassen sich Raman-
Spektren innerhalb von nur 0,1 ms pro Pixel aufnehmen. Dies ist eine der schnells-
ten Messung eines derart breitbandigen Raman-Spektrums. Die schnelle Bildgebung
wurde an einem Polymerblend aus Poly-Styrol-Co-Acrylnitril (SAN) und Polyme-
thylmethacrylat (PMMA) demonstriert. Die Verteilung der beiden Komponenten
wurde fiir Messzeiten von 1 ms und der aktuell kiirzesten moglichen Messzeit von
0,1 ms pro Raman-Spektrum und Bildpunkt erfasst.

Das Instrument wurde auch fiir die Untersuchung der Diffusion von Methanol in Po-
lymethylmethacrylat eingesetzt. Fiir dieses System liegt noch keine einheitliche und
abgeschlossene Erkliarung des auftretenden Diffusionsmechanismus vor. Erste Mes-
sungen zeigen, dass man mit FSRM die Diffusion orts- und zeitaufgelost verfolgen
kann. Wegen eines zwischenzeitlichen Ausfalls des Lasers konnte die Messkampagne

bisher nicht abgeschlossen werden.
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Abstract

This thesis addresses rapid imaging with femtosecond stimulated Raman microscopy
(FSRM). Raman microscopy is an imaging technique with intrinsic chemical con-
trast. It is applied in the life- and material-sciences. Raman scattering suffers from
low signal intensity and thereby long acquisition times for recording a spectrum.
FSRM aims at shortening these recording times. In FSRM, femtosecond stimulated
Raman scattering is used as a contrast mechanism for imaging. Here, two short laser
pulses, the probe pulse and the pump pulse, interact simultaneously with the sample
to generate the stimulated Raman signal. An intense, spectrally narrow-band pico-
second pulse serves as a pump pulse and a weak, spectrally broadband femtosecond
pulse is used as a probe pulse. Within the focus of the microscope the interaction
between the pump pulse, the probe pulse, and the sample generates the stimulated
Raman signal, which is imprinted onto the probe pulse. Taking referenced measu-
rements of the probe pulse, one with and one without pump the pulse, allows for
recording the spectral information of the sample via a multi-channel detector. Ras-
tering the sample enables a spatially resolved measurement.

In this thesis, the setup was optimized for faster measurements at a constant signal-
to-noise ratio. The main focus was on successfully installing a new detector with a
20-times higher read-out frequency. The new detector with an optimized combinati-
on of read-out rate and capacity per pixel tolerates a photon flux four times higher
than the previous one. The increase of the read-out rate required a new on/off mo-
dulation of the pump light. An acousto-optic modulator (AOM) is now used for
this modulation. A detector prototyped by the Institute of Biophysics, Imaging and
Optical Science (IBIOS) at the University of Nottingham was successfully tested

and a cooperation was established in order to further develop the detector. In the
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setup, the spectral narrowing of the pump pulse was adjusted by the installation of
a reflection grating, and a successful compensation for the chirp in the broadband
probe pulse and a new continuous raster scanning method were implemented. The
adapted scanning routine, combined with a real-time computer for data acquisition,
improved the recording times for 1000 000 spatial pixel by a factor of ~ 100 — from
~ 26 hours to ~ 15 minutes.

After these modifications, a four times higher Raman signal of a reference substan-
ce, benzonitrile, was measured. Retaining the previous signal-to-noise ratio of ~ 14,
a 20-times faster readout was achieved. A Raman spectrum now can be recorded
within only 0.1ms. Currently this is one of the fastest measurements of such a
broadband Raman spectrum. Fast imaging was demonstrated on a polymer blend
of poly-styrene-co-acrylonitrile (SAN) and polymethyl methacrylate (PMMA). The
spatial distribution of the two components recorded for measurement times of 1 ms
and the currently shortest possible measuring time of 0.1 ms for a Raman spectrum.
The instrument was also used to the study diffusion of methanol into polymethyl
methacrylate (PMMA). So far, a consistent or complete explanation of the diffusion
mechanism does not exist for this system. First measurements indicate that with
FSRM diffusion may be traced in space and time. Because of an intermitted outage

of the fs-laser the project could not yet be brought to completion.
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1 Vom spontanen Raman-Effekt zur
nicht-linearen Raman-Mikroskopie

Der Nachweis des Raman-Effektes ebnete den Weg fiir eine bedeutende Analyse-
technik in der Spektroskopie und Mikroskopie. Der Raman-Effekt basiert auf der
inelastischen Streuung von Licht an der untersuchten Materie. Das gestreute Licht
liefert Informationen tiber chemische Struktur und physikalische Form der unter-

suchten Probe.

1.1 Etablierung als Analysetechnik

Die Aufnahme eines (Schwingungs-)Raman'- und eines Infrarot(IR)-Spektrums ent-
halten spektroskopische Informationen tiber ein Molekiil. Dabei liefern Raman und
IR einander erginzende Informationen. Die vorliegende Arbeit benutzt den Raman-
und insbesondere den stimulierten Raman-Effekt. Zur Illustration des Informations-
gehalts eines Raman-Spektrums, sind Raman-Spektren von zwei in dieser Arbeit
verwendeten Substanzen, Benzonitril und Polystyrol, in Abb. 1.1 abgebildet. Che-
mische Ahnlichkeiten und Unterschiede der Substanzen spiegeln sich in den Raman-
Spektren wider. Raman- und IR-Resonanzen werden durch molekulare Schwingun-
gen verursacht. Ein komplettes Raman-Spektrum umfasst Raman-Verschiebungen
von insgesamt 0 - 4000cm ™" [1, 2], dquivalent zu einem Infrarot-Spektrum. Dabei

sind Schwingungen im Bereich von 4000 - 3800cm ™" eher exotischer Natur. Das

'Diese Arbeit bezieht sich ausschlieflich auf Schwingungs-Raman-Spektroskopie. Die Rotations-
und elektr. Raman-Streuung werden nicht diskutiert.
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Abbildung 1.1: Raman-Spektren von Benzonitril (blau) [3] und Polystyrol (magenta).
Beide Komponenten sind von Bedeutung in der industriellen Verwendung [4, 5] und
dienten fiir Messungen mit dem FSRM-Aufbau in dieser Arbeit. Das magentafarbene
Spektrum von Polystyrol wurde fiir eine bessere Darstellung mit einem Offset verse-
hen. Der Bereich unterhalb von 1500 cm ™" beinhaltet eine Vielzahl von Banden, die
charakteristisch fiir ein Molekiil sind. Daher wird héufig vom ,Fingerprint“-Bereich
gesprochen.

Raman-Spektrum lasst sich in 4 groBlere Abschnitte unterteilen, die nachfolgend an-
hand der Beispielmolekiile in Abb. 1.1 erldutert werden sollen. Diese Unterteilung
basiert auf eine Beschreibung von Bindungen in der Organik. Fir die Illustrati-
on des Potenzials von Schwingungsspektroskopie werden hier nur Streckschwingung
angesprochen. Die Zuordnungen der Schwingungen bei Benzonitril und Polystyrol
erfolgen dabei nach Ref. [2, 6, 7, 8, 9]. Im Bereich von 4000 - 2500 cm ™" befinden sich
vorwiegend die Streckschwingungen von Einfachbindungen mit Wasserstoff (X—H),
bei dem Polystyrol und Benzonitril sind dies beispielsweise C-H Schwingungen rund
um 3000 cm ™. Im Bereich 2 500 - 2000 cm ™ sind Streckschwingungen von Dreifach-

und kumulierten Doppelbindungen (—N=C=0) zu finden, hier besitzt Benzonitril
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die C=N—Schwingung. Zwischen 2000 - 1500cm™" treten vorwiegend Doppelbin-
dungen (—C=0, —C=N,—C=C-) auf. Sowohl bei Benzonitril als auch Polystyrol
sind hier Ring-Schwingungen sichtbar. Der Bereich unterhalb von 1500cm™! bietet
eine Fiille von verschiedenster Streck- und Deformationsschwingungsbanden. Jedes
Molekiil besitzt in diesem Bereich spezifische Schwingungen. Dieser Bereich wird
hiufig als , Fingerabdruck® des Molekiils bezeichnet [11, 13, 14].

Bei der konventionellen Raman-Streuung erfihrt das eingestrahlte elektro-mag-
netische Feld (z.B. Licht) einen inelastischen Streuprozess an Molekiilen. Dabei
besagt inelastisch, dass die eingestrahlte und die gestreute Strahlung unterschiedli-
che Energien besitzten (Abb. 1.2 a)). Findet ein Energieiibertrag vom eingestrahl-
ten Feld auf das Probesystem statt, so besitzt das gestreute Licht geringere Ener-
gie und die Wellenldnge wird entsprechend rot-verschoben. Dieser Bereich wird als
Stokes-Raman bezeichnet. Trifft das eingestrahlte Laserlicht auf Molekiile im Pro-
bensystem, die sich bereits in einem schwingungsangeregten Zustanden befinden, so
wird dem gestreuten Licht Energie hinzugefiigt und das gestreute Licht besitzt eine
héhere Energie als vorher. Dies wird als Anti-Stokes-Raman bezeichnet. Aufgrund
der Boltzmannschen Besetzungswahrscheinlichkeit liegen statistisch mehr Systeme
im Grundzustand als im angeregten Zustand vor [15], daher erhilt man zumeist
ein deutlich hoheres Stokes- als Anti-Stokes-Raman-Signal. Zuséatzliche molekulare
Information der Probe wird erhalten, wenn die Polarisation des Raman-Streulichts
vermessen wird. Dies kann beispielsweise Aufschluss uber die Struktur und die lo-
kale Ausrichtung des Probemolekiils liefern [16, 17]. Die Adressierung von spektral
breit verteilten Molekiilschwingungen mit nur einer Anregungswellenlinge war ne-
ben der hohen 6rtlichen Auflésung ein weiteres Argument fiir die Verbreitung der
Raman-Streuung als Analysetechnik in der Spektroskopie und in der Mikroskopie.
Die Einsatzgebiete fiir Strukturanalysen mittels Raman-Spektroskopie sind dabei
sehr vielfaltig. Durch ihre markerfreien, also nicht-invasiven Anwendungsmoglichkeit
bietet sie ein breites Anwendungspotential. Sie wird fiir die zeitaufgeloste Spektro-
skopie [19, 20, 21], fiir die Strukturanalyse in der organischen und anorganischen
Chemie [22, 23, 24], in der Materialforschung [25, 26], in den Polymerwissenschaften

*Im engl. Fingerprint. Der Bereich des Fingerabdrucks des Molekiils wird hiiufig unterschiedlich
breit ausgelegt [10, 11, 12]. Diese unterschiedliche Bereichsauslegung fithrt haufig zu Irritatio-
nen.
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Abbildung 1.2: Schema der konventionellen Raman-Streuung a) und Verhéltnis der Ban-
denintensitaten zwischen Stokes und Anti-Stokes-Streuung b). Zu a): Bei der spon-
tanen Raman-Streuung kann Energie vom eingestrahlten Lichtfeld auf das Molekiil
iibertragen werden und es entsteht das Stokes Signal. Befindet sich das zu untersu-
chende Molekiil bereits in einem angeregten Zustand und wird durch das eingestrahlte
Licht in den Grundzustand beférdert, so entsteht das Anti-Stokes-Signal. Zu b): Ba-
sierend auf der Boltzmannschen Besetzungswahrscheinlichkeit trifft das eingestrahlte
Licht eher auf Molekiile im Grundzustand als auf bereits angeregte. Das Raman-Signal
héngt linear von der Konzentration ab, und zusammen mit der Besetzungswahrschein-
lichkeit ergibt sich ein héheres Stokes- als Anti-Stokes-Signal. b). Adaptiert von Ref.
[18].

[27, 28] und in der Physik der weichen Materie [29] angewendet. Ebenfalls wird sie
in der Biomedizin [30, 31] und der Biologie [32, 33, 34] verwendet, wie auch in der
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Analyse fir die Medikamentenentwicklung in der Pharmazie [28, 35]. Der Einsatz
in der Bildgebung fiir biologische Proben, gerade mit medizinischem Hintergrund
ist von groBem Interesse. Das Gebiet der Medizin besitzt besondere Relevanz. Bei-
spielsweise zihlt Krebs weltweit noch zu den haufigsten Todesursachen [36]. Eine
Fritherkennung von Krebszellen kann dessen Mortalitéit reduzieren helfen [36]. Be-
reits mit konventioneller Raman-Mikroskopie [37, 38|, wie auch mit anderen nicht-
linearen Raman-Mikroskopie-Techniken [39, 40, 41, 42, 43, 44] wurden verschiedene
Krebsarten untersucht. Die Raman-Spektroskopie wird auch fiir die Bestimmungen
in der Archéaologie [45] und der Kunstgeschichte [46] verwendet. Ebenso dient es zur
Analysen von Meteoritengestein [47] und wird fiir zukiinftige Missionen der Raum-
fahrt als wertvolle und ergéinzende Analyse-Technik [48, 49] gehandelt.

1.2 Raman-Mikro-Spektroskopie

Urspriinglich wurde von der Raman-Mikro-Spektroskopie gesprochen und dann im-
mer haufiger von der Raman-Mikroskopie. In der Raman-Mikroskopie werden Pro-
bensysteme auf der Lingenskala von Zentimetern (10~ %m) bis hinunter in den Sub-
Mikrometerbereich (10_7111) mittels schwingungspektroskopischem Raman-Effekt
untersucht. Dabei kénnen fiir besondere Proben sogar Auflésungen im Angstrom-
Bereich (107'"m) fiir die konventionelle Raman-Mikro-Spektroskopie erreicht wer-
den. Diese spielen bei der Untersuchung von Kristallen (z.B. Graphen oder Borni-
trid) eine Rolle. Raman-Mikroskopie kann ermittelt, ob Monolagen des Kristalls auf
dem Substrat vorliegen oder der untersuchte Kristall aus mehreren Lagen besteht.
Bei einer Monolage ist die Wirkung des Substrats auf den Kristall so stark, dass
diese die urspriingliche Bandenpositionen des Kristallmaterials verschiebt [50, 51].
Die Raman-Mikroskopie besitzt gegeniiber der IR-Mikroskopie Vorteile wie hoheres
laterales Auflosungsvermégen. Die Raman-Spektroskopie verwendet Anregungslicht
im sichtbaren Wellenldngenbereich (390 nm - 780 nm) und liefert so eine um 10x
hohere Auflosung als die IR-Spektroskopie (ab 3,0 pm - 18 pm) [1]. Durch den sehr
geringen Raman-Streuquerschnitt fiir H,O ist die Signalstirke bei Wasser weitaus
geringer als in der IR-Spektroskopie [1]. Auch ist die Lage der Wasserbanden im

Raman-Spektrum sehr gut von anderen organischen Substanzen abgrenzbar. Diese
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Abbildung 1.3: Schema der Raman-Mikroskopie. Jeder Punkt der Probe wird abgeras-
tert und jeweils ein Raman-Spektrum aufgenommen. Die resultierenden Messdaten
enthalten spektroskopische Informationen iiber die Zusammensetzung der Probe. Mit
Algorithmen der uni- oder multivariaten Datenauswertung ergibt lisst sich die chemi-
sche Zusammensetzung der Probe rdu mlich darstellen. Die Auswertung der einzelnen
Spektren in Abhéngigkeit ihrer Position ergibt ein Falschfarbenbild.

Vorteile ermoglichen eine Bildgebung von biologischen Proben, wie Zellen oder Ge-
webe [12, 52].

Die Raman-Mikroskopie vereint die Vorteile der Licht-Mikroskopie mit denen der
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Raman-Streuung. In der Raman-Mikroskopie wird jeder Punkt der Probe abgeras-
tert und jeweils ein Raman-Spektrum aufgenommen. Die resultierenden Messdaten
enthalten umfangreiche spektroskopische Informationen uber die Zusammensetzung
der Probe. Bei der Auswertung gibt es die Moglichkeit, entweder nur eine einzelne
ausgewihlte spektrale Information in Form einer Bande (univariat) oder aber die
(komplette) spektrale breitbandige Information (multivariat) zu verarbeiten. Die
univariate Datenanalyse bietet dabei eine schnelle Auswertung, erlaubt jedoch bei
komplexen, Multikomponenten Probensystemen, wie z.B. bei biologischen Proben,
nur noch eingeschranktes Zuordnungsmoglichkeit. Eine univariate Datenauswertung
kann fiir die rAumliche Darstellung der chemischen Verteilung in der Probe genutzt
werden. Die Auswertung der einzelnen Spektren in Abhéngigkeit ihrer Position er-
gibt ein Falschfarbenbild (vgl. Abb. 1.3).

Die Entwicklung der Raman-Mikrospektroskopie wurde 1966 [53] vorhergesagt und
1975 erstmals von Delhaye und Dhamelincourt demonstriert [54, 55]. Fiir die rdum-
liche Auflosung entwickelte sich die Raman-Mikroskopie vom konventionellen zum
konfokalen Konzept weiter. Somit wird die Probe nicht mehr direkt komplett aus-
geleuchtet, sondern nach einem Rasterschema punktweise vermessen.

Die Raman-Streuung ist im Gegensatz zu dem kollinear detektierbaren IR-Ab-
sorptionssignal ein ungerichteter Effekt, der in alle Raumrichtungen gestreute Strah-
lung abgibt. Wegen dieser Einschrankung und des geringen Streuquerschnitts erhélt
man ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhéaltnis nur uber langere Messzeit, die sich in der
GroBenordnung von Sekunden bis Minuten erstreckt, erhalten [56, 57, 58 59, 60].
Verbesserte Qualititen der gemessenen Raman-Spektren kénnen dabei nicht mit
beliebig stiarkeren Anregungslaserleistungen erzielt werden, denn die Steigerung der
Laserleistung fiihrt z. B. durch Multiphotonen-Absorption zu einer verstarkten Pho-
toschiidigung der Probe [61, 62]. Lingere Messzeiten, die Alternative, kénnen bei
lebenden biologischen Proben zur Schadigung oder schlimmstenfalls zum Zelltod
fithren. Léngere Zeiten sind also nicht immer eine Moglichkeit [63]. Die Zusam-
mensetzung und die Konzentration innerhalb des untersuchten Bildausschnittes li-
mitieren die minimale Messzeit. Sukzessive Verbesserungen der einzelnen Bauteile
im Raman-Mikro-Spektrometer dienen dem Ziel, eine kiirzere Messzeit pro Raman-
Spektrum zu erhalten. Neueste Raman-Instrumente auf dem Markt bringen im-

mer kurzere Messzeiten bis hinunter in den Millisekunden-Bereich fiir ein einzel-
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nes Raman-Spektrum. Mit den Entwicklungen und neuen Produktionstechniken bei
dichroitischen Spiegeln, Gittern in den Spektrographen und den Rayleigh-Linien-
Filtern werden diese Verbesserungen Realitat.

Die Weiterentwicklung von CCD zu EMCCD-Kamerachips® [64] erméglicht eine
lichtempfindlichere und rauscharmere Aufnahme der Signale. Ebenso verkiirzt eine
alternative Abrasterung der Probe die Messzeit. Diese ist nicht ldnger eine Punkt-
fiir-Punkt-Messung der Probe, sondern eine Linienausleuchtung [65]. Auf einer gan-
zen Bildlinie werden simultan Raman-Spektren generiert, die von der CCD-Kamera
aufgenommen werden. Mehrere Raman-Spektren pro Integrationsfenster werden auf-
genommen. Die Messzeiten, die erreicht werden konnen, liegen bei ca. 10s pro Linie

und ergeben 11 ms pro Pixel [34].

1.3 Nicht-klassische Raman-Spektroskopie

Die bereits erwahnten Nachteile der konventionellen Raman-Spektroskopie fiithrten
zu Weiterentwicklung und Entdeckung von weiteren Raman-Methoden. Verschie-
dene nicht-klassische/nicht-lineare (nl) Effekte konnen genutzt werden, um die
geringe Raman-Streuung der Molekiile zu verstiarken. Die oberflichenverstarkte
Raman-Streuung ist von dem Resonanz-Raman-Effekt zu unterscheiden. Beide nut-
zen eine Resonanzbedingung und helfen somit starkere Raman-Signale zu generie-
ren. Die oberflichenverstirkte Raman-Streuung (SERS') nutzt heutzutage vorwie-
gend Nano-Partikel, die in Oberflichennéhe und in passender Bestrahlung Plasmo-
nen generieren, die dann die Raman-Streuung verstiarken. Ebenso kann auch eine
Verstarkung bei auf Metalloberflachen absorbierten Molekiilen beobachtet werden,
die dabei 10* bis 10" GroBenordnungen betragen kann [66, 67, 68]. Dabei stehen
noch zwei Erklarungen fiir diesen Effekt im Raum. Besteht die giinstige Kombination
aus dem oberflichenverstarkten wie auch dem Resonanz-Raman-Effekt, dann ist die
Aufnahme von Raman-Spektren einzelner Molekiile moglich [69]. Bei dem Resonanz-
Raman-Effekt trifft das Photon resonant auf den elektronischem Ubergang im Mo-

lekiil und erméglicht eine Verstirkung um etwa 2 bis 3 Groflenordnungen [34, 57].

3electron multiplying CCD
'Surface Enhanced Raman Scattering
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Das Folgende berichtet detaillierter von der nicht-linearen Raman-Streuung und
deren Implementierung in die Mikroskopie. Der Bereich der nicht-linearen Raman-
Mikroskopie trat ab dem Jahr 1999 [70] starker in den Fokus von Forschungsgrup-
pen. Mit der nl-Raman-Mikroskopie werden hohere Raman-Signale erreicht, und
es konnen also kiirzere Messzeiten realisiert werden. Die am weitesten verbreiteten
Ansétze bei der nl-Raman-Mikroskopie sind dabei koharente Anti-Stokes Raman-
Streuung (CARS) und stimulierte Raman-Streuung (SRS). Fiir beide Techniken
werden héhere Spitzenleistungen verwendet als bei der konventionellen Raman- Mi-
kroskopie. Allerdings gibt es Hinweise dafiir, dass derart hohe Lichtleistungen von
speziellen biologischen Proben nicht vertragen. Bei ihnen ist ein Mikroskop mit dem

konventionellen Raman-Effekt vorzuziehen [71].

1.3.1 Koharente anti-Stokes Raman-Streuung - CARS

Die kohirente anti-Stokes Raman-Streuung (CARS*) wurde erstmals im Jahr 1965
bei Terhune et al. beschrieben [72]. Zunéchst wurde sie ab 1974 in der Spektrosko-
pie eingesetzt [73, 74, 75]. Die Verwendung fiir die Bildgebung in der Mikroskopie
erfolgte erstmalig durch Duncan et al. 1982 [76].

Durch die Entwicklung neuer Detektionstechniken und gepulster Nahinfrarotlaser,
vor allem der Ti:Sa-Laser, begann ab 1999 [70] eine starke Entwicklungsphase der
CARS-Mikroskopie mit ihren verschiedenen Anwendungsgebieten. Diese technischen
Entwicklungen erméglichten die Umsetzung der nicht-linearen-Raman-Mikroskopie.
Die Geschwindigkeit der Bildgebung ist dabei bis zu Echtzeit-Videoaufnahmen von
30 Bildern pro Sekunde fiir eine Bande im Raman-Signal [71, 77| bei lipidreichen bio-
logischen Proben fortgeschritten [78]. Die CARS-Mikroskopie dringt kontinuierlich
in weitere Themengebiete vor, dazu gehéren bio-medizinische Systemen [39, 79, 80],
die Zellbiologie und Histologie, wo mit diesen Instrumenten die Verteilung der Lipid-
struktur sich abbilden lasst [81, 82, 83, 84]. Auch sind Bereiche wie die Katalyse oder
Verbrennungsvorgénge von Interesse [85]. Einige Ubersichtsarbeiten wie [12, 39, 86]
spiegeln das Interesse an der CARS-(Mikro-) Spektroskopie wider.

CARS ist ein Vierwellenmischprozess (FWM') [70, 73] mit einer nicht-linearen

“engl.: coherent anti-Stokes Raman scattering
lengl.: four wave mixing
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Abbildung 1.4: CARS-Schema bei Verwendung von spektral schmalbandigen a) und
spektral breitbandigen Lichtfeldern b). Trifft die Differenz von w, — w, eine Eigen-
schwingung des Systems, wird diese kohédrent angetrieben. Trifft auf diese kohérent
angetriebene Schwebung das Lichtfeld von wp, entsteht eine verstidrkte Emission des
Anti-Stokes-Feldes w, .. Bei Verwendung von spektral breitbandigen Stokes-Feldern w,
kénnen gleichzeitig mehrere Raman-Resonanzen des untersuchten Systems adressiert
werden.

Wechselwirkung zwischen den Molekiilschwingungsmoden und den einfallenden
elektro-magnetischen Feldern. Es wechselwirken drei eingestrahlte Lichtfelder mit
der Probe. Da CARS ein Effekt dritter Ordnung ist, erzeugen die drei eingestrahl-
ten Lichtfelder das Anti-Stokes-Feld (vgl Abb. 1.4 a)). Sind Pump- und Probe-
Impuls identisch gewahlt, tritt das entsprechende Feld zweimal auf. Die Felder
des Raman-Pump-Impulses E,(w,), des Stokes-Impulses Fg(w,;) und des Probe-
Impulses Ep,(wp,) interagieren dann mit der Probe [70]. Entspricht die Differenz
von Pump-Impuls (wp) und Stokes-Impulses (wg) einer Schwingungsmode des Mo-
lekiils (w; ), so wird diese adressierte molekulare Eigenschwingung durch die einge-
strahlten Impulse kohirent angetrieben. Die kohidrent angetriebene Schwingungs-
mode mit der Frequenz® w; = wp — wg fithrt zu einer Modulation der makro-
skopischen Polarisierbarkeit des Molekiils. Trifft nun der Probe-Impuls (wp,) auf
das in Kohérenz getriebene Molekiil-System, erzeugt dies eine nicht-lineare Polari-
sation mit wyg = w; + wp,. Folglich sind an der Generierung des CARS-Signals
drei Felder beteiligt: wys = wp — wg + wp, [73, 87]. Das Antreiben der Mo-

lekilschwingung durch die eingestrahlten elektromagnetischen Felder fithrt zu ei-

®Diese Arbeit nutzt die Kreisfrequenz: w = 2 - v zur Bezeichnung einer Schwingung, respektive
fiir die Frequenz: v und die zugehérige Wellenzahl: 7 = v/e.

10



1.3 Nicht-klassische Raman-Spektroskopie H

ner verstarkten Abstrahlung eines Anti-Stokes Raman-Signals mit der Frequenz
wyg. Der CARS-Prozess ist als Schema in Abb. 1.4 fiir ein spektral schmalban-
diges (a)) wie auch fiir ein spektral breitbandiges Lichtfeld (b)) dargestellt. Die
Frequenzen des Pump- und des Probe-Impulses sind in der Praxis haufig identisch
(beispielsweise: [39, 88]). Dabei wird von Frequenz-entarteten/degenerierten oder
Zwei-Farben CARS gesprochen [89, 90]. Dies erméglicht die Reduzierung der verwen-

deten Laserquellen. Dies erméglicht die simultane Adressierung von mehreren Mo-

60+ - - - Spontaneous Raman
T . (a) e Exp. F-CARS
£4& Calc. F-CARS
> .
2 20- b
O] r %
E 1 ke ~N-" ! by ~
0] ———el, : . — ]
1550 1600 1 1650
wy— (cm™)

Abbildung 1.5: Der nicht-resonante Hintergrund bei CARS-Messungen wirkt sich im
direkten Vergleich stark auf das Spektrum aus. Im Vergleich sind ein spontanes Raman-
Spektrum und ein CARS-Spektrum von Polysterol gezeigt. Ein dispersiver Charakter
des CARS-Spektrums ist erkennbar, wobei das spontane Spektrum eine Lorentz-Form
hat. Adaptiert aus Ref. [91].

lekiilschwingungen (vgl. Abb. 1.4 b)). Zumeist wird bei dieser als Breitband-CARS
(bCARS) bzw. Multiplex-CARS (mCARS) bezeichneten Technik der Stokes-Impuls
(wg) als spektral breitbandiger Impuls gewahlt [81, 90, 92, 93, 94]. Haufig wird zwi-
schen mCARS und bCARS insofern unterschieden, dass mCARS lediglich ein paar
hundert Wellenzahlen im Raman-Spektrum, bCARS hingegen mehrere tausend ab-
gefragt werden [38]. Wie bei der konventionellen Raman-Mikroskopie ist auch mit
der CARS-Mikroskopie eine markierungsfreie chemische Analyse, basierend auf dem
Schwingungskontrast, moglich. Mit Hilfe der CARS sind kiirzere Aufnahmezeiten
fur dasselbe Signal /Rausch-Verhéltnis wie bei der konventionellen Raman-Streuung
moglich. Dies liegt an den 4 bis 6 Groflenordnungen starkeren Signalstarken bei
der kohéarenten Anti-Stokes Raman-Streuung im Vergleich zur spontanen Raman-

Streuung [81, 94, 95]. Das CARS-Signal ist im Gegensatz zum konventionellen

11
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Raman-Streusignal nicht untergrundfrei. Ein nicht-resonante Untergrund fithrt zu
einer Verzerrung des Raman-Signals (vgl Abb. 1.5) und muss bei der Datenauswer-
tung herausgerechnet werden [96, 97]. Zusatzlich besitzt das CARS-Signal eine qua-
dratische Abhéngigkeit zur Probenkonzentration und erschwert somit zuséatzlich die
Analyse von komplexeren Probenzusammensetzungen. Eine detaillierte theoretische

Beschreibung des CARS-Prozesses enthalten die Ref. [81, 87, 98, 99, 100, 101, 102].

1.3.2 Femtosekunden-stimulierte Raman-Streuung - FSRS

Die Femtosekunden-stimulierte Raman-Streuung (FSRS) wurde erst zur Jahrtau-
sendwende vorgestellt [103]. Die Technik basiert auf dem Effekt der stimulier-
ten Raman-Streuung (SRS). Der Hauptunterschied zur konventionellen Raman-
Spektroskopie, die nur mit einem Laserimpuls oder einem Dauerstrichlaser das
Raman-Signal erzeugt, besteht darin, dass zwei Laserimpulse fiir das stimulierte
Raman-Signal erforderlich sind. Dies ist ebenso bei der vorher erwihnten CARS-
Technik notwendig. Einer der Impulse ist ein intensiver und schmalbandiger Lase-
rimpuls, der sogenannte Raman-Anrege-Impuls oder Raman-Pump-Impuls (w,). Als
zweiter Impuls wird ein spektral breitbandiger Laserimpuls benotigt, der Raman-
Abfrage-Impuls bzw. die Raman-Probe (w,,.). Beide Impulse miissen notwendiger-
weise gleichzeitig am selben Probenort uberlagert werden, um den stimulierten
Raman-Effekt zu generieren. In Abb. 1.6 ist der Prozess der stimulierten Raman-
Streuung sowie die verwendete FSRS abgebildet. Bei der FSRS gibt es gelegentlich
eine Unterteilung in Stokes-Raman und Anti-Stokes-Raman. Diese darf jedoch nicht
mit der konventionellen Raman-Streuung verwechselt werden. Bei der spontanen
Raman-Spektroskopie wird aufgrund der Besetzungswahrscheinlichkeiten bei Raum-
temperatur tblicherweise nur ein sehr geringes Anti-Stokes-Signal erzeugt. Diese
Einschrankung tritt bei der FSRS nicht auf. Die Wechselwirkungen bei der FSRS
ereignen sich zwischen den eingestrahlten Photonen und den Molekiilen, die zu einem
Anti-Stokes-Signal, also einer Generierung von energiereicheren Photonen (wy, > wy)
(vgl. Abb. 1.6 b)) oder einem Stokes Signal (sieche Abb. 1.6 a)), der Generierung eines
energiedrmeren Photons (w,, < w,), fithren. Die Differenz der Frequenz der beiden
verwendeten Laserimpulse muss eine Molekiilschwingung (w;) anregen, damit ein

Raman-Signal erzeugt wird. Die Verwendung von breitbandigen Lasern als Raman-

12
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Abbildung 1.6: SRS-Prozess: In a) ist der Stokes-Prozess abgebildet, bei dem der
Raman-Pump-Impuls w, mit dem Raman-Stokes bzw. Abfrage-Impuls w,, in dem

System eine Schwingungsanregung induziert. Fallt der Frequenzunterschied wy, - wp,

= w; mit einer molekularen Vibrationsmode zusammen, entsteht die stimulierte
Verstiarkung des Raman-Signals. In b) ist der Anti-Stokes-Prozess dargestellt bei dem
die Pump- und Abfrage-Impulse ihre Rollen tauschen. Es wird eine Abschwichung
des Abfrage-Impulses und eine Verstarkung des Pump-Impulses erzeugt. In c¢) wird
der fiir die FSRM verwendete Anti-Stokes-Prozess dargestellt. Durch den spektral
breitbandigen Raman-Abfrage-Impuls kénnen mehrere Schwingungsmoden simultan
angesprochen werden.

Probe-Impuls gewahrleistet die Adressierung von mehreren Molekiilschwingungen
in der untersuchten Messprobe. Fiir die molekularen Schwingungsfrequenzen w; und

die verwendeten Laserimpulse gilt:
w; = |wp — Wyl (1.1)

Die FSRS basiert auf der stimulierten Raman-Streuung (SRS®). Diesen Effekt er-
kannten bereits die Entwickler eines modengekoppelten Rubinlasers im Jahre 1962
[104, 105]. Kurze Zeit spater wurde auch der gegensatzliche Prozess, die stimulier-
te Raman-Abschwichung, experimentell realisiert [106]. Diese experimentellen Be-
obachtungen konnten wenig spéater durch eine passende theoretische Beschreibung
erklart werden [107]. Die stimulierte Raman-Verstarkung wie auch -Abschwachung
wurden spiter Gegenstinde von Ubersichtsarbeiten [100, 108, 109]. Mit der Entwick-
lung von durchstimmbaren Farbstofflasern etablierte sich die SRS als Spektroskopie-

Sengl.: stimulated Raman scattering
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Methode bereits in den 1970ern [110].

Die Femtosekunden-stimulierte Raman-Spektroskopie wurde zuerst 1999 in der
zeitaufgelosten Spektroskopie eingesetzt [20, 111, 112, 113]. Mit dieser Technik war
es erstmals moglich, eine sehr kurze Messzeit mit einer hohen Zeitauflosung und
hochaufgelosten Ramanspektren zu kombinieren [20].

Der Grofiteil der Forschungsgruppen nutzt in der Mikroskopie nicht die breitbandi-
ge SRS (FSRS), sondern lediglich eine Einkanal-Detektion [35, 40, 114, 115, 116,
117, 118, 119, 120, 121]. Hierbei wird bei einem Laserschuss lediglich eine Fre-
quenz detektiert. Die Messzeiten fiir die Einkanal-Detektion liegen teilweise bei
vergleichbaren Messzeiten, wie dem FSRM-Aufbau, von 100 ps pro Pixel [40, 116].
Es existieren auch Einkanal-SRS-Aufbauten mit deutlich schnelleren Aufnahme-
zeiten von lediglich 100ns pro Pixel [115]. Einige Forschungsgruppen verwenden
einen semi-breitbandigen Ansatz, bei dem ein kleiner Ausschnitt des stimulierten
Raman-Spektrums zwischen 115cm™" und 300 cm ™" nacheinander abgefahren wird
[118, 119, 120, 121]. Dabei liegen die spektrale Auflésung zwischen 3cm ™" [120] und
5cm ™' [121] und die minimale Aufnahmezeit fiir den spektral abgedeckten Bereich
zwischen 13 s [120] und 184 ps [121].

Erstmals wurde FSRS als Kontrastmechanismus in der Mikroskopie von Prof. Gilchs
Arbeitsgruppe im Jahre 2007 vorgestellt [122]. Hierbei wird der stimulierte Raman-
Effekt mit einer spektral breitbandigen Abfragetechnik kombiniert. Aus dem fs-
Impuls des Lasersystems, mit einer 1kHz Wiederholungsrate, wurde mithilfe ei-
ner Saphir-Platte, ein Weifllicht fir den Raman-Probe erzeugt. Mit dem Weiflicht
wurden eine spektrale Breite von etwa 3500 cm™ des Raman-Spektrums adressiert
[122]. Der anfiangliche FSRM-Aufbau besafl durch die hohen Impulsenergien von
> 100nJ pro Impuls keine Kompatibilitat mit biologischen Proben [123]. Es folgte
ein neuer Aufbau der FSRM-Anlage mit einer 75 MHz Lichtquelle und einem Fa-
serverstiarker dessen Intensitaten fiir biologische Proben im vertriaglichen Rahmen
liegen [123, 124]. Nach dem Wechsel der Lichtquelle fokussierten sich die Arbeiten
auf die Unterdrickung eines interferometrischen Untergrunds im gemessenem sti-
mulierten Raman-Signal [125, 126, 127]. Basierend auf dem FSRM-Aufbau mit der
MHz-Lichtquelle wurden die Arbeiten und Messungen der vorliegenden Dissertation

angefertigt.
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1.4 Aufgabenstellung dieser Dissertation

Die Zielsetzung der Arbeit galt der schnellen Bildaufnahme mit der Femtosekunden-
stimulierten Raman-Mikroskopie. Im Vordergrund standen die Implementierung ei-
nes neuartigen Viel-Kanal-Detektors und damit verbundene Anpassungen ans Sys-
tem. Der neue Detektor arbeitet mit einer 20 x hoheren Ausleserate als die bisher
verwendeten. Es musste in den Aufbau und ein neu geschriebenes Messprogramm
integriert werden. Erst danach folgten Aufnahme von Mikroskopie-Bildern mit dem
FSRM-Aufbau. Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Dissertation galt den Entwick-
lungsarbeiten an einem neuen Probenstandard fiir das Mikroskop. Ebenso wurde das
System fur die Schrotrauschen-begrenzte Messung optimiert und an neuen Proben-

systemen, insbesondere an verschiedenen Polymersystemen, getestet.

1.4.1 Gliederung der Arbeit

Diese Dissertation ist wie folgt gegliedert: Das zweite Kapitel erdrtert Fem-
tosekunden-Laserimpulse und wiederholt die Konzepte der Laserphysik und die
moglichen Realisierungen von Femtosekunden-Lasersystemen. Das dritte Kapitel
greift die Grundlagen der verwendeten FSRM-Technik auf. Dabei werden die not-
wendigen Anforderungen fir die FSRM und die Realisierung konkret aufgezeigt.
Im vierten Kapitel werden die verwendeten Proben erdrtert und vorgestellt. Das
finfte Kapitel diskutiert die erarbeiteten und realisierten Modifikationen am ak-
tuellen Aufbau. Das sechste Kapitel liefert einen Uberblick iiber die maBgeblichen
spektro- und mikroskopischen Messungen und Ergebnisse. AbschlieBend werden im
siebten Kapitel die Zukunftsperspektive des FSRM-Aufbaus und weitere mogliche

Verbesserungen vorgestellt.
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2 Ausgewahlte Grundlagen der
verwendeten fs-Impulse

Ein Femtosekundenlaser bildet die Basis der in dieser Arbeit verwendeten FSRM-
Technik. Ein Verstandnis fur das Prinzip des Lasers soll im ersten Abschnitt die-
ses Grundlagenkapitels vermittelt werden. Zunachst wird auf die physikalischen
Eigenschaften der Absorption und der spontanen Emission eingegangen. Danach
wird die fur den Laserbetrieb notwendige verstarkte stimulierte Emission erlautert.
Abgeschlossen wird das erste Grundlagenkapitel durch die Modelle des Drei-
Niveauschemas, das sich im Raman-Pumplaserverstirker wiederfindet, und des Vier-
Niveauschemas, das den Femtosekunden-Ti:Sa-Laser beschreibt. Die Erlauterungen
orientieren sich an der Literatur [128, 129, 130]. Der zweite Teil beleuchtet das Ge-
biet der gepulsten Laser, vor allem die fiir diese Arbeit relevanten optisch linearen

und nicht-linearen Effekte, die im Zusammenhang mit gepulsten Lasern auftreten.

2.1 Grundlagen eines Lasers

Der Begriff Laser ist ein Akronym fir ,light amplification by stimulated emission of
radiation”, also fiir Lichtverstarkung durch stimulierte Emission von Strahlung. Ein
Laser benotigt, wie schematisch in Abb. 2.1 dargestellt, drei verschiedene Bestandtei-
le: ein aktives Medium, einen Resonator fiir die Modenselektion und Rickkopplung
und schliellich eine externe sogenannte Pumpe. Das aktive Medium kann entweder
als Kristall (bsp: Ti:Sa'), als Halbleiter (bsp: GalnAs?), als fliissige Farbstofflosung

1Titztn:Sa]:)hjr
2GalnAs = Gallium Indiumarsenid
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(bsp: Rhodamin 6G), oder auch als Gas (bsp: CO®) vorliegen. In dem aktiven Me-
dium muss eine Besetzungsinversion induziert werden. Bei einem Medium mit zwei
oder mehreren Energieniveaus sind im thermodynamischen Gleichgewicht die ener-

getisch niedrigeren Zustande mit hoherer Wahrscheinlichkeit besetzt. Von einer Be-

Spiegel Spiegel

L -

Aktives Medium Auskopplung

—

Pumpe

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau eines Lasers mit aktiven Medium in einem ein-
fachen Fabry-Perot-Resonator.

setzungsinversion wird gesprochen, wenn die energetisch hoheren Zustande starker
bevolkert sind als die niedrigeren. Die Besetzungsinversion wird erreicht, indem ex-
tern Energie tiber die Pumpe dem System zugefiithrt und vom aktiven Medium absor-
biert wird. Eine Gasentladung, elektrischer Strom oder die Einstrahlung von Licht
kann als Pumpe fiir die Zufuhr der notwendigen Energie an die Molekiile/Atome
des aktiven Mediums genutzt werden. Sobald eine Besetzungsinversion erreicht wird,
bedarf es nur eines Photons mit der passenden Energie, meist durch eine spontane
Emission gebildet, um das erste stimulierte Photon zu kreieren. Dieses Photon regt
seinerseits andere angeregte Zustande an, und weitere Photonen werden emittiert:
Es entsteht eine Kettenreaktion.

Die bei dem Laserbetrieb grundlegenden Prozesse sind die spontane, die stimulierte
Emission und die Absorption (vgl. Abb. 2.2). Absorption und stimulierte Emission
finden nur statt, wenn Photonen auf Materie treffen. Die spontane Emission hinge-

300 = Kohlenstoffmonoxid
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gen lauft ohne duflere Einwirkung ab.

Es folgt eine kurze Erlauterung dieser drei Prozesse. Bei dem Durchgang von Licht-

a) Absorption b) Spc?nt.aneous Q) Stlr!wu-lated
emission emission
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hv
E, —d— . v _

hV=E2—EJ

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Absorption a), spontanen Emission b)
und stimulierten Emission c).

wellen durch Materie kann die Lichtwelle abgeschwécht werden. Diese Abschwéachung
in Ausbreitungsrichtung kann neben Streuung und Reflexion auf Absorption beru-
hen. Abb. 2.2 a) stellt den Prozess der Absorption dar. Dazu werden die diskreten
bzw. gequantelten Energiezustande E), E, ... E, innerhalb von Atomen und Mo-
lekiilen genutzt. Fiir die Beschreibung sollen zunéchst 2 beliebige Energieniveaus,
Niveau 1 und 2 eines gegebenen Atoms oder Molekiils mit den Energien E; und
E, zu Grunde liegen. Dabei gilt E; < E,. E, wird als Energie des Grundzustands
und F, als angeregter Zustand definiert. Das Atom bleibt dann so lange im Grund-
zustand, bis es eine externe Anregung erfahrt. Trifft eine elektromagnetische Welle
mit der Frequenz v das Material, wird mit einer endlichen Wahrscheinlichkeit das
Material vom Energiezustand E; in den Zustand F, angehoben. Die Frequenz v,

der eingestrahlten Welle ist durch den bekannten Ausdruck gegeben:

vo = (Ey — Ey)/h (2.1)
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%—‘ 2 Ausgewihlte Grundlagen der verwendeten fs-Impulse

mit % als Planckschem Wirkungsquantum®. Dabei wird die Energiedifferenz von
E, — FE; vom Atom vorgegeben und muss von der einfallenden Strahlung erfiillt
werden. Mit der Anhebung in den Zustand E, ist dem Licht die Energie hv entzogen
und an das Molekiil abgegeben worden. Dieser Prozess wird Absorption genannt und
ist in Abb. 2.2 a) schematisch dargestellt.

Die Atome bleiben jedoch nicht unendliche Zeit im angeregten Zustand, sondern fal-
len zuriick in den Grundzustand (Abb. 2.2 b) und ¢)). Dieser Zerfall des angeregten
Zustands kann ohne duflere Einwirkung stattfinden. Dabei gibt es zwei Varianten
des spontanen Zerfalls, einmal als spontane Emission (Abb. 2.2 b)) von einer elek-
tromagnetischen Welle oder als nicht-strahlender Ubergang.

Neben dem spontanen Zerfall existiert auch ein getriebener Zerfall, die stimulierte
Emission (vgl. Abb. 2.2 ¢)), die neben der Absorption der notwendige Prozess fir
den Betrieb eines Lasers ist. Dieser Prozess wurde erstmals durch Einstein postuliert
[131]. Die stimulierte Emission beschreibt die Riickkehr eines angeregten Systems
auf ein niedrigeres Energieniveau, die durch ein Photon induziert wird. Dabei wird
ein weiteres Photon generiert. Damit ist dieser Ubergang nicht linger ein spontaner,
sondern ein getriebener ,Vorgang“. Im Gegensatz zur spontanen Emission, bei der
die Photonen statistisch in alle Raumrichtungen emittiert werden, ist bei der stimu-
lierten Emission das generierte Photon in dieselbe Raumrichtung wie das einfallende
Photon gerichtet. Eine weitere Besonderheit ist die kohdrente Abstrahlung des ent-
stehenden Photons. Es teilt zudem die gleiche Phase und Frequenz des eingestrahlte
Photons. Damit die stimulierte Emission fir die optische Verstiarkung genutzt wer-
den kann, muss der obere Energiezustand stéarker populiert sein als der untere.
Diese Prozesse finden im aktiven Medium statt. Dieses wird gewohnlich von einem
Laserresonator umschlossen und der Resonator verstirkt den Prozess der stimu-
lierten Emission. Das Photon ist in dem Resonator ,gefangen“, und bei mehrfa-
chem Durchlaufen des aktiven Mediums werden von diesem Photon mehrere andere
Systeme zur Entsendung passender Photonen angeregt. Im Resonator bilden sich
stehende Wellen zwischen den Endspiegeln, sogenannte longitudinale Moden mit
einer ganzzahligen Anzahl (N). Diese Moden, also Schwingungen die entlang der

Ausbreitungsrichtung propagieren, sind ganzzahlig und abhingig von der Lange des

‘h=6,626x 1072 Js
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2.1 Grundlagen eines Lasers %’—‘

optischen Resonators:
2L=N- )\ (2.2)

mit L fir den Abstand zwischen den beiden Resonatorspiegeln. Die Anzahl der
verstiarkten stehenden Wellen wird durch das Verstérkerprofil® des Lasermediums
und dem Resonator vorgegeben. Diese longitudinale Moden besitzen zunéchst kei-
ne feste Phasenbeziehung. Dabei werden bei Dauerstichlaser (cw-Laser) meist nur
einzelne Moden fiir das Laserlicht verstarkt. Bei einer geringen Anzahl verstarkter
Moden ergibt sich ein schmalbandig emittiertes Laserlicht.

Bei kurz- und ultrakurz gepulsten Lasern ist die Bandbreite fiir die Verstarkung der
Moden sehr viel héher. Ultrakurze Laserimpulse bestehen aus einer hohen Anzahl an
verstirkten longitudinalen Moden (10° - 10%). Je hoher die Anzahl der gekoppelten
Moden ist, desto kiirzer ist der resultierende Laserimpuls. Dafiir miissen die longi-
tudinalen Moden eine feste Phasenbeziehung zueinander besitzen. Dies wird tber
die sogenannte Modenkopplung erreicht. Dazu wird die Resonatorlange variiert. Der
Resonator befindet sich somit nicht mehr im stabilen Bereich fiir einen cw-Laser,
sondern es wird ein gepulster Betrieb bevorzugt. Nun folgt die Modenkopplung durch
aktive (z. B. mittels AOM oder mittels EOM) oder passive (z. B. Kerr-Linsen-Effekt,
vgl. Abschnitt 2.3.2) Methoden im Resonator. Damit das generierte Laserlicht ge-

nutzt werden kann, muss ein Spiegel zur Auskopplung teildurchlassig sein.

2.1.1 Dreiniveau- und Vierniveau-Systeme

Die bisher geschilderten Prozesse der Absorption und der stimulierten Emissi-
on sind grundlegend fur den Lasersbetrieb. Zwei angenommene Energieniveaus
sind jedoch noch zu wenig, um einen Laser zu betreiben. Eine fiir den Laserbe-
trieb erforderliche Besetzungsinversion beno6tigt mehr Energiezustiande als bei einem
Zweiniveau-System. Die Losung fiir die Besetzungsinversion bieten ein Dreiniveau-
bzw. Vierniveau-System. Entsprechend heiflen diese Dreiniveau- bzw. Vierniveau-

Laser.

Dabei kénnen die Verstirkerprofile entweder nur wenige oder mehrere longitudinale Moden zu-
lassen.
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a) b) E_‘ =& T oberes Pumpniveau
* strahlungsloser Ubergang
E3 -_— oberes Pumpniveau E oberes Laserniveau
3
l strahlungsloser Ubergang AN
Laser-
E2 oberes Laserniveau Obergang
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Abbildung 2.3: Schematisch Darstellung eines Dreiniveau-Systems a) und eines Vier-
Niveau-Systems b).

Bei einem Dreiniveau-Laser (vgl. Abb. 2.3) werden die quantenmechanischen Syste-
me durch das Pumpen vom Grundzustand (E;) in das angeregte Niveau (F3) angeho-
ben. Nach dem Anheben der identischen quantenmechanischen Systeme in E5 klingt
es schnell in das E,-Niveau ab, moglicherweise durch einen schnellen strahlungslosen
Ubergang und eine Besetzungsinversion zwischen E, und E; ist méglich. Nun kann
mit Hilfe eines passenden Photons die stimulierte Emission induziert werden und
der Laserbetrieb setzt ein. Die Bedingung fiir einen Laserbetrieb ist, dass sich mehr
als die Halfte aller Systeme in einem angeregten Zustand befinden. Dies erfordert
zumeist eine hohe Pumpleistung. Die hohe Zahl der angeregten Systeme begiinstigt
jedoch auch die verstirkte spontane Emission (ASE®). Weder die spontane noch die
verstarkte spontane Emission unterstiitzen jedoch den Laserprozess, sondern tragen
lediglich zum Hintergrundrauschen bei. Zuséatzlich entvolkert die ASE auch das an-
geregte System und beschrankt unter bestimmten Umstianden die maximal mégliche
Ausgangsleistung des Lasers [132].

Bei einem Vierniveau-Laser (Abb. 2.3 b)) wird das quantenmechanische System vom
Grundniveau auf das Level E; angehoben. Von dort aus kann ein Ubergang des Sys-
tems durch einen schnellen, nicht-strahlenden Ubergang in das Niveau E; erfolgen.
So ist eine Besetzungsinversion zwischen E3 und E; méglich. Sobald es im Niveau
E, zu einer passenden externen Anregung kommt, beginnt der Laser-Ubergang von
Energieniveau E; zu E,; durch stimulierte Emission. Zuletzt wird die Besetzung

von E, durch schnelle strahlungslose Uberginge zuriick in den Grundzustand E,

SASE = amplified spontaneous emission
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2.2 Gepulste Laser %’—‘

iberfiithrt. Der Titan-Saphir-Laser, wie auch der in dieser Arbeit verwendete fs-
Osziallator Fusion 300 BB der Firma Femtolasers, funktionieren nach dem Prinzip

des Vierniveau-Systems.

2.2 Gepulste Laser

Es gibt verschiedene Lasertypen, die sich in der Signalform unterscheiden. Dabei
wird zwischen zwei Betriebsmodi, dem Dauerstrich-Modus (engl: cw’) und dem ge-
pulsten Modus, unterschieden. Die cw-Laser weisen zumeist ein sehr schmalbandiges
Spektrum auf. Ein breites Emissionsspektrum erlaubt kurze Laserimpulse, fithrt aber
nicht zwingend dazu. Die Dauer und die spektrale Breite sind miteinander durch das

Transformlimit verkniipft und dieses wird durch die Ungleichung [133]:
Av - At > const. (2.3)

dargestellt. Hierbei sind Av die spektrale und At die zeitliche Breite, welche jeweils
durch die Halbwertsbreite (FWHM)® der jeweiligen Funktion bestimmt werden. Die
Konstante hangt dabei von der verwendeten Impulsform ab. Fiir einen Laserimpuls
wird oft die Gauiform als Naherung angenommen, die eine vergleichsweise einfache

mathematische Betrachtung erlaubt und es ergibt sich zu [133, 134]:

2Iln2
T

Av- At > ~ 0,441 (2.4)

Ein gauBférmiger Laserimpuls kann fir die Darstellung (in der Zeitdoméne in
Abb. 2.4) als eine Multiplikation einer Kosinusfunktion E(t) = Re(Eye™°") mit

einer Gauf3-Funktion beschrieben werden:
E(t) = Re (Eoe<wot—”2)) (2.5)

mit I" als Formfaktor fir die einhiillende Gau3-Funktion, w, der Zentralfrequenz und

proportional zur reziproken quadrierten Dauer At, also T’ oc At™2.

T -
cw = contiuous wave

®*Im Englischen wird die Halbwertsbreite als Full Width at Half Mazimum (FWHM) bezeichnet.

23



%—‘ 2 Ausgewihlte Grundlagen der verwendeten fs-Impulse

1.5

1.0

o
in

.

Intensity/ a.u.
o
(=]

|
o
in

Time / a.u.

Abbildung 2.4: Die Zeitentwicklung eines elektrischen Felds in Form eines Gauflim-
pulses. Der Impulszug ist durch die Multiplikation einer Kosinus-Funktion mit einer
einhiillenden Gauff-Funktion dargestellt.

2.2.1 Dispersion, Gruppengeschwindigkeitsdispersion und Chirp

Bei der Verwendung von Femtosekundenlasern und optischen Fasern, sind die Ei-
genschaft des breiten fs-Spektrums und die damit verbundenen Effekte, etwa die
Dispersion, zu berticksichtigen. Die Auswirkungen der Dispersion auf durch Medien
propagierenden Impulse wird in Folgenden beschrieben. In diesem Kontext werden
die Begriffe Chirp und Gruppengeschwindigkeitsdispersion eingefithrt und erladutert.
Unter der linearen Dispersion wird die Abhangigkeit von unterschiedlichen Pha-
sengeschwindigkeiten von Licht in Materie verstanden. Das elektrische Feld eines
kurzen Lichtimpulses lésst sich in der Zeit- (E(t)) und der Frequenzdoméne (E(w))
beschreiben. Dabei werden die Impulseinhiillende Ag(t) bzw. Ag(w — wp), die Phase
o(t), respektive ®(w) und auch die optische Tragerfrequenz (wy) zur Beschreibung
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herangezogen:

E(t) = Ag(t)e@ot®) 4 ¢ ¢ (2.6)
E(w) = Ay(w — wp)e®@™0) 4+ c.c. (2.7)

Beide Beschreibungen sind iiber die Fourier-Transformation verkntuipft.
Bei der Behandlung des Chirps wird auf den Wellenvektor k zuriickgegriffen. Die-
ser Vektor beschreibt die Ausbreitungsrichtung des Lichts. Sein Betrag hiangt vom

Brechungsindex ab:

c A

Fiur den Brechungsindex gilt:

¢ A :C'k:f(w) (2.9)

CMedium )\M’ edium w

mn =

Dabei sind ist ¢fegiym die Lichtgeschwindigkeit (Phasengeschwindigkeit) im Medium,
¢ die Vakuumlichtgeschwindigkeit, k der Wellenvektor und w die Kreisfrequenz.
Die Wellenlangenabhangigkeit des Brechungsindexs lasst sich mittels der empirisch

ermittelten Sellmeier-Gleichung [135] beschreiben:

B\ . B\ s B2
N_C, N c, " N—q,

n*(\) =1+ (2.10)
dabei wird A in pm angegeben. Die Koeffizienten B,, B,, B, C;, C,, Cg lassen sich
in der Literatur nachschlagen oder beim Hersteller erfragen [136].

Die momentane Frequenz w(t) eines Impulses lasst sich durch die Ableitung der
Phase ¢(t) bestimmen:

w(t) = % = wp (2.11)

Der Zusammenhang zwischen momentaner Frequenz und Phase gilt allgemein und

auch fiir den bereits eingefithrten einfachen Gaulimpuls in Gleichung 2.5.

25



%—‘ 2 Ausgewihlte Grundlagen der verwendeten fs-Impulse

Folgt die Phase des Impulses eine quadratische Abhangingkeit folgt:
E(t) = Re (Eoef““ot—“z)—”?)) (2.12)

Fiir die momentane Frequenz gilt folglich:

od(t
w(t) = 90(t) =w, +at (2.13)

ot
Besteht fiir die momentane Frequenz eine Anderung mit der Zeit, wir dies als Chirp
bezeichnet. Nimmt die instantane Frequenz des Laserimpulses ab, so handelt es
sich um einen negativen Chirp. Ein Impuls mit einem positiven Chirp besitzt eine

zunehmende instantane Frequenz. Ein solcher positiver, linearer Chirp ist in Abb. 2.5
schematisch abgebildet. Der Durchgang durch Material, z.B. durch die Mikroskopie-

1 Il
Ml

Zeit/a. u.

Amplitude / a. u.
o

1
—
|~
—
—

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung eines linearen Chirps. Er zeigt ein Ansteigen
der Frequenz tiber die Zeit.

Objektive im FSRM-Aufbau, induziert solch einen positiven Chirp im Laserimpuls
und wird durch die Gruppengeschwindigkeitsdispersion (group velocity dispersion,

GVD) beschrieben [133, 137]. Bei der Propagation von einem Laserimpuls durch
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Material lassen sich die lineare Veranderungen des Laserimpulses durch das Material

anhand des Wellenvektors & bei der Laserfrequenz w, genihert beschreiben [133]:
- . ok 16k

Die Phasengeschwindigkeit des Lichtimpulses (v = wo/k(wo)) wird durch den ersten

Term beschrieben. Der zweite Term verhalt sich reziprok zur Gruppengeschwindig-

keit des Impulses:

1 ok
oo %(wo) (2.15)
gr

Die Frequenz w besitzt im dritten Term eine quadratische Abhéngigkeit und fiihrt
zu dem dargestellten linearen Chirp (vgl. Abb. 2.5).

%-1(h)

gr

Dabei beschreibt der rechte Term die GVD. Die ,normale® Materialdispersion er-
zeugt eine positive GVD des Laserimpulses, die anomale Dispersion einen negativen
Chirp. Die GVD erzeugt eine Impulsverbreiterung beim Durchgang durch Materi-
al, wie bei der Ausbreitung in Glas und entlang einer Faser [138]. Dabei wird der
Beitrag der GVD durch f; charakterisiert [133]:

(&

=2 (2 inte) +oonte) (217

In der Faseroptik wird die GVD nicht immer direkt angegeben, dafiir aber der
Dispersionsparameter Dp fiir die Faser. Dieser steht im reziprokem Verhaltnis zur

GVD:

B % B 2me Ad*n

De="y=—h~—"ge

(2.18)

Fir die relative Gruppengeschwindigkeit in der Faser bedeutet dies bei normaler Di-

spersion, Dp < 0, bzw. 8y > 0, dass die blau verschobenen Wellenldngen langsamer
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und die roten schneller sind. Fiir die anomale Dispersion, Dp > 0, bzw. (3, < 0 gilt
der umgekehrte Fall. Durch passende Konstruktionen von Gitter- oder Spiegelpaaren
kann eine negative GVD zur Kompensation eingestellt werden. Diese Konstruktion
wird auch Kompressor genannt. Im Aufbau wurden 2 Paar ,,Chirped Mirrors“ einge-
baut, um die positive Dispersion des Raman-Probe-Impuls durch das fokussierende

Objektiv zu kompensieren (vgl. Abschnitt 5.2.1).

2.3 Effekte der nicht-linearen Optik

Die nicht-lineare Optik (NLO) behandelt den Zusammenhang von elektrischem Feld
E/(t) und elektrischer Polarisation P(t), auch makroskopische Polarisation® genannt,
in einem Medium, wenn dieses nicht mehr linear, sondern mit héheren Grades ant-
wortet. Dieser Formalismus basiert auf den Maxwell-Gleichungen, die die Wech-
selwirkung zwischen einer elektromagnetischen Welle und einem Medium oder dem
Vakuum beschreiben [99]. Trifft eine elektromagnetische Welle auf ein Medium, wer-
den dessen Elektronen zur Schwingung angeregt und senden ihrerseits neue Wellen
aus. In der konventionellen, linearen Optik gilt ndherungsweise fiir das Dipolmoment

pro Volumeneinheit, oder die auch makroskopische Polarisation ﬁ(t), des Mediums

[99]:

—

Pt) = eexVE(?) (2.19)

mit dem Tensor ! als Proportionalititsfaktor fiir die lineare Suszeptibilitat des
Mediums. Dieser Ausdruck gilt allerdings nur, solange die Feldstiarken des elektri-
schen Feldes niedrig sind. Treten hohere Feldstirken'® auf, reicht die einfache Dar-

stellung nicht mehr aus. Es miissen die héheren Terme beriicksichtigt werden, und

Diese Polarisation darf nicht mit der Polarisation von Licht verwechselt werden.
""Hohe Feldstéirken liegen in der GréBenordnung der inneratomaren Felder [139].
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somit folgt fir die Polarisation [99]:

—

P(t) = [XVE+ X E*t) + XV E*(t) + .. | (2.20)
=P +e [Xf2>E2(t) +xOE () + .. .]
= ﬁL + ﬁnl

Die Terme x? und y® sind die nicht-linearen optischen Suszeptibilititstensoren
zweiten und dritten Grades. Der Suszeptibilititstensor y® beschreibt, z.B. die
Differenz- und die Summenfrequenzerzeugung, die in der vorliegenden Dissertation
fir die Zeitnullpunktsbestimmung genutzt wird. Besitzt ein Medium ein Inversions-
zentrum, verschwindet der y?-Tensor, und es bleibt der Suszeptibilititstensor mit
dem néchst hoheren Grad y®. Daher wird im Weiteren nur auf den Suszeptibi-
lititstensor y® niher eingegangen. Im Gegensatz zur linearen Optik kénnen in der
nicht-linearen Optik auch neue Frequenzen in der Polarisation erzeugt werden. Dies
wird aus dem Term dritten Grades mit dem dreifachen Produkt des elektrischen
Feldes E/(t) ersichtlich. Dafiir hilft die Annahme von drei verschiedenen Frequenzen
im elektrischen Feld E(t):

E(t) = Ey(t)em™ + Epe™" + Eye%3% 4 coc. (2.21)

Setzt man nun die Gleichung 2.21 in die vorherige Gleichung 2.20 ein, ergeben sich
jeweils drei Beitrage mit den jeweiligen Frequenzkomponenten. Die drei angenom-
menen Frequenzen w,, wy, ws treten dabei in allen Kombinationen aus Differenz und
Summe auf [99, 140].

Die stimulierte Raman-Streuung lésst sich durch einen Term der nicht-linearen Po-

larisation mit den Frequenzen w; und ws.
Pﬂl (wl - wl + QJQ) — SGDX(S)EIETEQ (2.22)

darstellen [99].
Weitere wichtige nicht-lineare optische Prozesse im Rahmen dieser Arbeit sind die
Selbstphasenmodulation, die bei dem Betrieb des Yb*'-Faserverstiarkers fiir den

Raman-Pump-Impuls und der optische Kerreffekt, welcher fiur die Modenkopplung
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des verwendeten fs-Oszillators verantwortlich ist. Diese beiden Effekte lassen sich

durch folgende Formel darstellen:
Pnl (wl +wy — (JJ]) = 3€0X(3)E1E1Ef (223)

In Kapitel 3.1 dieser Arbeit werden der stimulierte Raman-Effekt und die Formel
2.22 betrachtet.

2.3.1 Selbstphasenmodulation

Die Selbstphasenmodulation tritt auf, wenn elektromagnetischer Strahlung bei ho-
hen Spitzenintensitiaten mit Materie interagiert. Hierbei werden neue spektrale Fre-
quenzkomponenten zusétzlich zum urspriinglichem Licht erzeugt. Im Aufbau der
FSRM kann dies bei dem Durchlaufen von kurzen Lichtimpulsen durch die Fasern
der Fall sein. Die Faser erfihrt durch die hohe Intensitit I(t) eine zeitabhangige
Anderung des Brechungsindexes n. Die Intensitéitsabhingigkeit des Brechungsinde-
xes fithrt zur Selbstphasenmodulation (SPM). Nach [99] hangt der Brechungsindex

von der eingestrahlten Intensitéit ab:
n = ng + nyl(t) (2.24)

mit ng fiur den linearen und n, fiir den nicht-linearen Brechungsindex.
Mit der allgemeinen Beziehung von n* = 1+ x.;r und I = no€oco| E(w)|?/2 [99]

erhalt man fiir den nicht-linearen Brechungsindex n,:

3
ny = ——x® (2.25)
NgCo€o

Die intensititsabhingige Anderung des Brechungsindexes lisst sich als

An = n,I(t) (2.26)

darstellen. Die Verbreiterung des Spektrums um neue Frequenzkomponenten ba-
siert auf der Zeitabhangigkeit der Phase ®,; der Intensitat I(t). Die Ableitung der

Phase ergibt die instantane Frequenz w(t) des Laserimpulses. Aus diesem Zusam-

30



2.3 Effekte der nicht-linearen Optik %’*

menhang folgt eine Proportionalitit der momentanen Frequenz zum nicht-linearen

Brechungsindex ny, und

w(t) o< —ny d;it) (2.27)

Mit Gleichung 2.27 ldsst sich Abb. 2.6 leicht erlautern. Solange ein positives ng
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Abbildung 2.6: Zeitlicher Verlauf der Einhiillenden eines Impulses, unten: Frequenzver-
schiebung nach einer Ausbreitung aufgrund der Selbstphasenmodulation. Der Vorder-
teil des Impulses erhalt tiefere Frequenzen, der hintere hohere. Im Zentrum ist die
Frequenzverschiebung annahernd linear.

vorliegt, bleibt die Zentralfrequenz des Impulses bei der Ausbreitung durch eine
optische Faser gleich. Die Frequenzen zu Beginn des Impulses nehmen ab und zum
Ende des Impulses zu [99]. Zusatzlich fiihren diese neu generierten Frequenzen durch
die SPM zu einen Chirp (vgl. 2.2.1) in den Impuls, wenn dieser transform limitiert

war [133, 141], als Konsequenz der linearen Dispersion. Die SPM wird aber erst nach
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einer gewissen Lange der Faser relevant, der sog. nicht-lineare Lange L,,;:

L, = L mit y = (2.28)

vFo )tAef_f

Hierbei ist P, die Spitzenleistung'' (~ 1kW) des Laserimpulses, vy der ,faserspe-
zifische nicht-lineare Koeffizient“, in den der nicht-lineare Brechungsindex n, und
die effektive Modenfliche A.;; = nw® mit eingehen. Fiir den verwendeten Faser-
verstarker liegt die nicht-lineare Lange L,; bei etwa 14 cm [124]. Somit ist bei Di-
mensionierung und Betreiben des Faserverstiarkers auf die SPM zu achten, damit
der Impuls verwendbar bleibt [124].

2.3.2 Ti:Sa-Laser und Kerr-Linsen-Modenkopplung

Der verwendete fs-Oszillator ist ein Titan-Saphir-Laser (Ti:Sa). Er wurde 1982 vor-
gestellt [142] und entwickelte sich zu einer wichtigen Laserquelle in der Forschung
[143]. Bis 1991 wurde der Ti:Sa-Laser ausschlieBlich als cw-Laser betrieben [144]. Mit
der Entdeckung eines gepulsten Betriebs, wurde der Ti:Sa-Laser immer héufiger fiir
diesen eingesetzt [144]. Wie in Abschnitt 2.1.1 erwihnt wurde, ist der Ti:Sa-Laser
ein Vier-Niveaulaser. Er gehort zu den Festkorperlasern und verwendet ein kristal-
lines Material als aktives Verstirkermedium. Das aktive Medium besteht dabei aus
Al,O3 dotiert mit Ti;O3 mit einem Gewichtsanteil von 0,05 - 0,2%. Dabei wird ein
geringer Anteil der AI*"-Ionen im Wirtskristall durch Ti**-Ionen ersetzt, die fiir
die Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften des Lasers verantwortlich sind. Der
Ti:Sa-Kristall (Ti:Al,O3) besitzt einen Absorptionsbereich bei 400 - 650 nm mit ei-
nem Maximum bei etwa 500 nm. Die Emission des aktiven Mediums erstreckt sich
iiber einen Wellenldngenbereich von 600 - 1050 nm mit einem Maximum bei etwa
790 nm [145]. Das Ti:Sa-Spektrum besitzt die notwendige Breite fiir die Erzeugung
von ultrakurze Laserimpulse im Bereich von Femtosekunden. Uber Gleichung 2.4
sind die Impulslange und die spektrale Bandbreite miteinander verknupft. Dabei
beschreibt Gleichung 2.4 diese Verkniipfung mit Frequenzen. Diese Gleichung lasst
sich auch fiir Wellenlangen () darstellen (vgl. 2.29). Die Impulsdauer fiir ein Im-

"Der angegebene Wert der Spitzenleistung bezieht sich auf den vorliegenden FSRM-Aufbau.
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pulsspektrum mit einer FWHM von A ergibt sich aus:

A3
>
AT_KA)\.'CO

(2.29)

dabei steht A fir die Zentralwellenldnge des Laserimpulses, ¢, fiir die Lichtgeschwin-
digkeit im Vakuum und K fiir eine Konstante, die abhéingig von der Form des Im-
pulses ist. Fir einen Gaulimpuls gilt K = 0,441 [133]. Die minimale Impulsdauer fiir
den verwendeten Ti:Sa-Laser ergibt sich mit der Bandbreite von 120nm zu ~ 8fs.

Fur die Einstellung eines Pulsbetriebs wird eine Modenkopplung benoétigt, d. h.
eine hohe Zahl an longitudinale Moden, die mit fester Phasenbeziechung zu einan-
der schwingen (vgl. Abschnitt 2.1). Beim verwendeten Ti:Sa-Laser wird die Mo-
denkopplung iiber eine Kerrlinse realisiert [146]. Dabei wird ausgenutzt, dass der
Ti:Sa-Kristall als Kerrlinse fungiert und keine zusatzliche Bauteile eingesetzt wer-

den miissen. Der Kerr-Effekt, die Intensitiatsabhangigkeit des Brechungsindexes (vgl.

- High Intenstity
- Low Intensity

B Ker-Medium R
o ————
/
—-..
Intensity

Abbildung 2.7: Selbstfokussierung durch den Kerr-Effekt. Liegt die Intensitit des einge-
strahlten Laserstrahls iiber dem kritischen Py, fithrt dies zu einer starken Brechungs-
zahlanderung des Mediums. Dies wiederum bewirkt eine Uberkompensation der Beu-
gung des Strahls durch die entstehende Selbstfokussierung. Woméglich ergibt sich ein
Fokus innerhalb des Mediums (gestrichelte Linie). Verursacht wird diese Anderung
des Brechungsindexes durch den optischen Kerr-Effekt.

Formel 2.26), ist verantwortlich fiir das Phanomen der Selbstfokussierung von Laser-
licht [147, 148, 149]. Im isotropen Material wird durch den Gradienten der Intensitat
eine Gradientenindex-Linse erzeugt, dies fithrt zur Fokussierung des Strahls im Ma-
terial, was wiederum eine lokale Intensitatserh6hung zur Folge hat. Die Selbstfokus-

sierung nimmt mit groBerer Feldstarke des Laserlichts zu und kann im Extremfall
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eine lokale Zerstorung des verlustfreien Mediums verursachen (vgl. Abb. 2.7). Vor
dem Start des Pulsbetriebs, muss die Resonatorlinge angepasst werden, dass ein
Pulsbetrieb bevorzugt wird. Durch die Kerrlinse wird nun die Giite des Resonators
fiir einen cw-Laserbetrieb herabgesetzt und fiir deinen gepulsten Betrieb heraufge-
setzt. In Verbindung mit dem Kerr-Effekt und einer kurzen, induzierten Instabilitat
des Resonators wird der Pulsbetrieb gestartet. Die durch optische Elemente her-
vorgerufene Gruppengeschwindigkeitsdispersion (GVD) wird im hier verwendeten

Ti:Sa-Oszillator mittels gechirpter Spiegel kompensiert.
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3 Grundlagen der FSRM

Im Jahr 2007 wurde die Femtosekunden-stimulierte Raman-Mikroskopie (FSRM)
durch Ploetz et al. als Mikroskopietechnik vorgestellt [122]. Die FSRM verwendet
die bisher fur die zeitaufgeloste Spektroskopie genutzte Femtosekunden-stimulierte

Raman-Streuung als Kontrastmechanismus.

3.1 Theoretische Beschreibung der FSRS

Die stimulierte Raman-Streuung (SRS) ist ein nicht-linearer optischer Effekt, bei
dem eine inelastische Streuung der Photonen an der Probe statt findet. Fur die
SRS gibt es eine Vielzahl an Literatur fiir eine (semi-) klassische [99, 100, 150,
151, 152, 153], wie auch eine quantenmechanische [102, 154, 155] Beschreibung. Die
vollstandige Beschreibung bedarf einer quantenmechanischen Darstellung der stimu-
lierten Raman-Wechselwirkung, der eingestrahlten elektromagnetischen Felder und
des Molekiils.

Eine umfassende abschlieBende quantenmechanische Beschreibung der FSRS wird
aktuell noch gesucht [156, 157, 158, 159, 160]. Die fir die stimulierte Raman-Streu-
ung genutzten Lichtintensititen lassen die Lichtquantisierung, also die Kornigkeit
des Lichts, in den Hintergrund treten. Somit erlaubt dies eine Beschreibung mit-
tels klassischen elektromagnetischer Wellen. Hierbei werden die elektrischen Fel-
der E (7,t) durch Maxwell-Gleichungen und das interagierende Schwingungssystem
des Mediums klassisch (coupled-wave description) beschrieben. Die Vielzahl der Be-
schreibungen fur den stimulierten Raman-Effekt gehen von einem lang gepulsten
oder cw-Laserlicht [150, 152, 161, 162] aus. Die Beschreibung des Laserlichts gilt es
bei der Darstellung fiir die FSRS mit sehr kurz gepulstes Laserlicht anzupassen. Die
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iﬁzﬂ 3 Grundlagen der FSRM

hier aufgefithrte Beschreibung der FSRS erfolgt nach dem klassischen Ansatz mit
der vereinfachten Darstellung iiber eine nicht-lineare Wellengleichung [99, 163, 164].
Das Messsignal in der FSRM entspricht dem der FSRS und wird durch die licht-
induzierte elektrische Polarisation (vgl. Gleichung 2.19) des Materials festgelegt.
Das Material besteht aus einer Sammlung von Oszillatoren mit unterschiedlichen
Frequenzen fir jede Schwingungskoordinate (). Das Modell von Placzek [165] kann
verwendet werden, um einen Oszillator der Polarisation (ﬁ) in Abhéngigkeit des
Ortes 7 und der Zeit t zu beschreiben:

P(Ft) = aE(Ft) (3.1)

Dabei ist 7 eine makroskopische Raumkoordinate des Mediums und « die Polarisier-
barkeit des Molekiils. Zu der Polarisierbarkeit des Molekiils a triagt hauptsachlich
die Polarisierbarkeit der Gleichgewichtsgeometrie ag bei. Molekiile kénnen durch
Schwingungen diese Geometrie verlassen und werden dabei entlang der Schwin-
gungskoordinaten (den Normalmoden) ausgelenkt. Diese Auslenkungen kénnen bei
Molekilen auch ohne direkte Schwingungsanregung, induziert durch quantenmecha-
nische Nullpunktsschwingungen, erfolgen. Mit einer Taylor-Reihenentwicklung lasst

sich der Einfluss dieser Auslenkungen auf die Polarisierbarkeit a bestimmen:

da

dQ)DQ+...EaD+a{,Q+... (3.2)

a«%a«o—i—(

In den meisten Féllen gentigt die Beriicksichtigung des linearen Terms [163]. Mit
dieser Taylor-Reihe folgt fir die Polarisation des Mediums (GI. 3.1):

Pirit) = (oa+ (j—g) Q) - B0 = (a0 + ) E(rt) (33)

Fur die Bewegungsgleichung eines Oszillators, also einer harmonisch gedampften

Schwingung, ergibt sich fiir alle Normalmoden zunéchst:

& d . P
T2Q() + 22 Q(F) +wo = ap| E(F 1) (3.4)
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3.1 Theoretische Beschreibung der FSRS jﬁéﬂ

Der Ostzillator wird im Folgenden entlang des eingestrahlten elektrischen Feldes
E (z,t) betrachtet. Somit treibt das eingestrahlte Feld, welches entlang der z-Achse

propagiert, den Oszillator dementsprechend an:

2

d d L
EQ(z:t) + QFYEQ(z:t) + wg - &D|E(Z}t)|2 (35)

mit der treibenden Kraft Foc ag|E(z,t)|*. Ein Dampfungsterm 2y2£Q(z,t) fir die
Schwingung wurde eingefiihrt, die mit e~ abklingt. Die Dampfungskonstante
wird durch die Dephasierungszeit der Schwingung 7; und die Populationszeit T,
mit v =T, + Tp_l vorgegeben.

Die Maxwell-Gleichungen, hier im CGS-Einheitensystem [166], beschreiben wie das
Medium mittels der Polarisation das eingestrahlte elektrische Feld E (z,t), nur ent-
lang der Strahlachse (z) betrachtet, modifiziert. Dabei ist N die Anzahl der Oszil-
latoren pro Einheitsvolumen:

19 5

E(7t) = 4WN?ﬁP(r}t) (3.6)

10

AE(z,t) — e

Handelt es sich um linear polarisiertes Licht, folgt mit der Hilfe des eingefithrten
Placzek-Modells fiir die nicht-lineare Wellengleichung;:

o 1 & , 10

ﬁE(z,t) - ?ﬁE(z,t) ~ 4?TNO:0??QE(Z$) (3.7)
Die stimulierte Raman-Streuung kann durch die zentralen Gleichungen 3.5 und 3.7
dargestellt werden.
Das gesamte Feld in der FSRS ist die Summe aus dem Feld fiir den Raman-Pump-
Impuls E,(z,t) und dem fiir den Raman-Probe-Impuls E,,.(z,t), betrachtet fir die
Ausbreitung entlang der z-Achse:

E(zt) = Ey(2,t) + By (21) (3.8)

Beide Felder des Raman-Probe- (E,,.(2,t)) und des Pump-Impulses (E,(2,t)) werden
nun nicht als cw-Felder fir den Dauerstrichlaser, sondern als kurze Gaulimpulse be-

schrieben. Die Impulse besitzen fiir die Betrachtung keinen Chirp. Die Gaulimpuls-
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iﬁzﬂ 3 Grundlagen der FSRM

Felder besitzen ebenfalls keinen Chirp, aber eine endliche Pulsdauer 7, und 7, mit

pr
der Zentralfrequenz w,,. bzw. w,:
Epr(2,t) = B0,/ /21r) g=itopr(t=2/0) (3.9)
E,(2,t) = ERel-(t=2/0)"/27p) ip(i=2/c) (3.10)

Uber die Fouriertranformation ([°°, dte™" . ..) ergibt dies die Spektren der Impulse

im Frequenzraum:

E,.(zw) = Ep.v QWTP,,e(_(“_“?”)%z’“ﬂ)ew"fc (3.11)
E,(zw) = Egv QWTPB(_(M_MF’fT’Eﬂ)ewHC (3.12)

Fiir den betrachteten FSRS-Prozess triagt im Betragsquadrat |E(z,t)|* aus Glei-
chung 3.5 ausschlieflich die Kombination von E,(z,t)E,,.(z,t) zum Signal bei. Die
detaillierte Vorgehensweise mit der Einfithrung der Gaulimpulse fithrt zu weiteren
komplexen und komplizierten Ausdriicken und wird in [99, 163, 164] explizit be-
schrieben. Hier wird nun die Lésung fiir Q,(2,w) im Frequenzraum iibernommen
und die Gl. 3.7 lasst sich umformen mit den ungestorten eingestrahlten Feldern Eg
E° .

pr+

2 2

o 2E(zw)+ =E (zw)~—47r—2 (W) EY2ES, (2,w) (3.13)

X(RS) ist die Raman-Suszeptibilitat und ist definiert als:

1

(3) -1
= ot N (2w 3.14
XR ( 0) ({_,.J _ wp 4 Wo 4 1"]/) ( )
Die Wellengleichung fir das elektrische Feld E,,.(z,w) lisst sich nun lésen zu:
2 2 . .
E, = Eg,,\/QﬂTp,,e(_“_“P) Tpr/2 g(iwnz)etid (3.15)
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mit der Phase ® und dem nicht-linearen Brechungsindex n,:

n3 = (n, +in;)? = 1 + 4wy (w)|EpJ? (3.16)
4?TN|E3|2&62(2L00)_1
(W —wp + wo +17)

=14+

Der Raman-Gain' (Rg(z,w)), respektive der Raman-Loss® (R, (zw)) wird aus dem
Quotienten fiur eine Messung von Raman-Probe-Impuls mit und ohne Anwesenheit

des Raman-Pump-Impulses erhalten:

|Eg7‘(z:w)|2 —2wn;z /e
Re(zw) = 1o B0 2w, (3.17)
| Epr (2,0)[*
(3)

s = 4TI @) B2 (3.18)

Wird nun 7 aus Gleichung 3.16 eingesetzt lasst sich der Raman-Gain in die Form

des Lambert-Beerschen Gesetzes bringen:
Ly (2,w) = I9(z,w)e RN (3.19)

mit [, und Ig,, fir den Raman-Probe-Impuls, einer Konstante a sowie dem Ima-
ginarteil von Xg) (w) der proportional zum stimulierten Raman-Streuquerschnitt
op(w) ist.

Bei geringen Verstarkungen gilt e ~ 1+ a, wobei a = aog(w)NIyz < 1
und die Raman-Messsignale verhalten sich linear zum Raman-Anregungslicht. Der
Verstarkungsfaktor R ldsst sich ebenfalls iiber den differentiellen Streuquerschnitt
(do/dQ?) fiir die spontane Raman-Streuung ausdriicken. Die angepassten differenti-

ellen Streuquerschnitte fiir die stimulierte Raman-Streuung [99] ergeben sich zu:

dl

— =—Rg-1 (3.20)
dz
A3 AN do
Re=——-——|—= | Lum 3.21
“ h2ywiw,n? (dﬂ) pump (321)

lengl. fiir Raman-Verstirkung
%engl. fiir Raman-Verlust
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iﬁzﬂ 3 Grundlagen der FSRM

dabei ist 2y der Faktor fur die spektrale Breite in der konventionellen Raman-
Streuung.

Das stimulierte Raman-Signal verhalt sich direkt proportional zum Imaginarteil der
Suszeptibilitat und besitzt keine Abhéngigkeit vom Realteil. Also lasst sich R(w)

umschreiben zu:

SRS w,l )
R(w) = —— —1==3_~Im(xg)(w2)|Ey| (3.22)
pr nc

Dies fithrt dazu, dass die Linienformen in der SRS lorenzférmig sind. Dem ge-
geniiber stehen die Signale bei CARS, die einen dispersiven Charakter besitzen.
Das Signal ist proportional zu der Konzentration von Molekiilen, also der Anzahl
von Molekiilen(N). Ebenso gestattet das die eine einfache Vergleichbarkeit mit den
Raman-Spektren der spontanen Raman-Streuung [2]. Neben der Ubereinstimmung
zwischen spontaner und stimulierter Raman-Streuung gibt es einen Unterschied bei
der Abhangigkeit von den Frequenzen der beteiligten Lichtfelder.

Fir die stimulierte Raman-Streuung ldsst sich nach Formel 3.22 die bilineare Fre-

quenzabhangigkeit der eingestrahlten Lichtfelder erkennen:
R(w;,w,) o leEp(w1)|2 X Wyws (3.23)

Fur die spontane Raman-Streuung kann der differentielle Streuquerschnitt mit der
Form d’op/dQdw, herangezogen werden [167]:

dQJSP/dewg(wl Wa) X wyws ~ w? (3.24)

mit w, fiir die eingestrahlte Frequenz des elektromagnetischen Feldes und w, fir die
Abhéangigkeit der detektierten Frequenz. Das Signal der spontanen Raman-Streuung
besitzt also eine w* Abhéngigkeit, die durch die Frequenzabhingigkeit der Abstrah-
lung bei einem induzierten Dipols erkliart werden kann [168, 169].

Die gemessenen Schwingungsbanden der spontanen und auch der stimulierten
Raman-Streuung besitzen eine Abhangigkeit von der Polarisationsausrichtung des
eingestrahlten und des gestreuten Lichts. Durch Verwendung von Polarisator und

Analysator liegen viele verschiedene Mess-Aufbauten vor [155]. Die Intensitiat des
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3.2 Abschitzung des Raman-Signals bei cw- und gepulster Anregung jﬁéﬂ

gemessenen Raman-Spektrums hangt von der gewahlten Aufbau-Geometrie ab. Das
Depolarisationsverhéltnis hingt neben Ausrichtung von Polarisator zu Analysator
auch vom Winkel zwischen Anrege- und detektiertem Streulicht ab. Dabei kann bei-
spielsweise der Analysator vor dem Detektor in einem Winkel von 90° oder 180° zum
eingestrahlten Licht stehen [155, 170] . Dabei besteht fiir jede angeregte Schwingung
eine separate Depolarisation p, die aus dem Verhéltnis zwischen dem gestreuten
Licht I, mit senkrechter Polarisation und dem gestreuten Licht I} mit paralleler

Polarisation zum eingestrahlten Anregelicht:

L

=7 (3.25)

Das gestreute Licht wird dabei haufig in einem Winkel von 90 Grad beobachtet
[168]. Fiir eine stark polarisierte Bande ergibt sich das Verhéltnis p = 0. Diese Bande
wird auch isotrope Raman-Bande genannt. Fir eine anisotrope, schwach polarisierte
Raman-Bande, ergibt sich p = 3/4. Bei Verwendung eines Analysators in senkrechter
Anordnung, wird der anisotrope Anteil bestimmt. Die stimulierten Raman-Streuung
nutzt zwei Lichtwellen, die mit der Probe in Interaktion treten. Hierbei iibernimmt
der Probe-Impuls, die Funktion eines Analysators. Es lasst sich also als das be-
schriebene Verhaltnis fir isotrope Banden von p = 0 und fir anisotrope Banden von
p = 3/4 nutzen [170]. Ein Unterschied existiert bei der Detektionsgeometrie fir die
Aufnahme der stimulierten Raman-Streuung. Diese wird bei 0 Grad gemessen an-
stelle von 90 Grad. Fiir den Vergleich von Spektren von spontaner und stimulierter
Raman-Streuung, miissen die Detektionsgeometrien berticksichtigt werden und eine

entsprechende Verrechnung vorgenommen werden [155, 171, 172].

3.2 Abschatzung des Raman-Signals bei cw- und

gepulster Anregung

Die stimulierte Raman-Mikroskopie kann sowohl mit gepulstem [122] wie auch
Dauerstrich-(cw) Laser betrieben werden [173]. Bei dem Aufbau eines SRS-Mi-
kroskops sollten grundsatzlich zweierlei abgeschatzt werden: Wie einfach ist die

Handhabung des Instruments, und wie gut wird die Technik sein? Einfache
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Uberlegungen zeigen, dass cw-Laser kostengiinstiger sind und sich zudem einfacher
handhaben lassen, vor allem dank des méglichen Einsatzes von Faserlasern. Erst
kiirzlich wurden SRS-Mikroskopieaufbauten mit cw-Lasern vorgestellt [174, 175].
Wie verhalten sich die Raman-Signale zwischen einem cw- und einem gepulsten La-
ser? Dies soll im Folgenden eine kurze Beispielrechnung aufzeigen.

Zur Abschatzung des SRS-Signals werden die Arbeiten von Ref. [99]und [124] kon-
sultiert. Es wird eine Einzelkanal-Detektion angenommen, sowie eine 1:1 Aufteilung
der Intensitit zwischen Pump- und Probe-Impuls. Wie bereits erwithnt (vgl. 1, ent-
steht nur bei einem zeitlichen Uberlapp von Pump- und Probe-Impuls (vgl. Abb. 3.1
a)) das stimulierte Raman-Signal. Zunichst muss die Signalstérke fir den stimulier-
ten Raman-Effekt ermittelt werden. Hierfur wird Gleichung 3.20 aus Abschnitt 3.1

herangezogen:

AN do
Rr= — . |—-1I 3.26
¢ Ai2ywiwsni (dQ) P ( )

In der Femtosekunden-stimulierten Raman-Streuung hangt die Breite des Raman-
Pump-Impulses mit von der effektiven Breite einer Bande zusammen. Es ergibt sich
also (Aw,y f)2 = (27)? + (Awpymp)”- Fiir das SRS-Signal besteht eine Abhingigkeit
von differentiellem Streuquerschnitt, Teilchendichte der Molekiile N und Intensitét
des Raman-Pumplichts [,. Letzteres ldsst sich im Experiment einfach kontrollie-
ren. Uber Gleichung 3.20 und 3.22, sowie die Zusammenfassung der Frequenz-
abhingigkeit zu I'(w;w,) = 47°c® /Awiw,ni ergibt sich fiir eine Raman-Resonanz

unter Beriicksichtigung einer sehr kurzen Wechselwirkungsliange [ (3,6 pm):

N do
= ['(wy,wp) - Doy, (m) Ayl

Die Berechnung fiir das Raman-Signal wird anhand der Raman-Bande bei 1003 cm ™
des Molekiils Toluol durchgefiithrt und mit dem Ergebnis von Ref. [124] verglichen.
Zunéchst wird die Bedingung fir die Zellzerstérung durch ein Mikroskop mit ei-
nem cw-Laser bestimmt. Leistungen im Bereich von 10 - 150mW gelten als ,ver-

tragliche in der Mikroskopie mit NIR-cw-Laser fir verschiedenen biologischen Pro-
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3.2 Abschitzung des Raman-Signals bei cw- und gepulster Anregung jﬁéﬂ

ben [176, 177, 178, 179, 180]. Fiir die Abschéitzung wird ein Wert von 70 mW her-
angezogen [176]. Diese 70 mW entsprechen bei einer Wellenléinge von 980 nm einer
Photonenanzahl von ~ 3,5 x 10'”s™!. Aus der Leistung kann iiber die Fokalfliche die

Spitzenintensitat (I,) bestimmt werden. Unter Annahme einer beugungsbegrenzten

Fokussierung ergibt sich fiir den aktuellen FSRM-Aufbau:

A=m- (0 61 - m)g (3.28)
’ 2-NA

mit 980nm fiir das Anregelicht A, und 0,75 fiir die NA des fokussierenden Ob-

jektivs. A entspricht somit 4,99 x 107** m?.

Mit Gleichung 3.27 folgt fiir die 70 mW cw-Leistung ein Raman-Signal der 1003 cm ™"

Bande des Molekiils Toluol von ~ 2 x10~". Damit dieses Raman-Signal gemessen

werden kann muss es oberhalb des Schrotrauschens liegen. Die minimale Messzeit

(tqq) damit das Signal nicht unterhalb im Rauschen verschwindet ergibt sich aus:

Rg> -1 (3.20)

/N -ty

Die minimale Messzeit liegt in diesem Fall bei ~ 0,6s. In Ref. [174] wurde Anstelle
von Toluol Cyclohexan verwendet und eine vergleichbare Messzeit genutzt.

Fur den Vergleich zum SRS-Signal mit gepulstem Betrieb wird nun angenommen,
alle Photonen wiirden in einem Impuls die Probe erreichen. Dies wiirde auch dem
maximalen SRS-Signal entsprechen. Der ideale Anrege-Impuls sollte eine bestimme
Impulsdauer und somit eine maximale Frequenzbreite besitzen. Diese Breite sollte
dabei im Bereich der Bandbreite einer Raman-Bande in Flissigkeit (Avg ~ 10cm™")
liegen. Fiir einen in der Bandbreiten begrenzten Impuls, angenahert als Gau-Kurve,
ergibt sich bei einer Anregungswellenlange von 980 nm, wie im schon beschriebenen
FSRM-Aufbau verwendet, nach A7,Avp > 0,441 eine Impulsdauer von 7, = 1,47 ps.
Die Abschatzung der Spitzenintensitat (I) des Impulses in Abhangigkeit der Impul-
sanzahl (f) erfolgt nach:

I(f) = (3.30)

p
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Im Grenzfall von nur einem Impuls ergibt sich nach Gleichung 3.30 eine Spit-
zenintensitiat von ca. 9,5 x 10" W/em?. Das Raman-Signal fiir die Toluol-Bande
wiirde dann etwa 4,1 betragen. Die Intensitit im Bereich von EW /cm?® liegt sieben
Groflenordnungen iiber dem fir biologische Proben vertriaglichen Leistungen von
0,1 TW /cm? [62]. Nun erfolgt die Bestimmung der ideal vertriglichen Wiederho-
lungsrate fiir einen gepulsten Laser (vgl. Abb. 3.1 b)) anhand Gleichung 3.30 . Die

a}l‘a """"'""/V""‘L'\"""|"'|"' b) 10”
F = Probe-Impulse | 7 Ity
r == Pump-impulse | | —
0.8 / \ — Damage Threshold: 4.7 x 107
r 1 - = F5RM Laser: 7.5x 107
N 15
E D,S_ ] :g:
> - — 10"
E L // \\ ] g
0.2 / \
o JI e
0.0
A TN N R AP T A Y L1 13! X107
-500 -400 -300 -200 -100 o 100 200 300 400 500 5 10 15 0
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Abbildung 3.1: Maximaler zeitlicher Uberlapp zwischen Pump- und Probe-Impulse
schematisch dargestellt (links). Darstellung der Spitzenintensitdt abhédngig von der
Repetitionsrate des Lasers (rechts). Ab einer Wiederholungsrate unter 4,7x 107
iiberschreitet die Intenstitiat des Pump-Impuls die Zerstérschwelle fiir biologische Pro-
ben (10'' W/cm? nach [61]), mit den im Text erwihnten Parametern.

maximale vertragliche Spitzenleistung wird bei einer Wiederholungsrate von 47 MHz
erreicht. Fur die in dieser Arbeit verwendete Wiederholungsrate von 75 MHz liegt
ein Wert von 6,36 x 10" W /cm? vor. Somit wiirde bei gleichzeitiger Bestrahlung
mit Pump- und Probe-Impuls mit einer Spitzenintensitit von 1,27 x 10" W/cm?®
der Schwellwert leicht iiberschritten werden.

Spitzenintensitaten von gepulsten Lasern erreichen im Fokalbereich der Mikrosko-
pie schnell Werte von 10" bis 10"* W/cm? oder mehr. Diese Spitzenleistungen liegen
weit oberhalb der Zerstorschwellen fiir biologische Proben [61, 62, 181, 182].

Der erste FSRM-Aufbau (2007) verfugte iiber einen fs-Oszillator mit einer niedri-
gen Repetitionsrate von 1kHz. Die Impulse besaflen eine Energie von etwa 100 nJ.
In Verbindung mit den Mikroskop-Objektiven ergibt sich eine Spitzenleistung von
~ 10" W/ecm? am Probenort, die iiber dem biologischen Limit liegt. Im neuen Auf-
bau der FSRM [123] wurde deswegen auf eine Laserquelle mit deutlich hoherer Wie-
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derholungsrate verwendet. Bereits andere Forschungsgruppen zeigten die biologische
Vertraglichkeit von Lichtimpulsen aus fs-Oszillatoren mit einer Wiederholungsrate
im Bereich von 100 MHz [40, 114, 183, 184].

In dieser Abschétzung bleibt das Rauschniveau identisch bei der Verwendung von ge-
pulstem Lasern, es erhoht sich aber das Raman-Signal. Bei gepulsten Lasern nimmt
die Spitzenintensitat mit der Wiederholungsrate ab. Mit einer Wiederholungsrate
von 75 MHz liegt die Leistung bei etwa ~ 500 W pro Impuls. Es ergibt sich so-
mit ein ca. Raman-Signal von ~ 107°. Die Abschiizung des Raman-Signals in Ref.
[124] ergibt dieselbe GroBenordnung. Bei gepulstem Lasern liegt Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis, also das Verhéaltnis von Signal zu einem Rauschuntergrund, ein Faktor
von 10* itber dem mit mit cw-Laser. Dies stimmt mit andere Abschitzungen zur
SRS Mikroskopie und dem Vergleich zwischen cw- und gepulster Laserquelle tiberein
[174].

3.3 Anforderungen fiir das Lasersystem in der FSRM

Die FSRM basiert auf dem Konzept der FSRS, die eine Anregung und Messung
eines breitbandigen Raman-Spektrum mittels zweier Laserimpulse beinhaltet. Die
beiden verwendeten Impulse miissen dabei verschiedene Kriterien erfiillen. Fiir eine
moglichst feine spektrale Auflosung, sollte der Raman-Pump-Impuls die Breite ty-
pischer Raman-Banden in Fliissigkeiten von 5-10cm ™" nicht iiberschreiten [2, 185].
Das Spektrum des Abfrageimpulses muss so gewahlt werden, dass die Differenz zwi-
schen dem Pump-Impuls und dem Abfrageimpuls ein komplettes Raman-Spektrum
abdecken. Die spektrale Breite fir den Abfrageimpuls wird dabei im UV-VIS-Bereich
geringer als im NIR-Bereich. Fiur die Erzeugung breitbandiger Impulse gibt es ver-
schiedene Techniken, wie die Weifllichterzeugung oder den Einsatz eines sehr breit-
bandigen Laserimpulses [21, 117, 123, 184, 186, 187, 188]. Mit der notwendigen
referenzierten Messmethodik in der FSRS und FSRM ist eine moglichst gleichblei-
bende Intensitatsverteilung iber den Frequenzbereich der Raman-Verschiebung von
Vorteil. Dies reduziert Referenzierungsfehler, falls zwischen zwei Messungen eine
Intensitatsianderung vorliegt. Ebenso ist eine moglichst stabile Lichtquelle fiir ei-

ne Schrotrauschen-begrenzte Messung erforderlich [124]. Fir eine derartige Mes-
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sung miissen weitere Rauschquellen, etwa mogliches Detektorrauschen (z. B. Ausle-
serauschen, Dunkelstromrauschen), mechanische Schwingungsiibertragung auf den
Messaufbau oder auch Luftverwirbelungen bereits unterdriickt sein. Bei der Messung
in der FSRM, darf auch die Fokussierung der Mikroskop-Objektive die resultierende
Spitzenleistung die Proben nicht zerstéren. Die Schwellenwerte fiir biologische Pro-
ben liegen im Bereich von 10" - 10" W /cm? [61, 62] und sollten nicht iiberschritten
werden. Eine hohe Repetitionsrate ist fur eine schnelle Aufnahme notwendig und

muss im Verhéltnis zum maximalen stimulierten Raman-Signal abgeschitzt werden

(vgl. Kap. 3.2).

3.4 Erzeugung des Raman-Pump-Impulses mittels

(Yb**)-Faserverstiarker

Die FSRM bendétigt neben dem breitbandigen Probe-Impuls, einen schmalbandi-
gen Raman-Pump-Impuls fir die Generierung von stimulierter Raman-Streuung
in der Probe. Im vorliegenden Aufbau der FSRM wird der Pump-Impuls durch
die Verstarkung eines spektralen Fligels bei 980 nm des breitbandigen fs-Impulses
erzeugt. Die Verstarkung geschieht tiber einen Faserverstarker. Die Verwendung
lichtleitender Fasern ermoglicht eine vereinfachte Handhabung und erfreut sich
vielfaltiger Anwendungsmoglichkeit; etwa in der Telekommunikation, Materialbe-
arbeitung, Biologie und Medizin [138, 189, 190].

Die lichtleitenden Fasern bestehen aus Glas. Sie haben einen Kern mit hohem und
einen Mantel mit geringerem Brechungsindex. Dies erméglicht die Totalreflexion des
Lichts, und das Licht wird in der Faser gehalten [138]. Durch DopingDoping® lisst
sich der Brechungsindex des Glases anpassen, also absenken (bspw.: B,Os, F) oder
auch anheben (bspw.: Al,04,TiO,) [189].

Der Faserverstiarker in diesem FSRM-Aufbau verwendet Ionen der Seltenen Erde
Ytterbium (Yb) fiir die Dotierung der Verstéarkerfaser. Bereits zwei Jahre nach Vor-
stellung des ersten Lasers, einem Rubin-Laser [191], im Jahr 1960 wurden Ytter-
biumionen als aktives Lasermedium genutzt [192]. Sie miissen dazu in ein anderes

Material, z.B. Glas, eingebettet sein. Erst durch Einbringung der laseraktiven Ionen

*Hinzufiigen von Fremdmaterial in das Tragermaterial.
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in gewiinschter Konzentration in das Wirtsmaterial konnen sie als laseraktives Mate-

rial verwendet werden. Wie auch bei allen anderen Seltenen Erden liegen die fiir die
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Abbildung 3.2: a) stellt die typischen Energieniveaus einer Yb3+)-dotierten Glasfaser
dar. b) zeigt die Absorbtions-(blau) und Emissionskurven(rot) einer Yb*")-dotierten
Faser. a) entnommen aus Ref. [193], b) adaptiert aus Ref. [194]

Laserverstarkung genutzten Elektronenniveaus in den 4f-Schale der Ytterbiumionen
(Yb*)[195]. Der Grundzustand befindet sich im *F7,-Niveau und wird durch ge-
eignetes Pumplicht auf das *Fj so-Niveau in den angeregten Zustand gebracht. Dabei
hingt die Niveauaufspaltung der Zustande, durch den Stark-Effekt hervorgerufen,
von der unterschiedlichen Dotierung und dem Glas ab [196, 197, 198]. Bei Yb**
handelt es sich entweder um ein Dreiniveau- oder einem Quasi-Dreiniveau-System
[196, 199]. Fur die Verstarkung des Laserlichts kénnen verschiedene Pumpwel-
lenlangen verwendet werden, abhingig davon, welche Laserwellenlinge gewiinscht
ist. (vgl. Abb. 3.2 a)). Der angeregte Zustand besitzt eine Lebensdauer 7 von
0,6 ms bis 1,5ms, abhangig von Dotierung und Zusammensetzung des Wirtsmateri-
als [132, 197]. Die Uberginge sind im Wirtsmaterial Glas stark verbreitert und es
kénnen nicht alle einzelnen Absorptions- bzw. Emissionsspektren (vgl. Abb. 3.2)
aufgelost werden [132, 194|. In dem aktuellen Aufbau der FSRM wird nur ein
Absorptions- und Emissionsiibergang verwendet. Das Pumplicht wird im unters-
ten aufgespaltenen Niveau des Grundzustands absorbiert und bringt das System in

das zweite Niveau des angeregten Zustands. Die Emission wiederum erfolgt vom un-
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tersten angeregten Niveau zuriick in das niedrigste Niveau des Grundzustands. Der
Laserbetrieb funktioniert in diesem Fall iber ein Dreiniveau-System. Der Absorpti-
onsquerschnitt der Pumpwellenlinge von 915 nm liegt bei ~ 7,5 x 107* cm™2, der
Emissionsquerschnitt der Emissionswellenlinge bei ~ 2,5 x 1072°cm™? [132]. Der
Emissionsquerschnitt ermoglicht selbst bei kurzer Faserliange eine hohe Verstiarkung
des Laserlichts. Die Emissionsbande besitzt eine spektrale Breite (FWHM) von ~
2,25 nm. Diese Verstiarkerbandbreite ermoglicht eine Impulsdauer von 0,6 ps.
Detaillierte Beschreibungen von EDFA-Faserverstiarkern! finden sich in [190, 200,
201, 202]. Die Erkenntnisse und Theorien zu EDFA-Faserverstarkern lassen sich
generell auf Yb*t-Verstirker iibertragen [132]. Weitere Beschreibungen zu dem ver-
wendeten Yb**-Faserverstirker enthilt auch die Arbeit von B. Marx [124].

3.4.1 Akustooptischer Modulator (AOM) fiir die

Impulsmodulation

Ein akustooptischer Modulator (AOM), auch Bragg-Zelle genannt, nutzt den akus-
tooptischen Effekt fiir die Beugung und Modulation von Licht mittels Schallwellen.
Typischerweise bestehen AOMs aus einem Kristall wie LiNbO;, SiO, oder wie der
in dieser Arbeit verwendete AOM aus TeO, [203]. Dabei wird auf der einen Sei-
te des Kristalls ein Signalgeber fiir die Schallwelle angebracht. Die Schallwelle mit
der Kreisfrequenz w und der Periodenliange A propagiert durch den Kristall. Damit
keine Riickreflexionen oder stehende Wellen auftreten, werden die Schallwellen am
Ende des Kristalls in einen Schallabsorber eingebracht (vgl. Abb. 3.3). Die Schall-
wellen bewirken im Kristall eine akustisch induzierte periodische Dichtemodulation
des Brechungsindexes n, [99, 133, 135, 140]:

n(t) = ng + on(t) = ng + dngeos((wt — kx) (3.31)

Der sogenannte Qualitatsfaktor ,,Q“ bestimmt in welchem Regime der AOM arbei-

“Hier sind Grundlagenarbeiten von Erbium-dotierter Faserverstirker (EDFA) aufgefiihrt. Diese
Verstarkertypen sind auf Grund der enormen Bedeutung fiir die Telekommunikation intensivst
erforscht.

48



3.4 Erzeugung des Raman-Pump-Impulses mittels ( Yb3+)—Faserverstérker jﬁéﬂ
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung eines akusto-optischen Modulators.

tet. QQ ist gegeben durch:

2w Ao L

@= nA?

(3.32)

dabei ist A\, die Wellenldnge des Laserstrahls, n der Brechungsindex des AOM-
Kristalls, L die Linge, die der Laserstrahl durch die Schallwelle lauft und A die
Wellenléinge der Schallwelle. Dabei wird zwischen den zwei Regimen Q < 1 und
Q > 1 unterschieden. Bei () < 1 handelt es sich um das sogenannte Raman-Nath-
Regime. Hierbei wird der Laserstrahl in verschiedene Beugungsordnungen (..., -2,
-1, 0, 1, 2, ...), mit einer Intensitatsverteilung basierend auf einer Bessel-Funktion
abgelenkt. Bei dem verwendeten AOM liegt jedoch Q > 1 vor: das sogenannte
Bragg-Regime. Fir das Bragg-Regime gilt, dass unter einem bestimmten Einfallswin-
kel ausschlieBlich eine Beugungsordnung entsteht. Alle weiteren Beugungsordnungen
werden aufgrund destruktiver Interferenz ausgeldscht [204]. Die akustooptische In-
teraktion zwischen der Licht- und der Schallwelle lasst sich iiber Wellenvektoren

ausdriicken:

—

ky=k+k (3.33)

Dabei ist kg = (27_1:/ Ao) - n der Wellenvektor der gebeugte Welle, k; = (2}/ Ao)n; die
cinfallende Welle und k = (27/A) die Schallwelle. A respektive A stehen fiir die
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Wellenlange der optischen bzw. akustischen Wellenlange. n und n; stellen die Bre-
chungsindizes fiir die eingestrahlte und gebeugte Lichtwelle dar. Durch + wird sym-
bolisiert, dass sowohl eine Frequenzaddition wie auch Subtraktion um den Wert der
Schallwelle moglich ist, je nach geforderter Bedingung. Im vorliegenden Experiment
besitzt das einfallende Licht von 980 nm eine Frequenz von 305,91 THz, also 305,91 x
10'? Hz, der verwendete AOM wird mit einer Schallwelle von 80 MHz, 80x 10° be-
trieben. Die resultierende Frequenzverschiebung ist vernachlassigbar gering. Durch
die Addition von zwei Wellen verschiebt sich bei der resultierenden Welle, die Phase
um den Wert der Schallwelle. Ebenso ist keine Phasenstabilisierung der Schallwelle
im AOM implementiert.

Im Zug des Einbaus des AOMs wurde ein Verschwinden des interferometrischen
Untergrunds [125, 126, 127] in den Messungen beobachtet. Vermutlich fiihrt die
nicht-stabilisierte Phasenaddition bzw. -Verschiebung, zum Unterdriicken des Un-

tergrunds.
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Polymere und Polymermischungen haben grole technische Bedeutung [205, 206]. Po-
lymere Werkstoffe lassen sich tiiber Polymerbildungsreaktion zu Homo- bzw. Copoly-
meren oder mittels Mischen (blend) mit maBgeschneiderten Eigenschaften herstellen
[207, 208]. Polymere und Polymerblends sind fir die modernen Materialwissenschaf-
ten zentral [209, 210]. Ein Polymerblend wird von der ITUPAC als ,makroskopisch
homogene Mischung aus zwei oder mehr verschiedenen Polymeren“ definiert [207].
Die Eigenschaften solcher Polymerblends erhalten dabei entweder vergleichbare, aus
den einzelnen Polymeren gemittelte oder synergetische Eigenschaften. Bei syner-
getischen Effekten wird durch das Vermischen von zwei oder mehr Polymeren eine
gegenseitig positive Verstarkung der Eigenschaften erzeugt [205]. Zusétzlicher Anreiz
bei der Herstellung von Polymerblends besteht neben den verbesserten Eigenschaf-
ten in der Kostenreduktion, indem reine, teure Polymere durch das Polymerblend
ersetzt werden. Als Beispiel fiir einen wirtschaftlichen und technisch optimierten
Blend gilt die Mischung von chloriertem Polyethylen (PE-C) und Polyvinylchlorid
(PVC). Das PE-C ist kostengiinstiger und hat einen Chlorgehalt von 34 — 44 %
[211]. Demgegentuiber besitzt das teurere PVC einen Chlorgehalt von 56 - 68 % [212].
Durch Einbetten des weichen PE-Cs in die PVC-Matrix erhalt das Polymerblend
mehr Witterungsbestandigkeit und eine erhohte Schlagzahigkeit [213]. Das PE-C
lasst sich als eine Art ,Weichmacher® fiur das PVC ohne die giftigen Nebenwirkun-
gen anderer Weichmacher nutzen [214].

Polymerblends werden beziiglich ihrer thermodynamischen Mischbarkeit in einpha-

sige und mehrphasige Polymerblends unterteilt [205]. Bei sogenannten biniren mehr-
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phasigen, also aus zwei Komponenten bestehenden Polymerblends gibt es eine kon-
tinuierliche (Matrix) und eine dispergierte Phase, daraus lassen sich verschiedene
Verteilungsmoglichkeiten aufzeigen (vgl. Abb. 4.1). Es werden drei Morphologie-

Typen unterschieden:

« Polymer 1 bildet die kontinuierliche Matrix mit Polymer 2 als dispergierte
Phase (a)

o Polymer 1 bildet die dispergierte und Polymer 2 die Matrix (b)

o Polymer 1 und Polymer 2 erzeugen jeweils eine kontinuierliche Phase (co-

kontinuierlich) (c)

Die Eigenschaften mehrphasiger Polymerblends hiangen stark von den Umstinden
beim Herstellungsprozess ab [205]. Abhéngig von den einzelnen Stoffwerten, dar-
unter fallt beispielsweise die Grenzflichenspannung () der benutzen Komponenten
und deren Volumenanteile (®;) und dem Herstellungsprozess, also den Betriebs-
werten wie beispielsweise der Temperatur (7') und dem Druck (p) variiert die die
Morphologie des hergestellten Polymerblends. Also beeinflussen die charakteristi-
sche Merkmale wie Grofle, Form und die geometrische Verteilung der Einzelkom-
ponenten und die Betriebswerte die spatere Beschaffenheit, die Morphologie, des
Polymerblends [215, 216]. Besitzen zwei unterschiedliche Polymere (vgl. Abb. 4.1
a) und b)) dhnliche Transparenz, so ist eine Unterscheidung zwischen ihnen mit
der konventionellen Lichtmikroskopie schwierig. Eine Charakterisierung von hete-
rogenen Systemen im makroskopischen Bereich (~ 1pm) gewinnt immer grofiere
Bedeutung bei wichtigen Anwendungsgebieten in den Materialwissenschaften oder
Nanotechnologien [209]. Die chemisch-selektive Raman-Streuung wurde fiir die Un-
tersuchung von Polymeren schon vor den 1980er-Jahren eingesetzt [217]. Seitdem
hat sich die Analyse von Polymeren mit der Raman-Streuung als Methode etabliert
[1, 209, 218, 219]. Sie liefert quantitative und qualitative Informationen zu Struktu-
reinheiten, Anordnung und Ausrichtung der Polymerketten oder auch Phaseninfor-
mationen der Polymerprobe [220, 221, 222|. Zur Auflosungserhohung und fir eine
noch feinere Auflésung im sub-pm-Bereich wird die Raman-Mikroskopie haufig mit
einem Rasterkraftmikroskop (AFM) kombiniert [209, 223, 224]. Ebenso sind Poly-
mere und Polymerblends bereits mit der nl-Raman-Mikroskopietechnik wie CARS
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Abbildung 4.1: Drei Morphologien von Polymerblends mit zwei Komponenten in
Abhéngigkeit ihrer Volumenanteile ®;.

untersucht worden [225, 226|. Sollen Polymerblends mittels des FSRM-Aufbau un-
tersucht werden, miissen die Polymere bzw. die Blends folgende Voraussetzungen
erfilllen: Die FSRM arbeitet als Durchlichtverfahren und nutzt das von der Probe
transmittierte Laserlicht. Opake Polymere sind wegen der hohen Absorption oder
Streuung meist ungeeignet. Fiir FSRM-Messungen eignen sich Polymere (-blends)
mit einer besonders hohen Transparenz. Im Wellenlangenbereich bei 350 nm - 490 nm
sollte das Polymerblend zudem keine Absorptionsbanden besitzen, damit eine 2-
Photonen-Absorption vermieden wird, die zu einem Verbrennen der Probe fithren
kann.

Die Proben werden auf Deckglaser aufgebracht. Das Mikroskop besitzt eine Hal-
terung (Thorlabs, MAX200P6) fiir die Deckglaser. In diese Halterung kénnen

Deckgléaser mit einer Abmessung von 60 x 20 mm?® gespannt werden. Hier wurden
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Deckglaser der Firma Menzelglaser mit der entsprechenden Grofle und der Deck-
glasnummer 1,5 (dies entspricht einer Glasdicke von 170 pm) verwendet. Das obere
Deckglas ist kritischer zu betrachten, da es noch vor der Generierung des stimulier-
ten Raman-Signals liegt. Hierfir wird von der Firma SCHOTT ein hoch-prézises
Deckglas (NEXTERION®) mit der Abmessung 18 x 18 mm? und einer Dicke von
170 pm + 5 pm verwendet. Diese Glasdicke ist notwendig, da die verwendeten Ob-
jektive fiir den Einsatz von Deckgliasern korrigiert sind. Beide Deckglaser bestehen

aus Borosilikat.

4.1 Polymethylmethacrylat (PMMA)

Das Polymer Polymethylmethacrylat (PMMA) zahlt zu den Thermoplasten [206].
Als Thermoplaste werden amorphe und teilkristalline unvernetzte Polymere bezeich-
net. Die Unterschiede zu Duroplasten und Elastomeren besteht in ihrer Loslichkeit
und Schmelzbarkeit. Besonders populér ist es unter dem Namen Plexiglas [227].
PMMA wurde von O. R6hm entwickelt, der sich das Polymer unter dem Namen
Plexiglas 1933 patentieren lieB [228]. Die Namensrechte hat mittlerweile die Fir-
ma Evonik erworben. PMMA ist ein hartes Polymer und zeichnet sich durch hohe
Witterungsbestandigkeit in Verbindung mit einer ausgepragten Transparenz [205]
aus. Dies ermoglicht den breiten Einsatzbereich von PMMA. Es wird beispiels-
weise fur Flugzeugverglasungen, Brillengléser, lichtleitende Fasern und Flachbild-
schirme (LED TVs) verwendet. Weitere Nutzungen nennt Ref. [227]. PMMA wird
zu meist durch radikalische Polymerisation hergestellt [206, 227]. Wenn erwiinscht,
kann das Polymer z.B. bei einer Substanzpolymersiation auferst ebene Oberflichen
bilden. Fiir die Herstellung von kleinsten Polymerperlen (< 500 pm) wird zumeist die
Suspensionspolymerisation angewendet [205]. Die Strukturformel und ein Raman-
Spektrum aus Ref. [229] zeigt Abb. 4.2. Die Signalbanden bei 814 cm ' werden der
Streckschwingung der C=0-Bindung, 968 cm ™" und 985cm ™' den O-CH; Schwin-
gungen, die 1452 cm™" der C-H Schwingung des O-CH; und die 1730 cm™" der sym-
metrischen Streckschwingung der C-O-C-Bindung zugeordnet [230, 231]. Das Spek-
trum zeigt eine besonders pragnante Bandenkonstellation der CH-Schwingungen im

Bereich um 3000 cm ™.
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Abbildung 4.2: PMMA Strukturformel mit einem Spektrum entnommen aus Ref. [229].

Das in dieser Arbeit verwendete PMMA (CAS-Nr.9011-14-7) wurde tiber Sigma-
Aldrich beschafft. Es wurde PMMA mit hoher Molmasse (350000 g/mol) gewéhlt,
dessen Glastemperatur bei 113°C liegt und eine Dichte von p = 1,17g/cm ™ be-
sitzt. Fir das Diffusions-Projekt in Abschnitt 6.3 wurde das Molekulargewicht hoch
gewahlt, damit eine gewisse Vergleichbarkeit zum verwendeten PMMA in Ref. [232]
besteht. Dort wurde PMMA mit 2000 000 g/mol eingesetzt, welches nicht beschafft
werden konnte. Es wird angenommen, dass die molare Masse die Diffusionsgeschwin-
digkeit hinein diffundierender Teilchen beeinflusst[233]. Das PMMA fiir die Messun-
gen in dieser Arbeit wurde durch das ,solution casting hergestellt. Hierbei wird
das Polymer im Losungsmittel Toluol oder Chloroform unter Rithren gelost. Durch
zusitzliches leichtes Erhitzen (40 - 60°C) kann der Losungsvorgang beschleunigt
werden. Die Losung wird anschlieBend in eine Petrischale gegossen und mit dem pas-
senden Petrischalendeckel oder einem abgedichtetem Trichter abgedeckt, damit das
Losungsmittel langsam verdampft und ein moglichst ebener Polymerfilm entsteht.
Diese wurde anschlieBend im Trockenschrank bei 60 °C uber 24 Stunden getrocknet.
AnschlieBend wurden mehrere Proben mittels einem Locheisen aus dem Polymerfilm

ausgestanzt.
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4.2 Poly-Styrol-Co-Acrylnitril (SAN)

Bisher wurde Benzonitril als Test-Substanz fiir die FSRM in der Arbeitsgruppe von
Prof. Gilch eingesetzt. Dieses Losungsmittel eignet sich besonders wegen der spektral
breiten Verteilung der Raman-Banden (vgl. Abb. 4.3) im Messfenster des FSRM-
Aufbaus von 800 - 3500 cm™". Ebenso besitzen einzelne Raman-Banden (999 cm ™",
2228 cm ™', 3068cm ') des Benzontrils eine relativ hohe Raman-Intensitit [2, 6],
die bei der Justage des Raman-Probe- und Raman-Pump-Impulses hilfreich ist. Die
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Abbildung 4.3: Spontanes Raman-Spektrum von Benzonitril, adaptiert aus Ref.[229)].

maximale Signalhohe der Raman-Banden liegt bei der Bestimmung des rdumlichen
Uberlapps und der Polarisationsausrichtung zwischen dem Pump- und Probe-Impuls
im Vordergrund. Anhand von Messungen an Benzonitril und der zeitlichen Ver-
schiebung zwischen Pump- und Probe-Impuls, also einer zeitlichen Kreuzkorrelation
zwischen den beiden Impulsen, fand eine Bestimmung des Chirps des Raman-Probe-
Impulses statt. Ebenso ermdglicht dies, die Impulslange des Raman-Pump-Impulses
abzuschétzen. Das in dieser Arbeit verwendete Benzonitril (CqH;CN, CAS: 100-47-
0) wurde iiber ACROS Organics, mit einer eine Reinheit von: ,,99+%, for spectros-
copy“ und tber Sigma-Aldrich mit einer Reinheit ,for HPLC, 99.9 %“ beschafft.
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4.2 Poly-Styrol-Co-Acrylnitril (SAN)

Beide Varianten ergaben unter identischen Messbedingungen, direkt hintereinander
gemessen, dieselbe Banden-Intensitit im Raman-Spektrum.

SAN gehort zu der Gruppe der statistischen Copolymere [227]. Die Synthese wird
durch radikale Copolymerisation der Monomere Acrylnitril und Styrol durchgefiihrt
[227]. Ebenso wie PMMA gehort SAN zur Gruppe der Thermoplaste [234]. SAN wird
als Luran® (BASF) und Lustran® (Bayer) in der Industrie vertrieben [227]. Eine
Ahnlichkeit zu Polystyrol (PS) besteht, jedoch besitzt SAN durch den Acrylnitril-
Anteil eine festere und zihere Form [234]. SAN bildet mit Butadien das Ausgangs-
material fiir den in der Industrie verbreiteten amorphen Thermoplast Acrylnitril-
Butadien-Styrol (ABS) [234]. Ebenso wird SAN selbst vielfaltig im Bereich der in-
dustriellen Anwendungen und u.a. fir Haushaltsartikel, Sanitir- und Biiroartikel

eingesetzt [234, 235]. Die Untersuchung von SAN in dieser Arbeit dient einerseits
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Abbildung 4.4: SAN Strukturformel mit gemessenem Raman-Spektrum durch das FT-
Raman-Instrument von Bruker. Entnommen aus Ref. [236].

dem Vergleich zu Benzonitril und dessen Ablosung als Laborstandard, andererseits
soll es in einem Polymerblend mit PMMA verwendet werden.

Das Spektrum mit der Strukturformel von SAN in Abb. 4.4, zeigt eine breite Vertei-
lung von Raman-Banden im gesamten Spektralbereich von 400 — 3000 cm™" [237].
Ebenso besitzt SAN gleiche funktionale Gruppen wie das Benzonitril (vgl. die Struk-
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4 Grundlagen der untersuchten Proben

turformeln in Abb. 4.3 und Abb. 4.4). Die Benzolgruppen und Nitrilgruppen sind
in beiden Molekiilen vorhanden. Bei SAN sind diese funktionellen Gruppen jedoch
statistisch im Polymeraufbau verteilt [227]. Das Raman-Spektrum von SAN un-
terscheidet sich von dem des Benzonitrils besonders durch die Doppelbande im
CH-Streckbereich um 3000 cm™ . Dies liegt an den vorliegenden aliphatischen Koh-
lenwasserstoffe. Die hohe Transparenz von SAN [234] bieten der FSRM gute Ein-
satzmoglichkeiten. Das verwendete SAN (CAS-Nr. 9003-54-7) besitzt eine molare
Masse von 165 000 g/mol mit einer Glastemperatur von 106 °C [238] und einer Dich-
te von p = 1,07g/cm °[239]. Die in dieser Arbeit verwendeten SAN-Proben wur-
den durch ,Solution Casting” oder einfaches Schmelzen der SAN-Pallets erzeugt
[236, 237]. Fiir das Schmelzen wird eine Heizplatte bei etwa 120°C betrieben und
10mg des Pallets auf einem Deckglas unter leichten Druck zu einem ebenen Poly-
merfilm gedriickt. Das Solution Casting von SAN erfolgt wie in Abschnitt 4.1 fur
PMMA beschrieben.

4.3 Diffusion

Die Bedeutung der Diffusion von Molekiilen mit leichtem molekularem Gewicht in
Polymer-Matrizen ist erheblich. Die folgenden Forschungsgebiete beschéftigen sich

mit unterschiedlichen Systemen:
o Membran- und Kolloidale-Wissenschaften [240, 241]
» Transport von Medikamenten zum Bestimmungsort [242] und

« die Kunststofftechnik bei der Herstellung neuer Werkstoffe und der Optimie-
rung vorhandener Systeme [243].

Die Diffusion ist ein natiirlicher spontaner Prozess, der zu einer vollstidndigen Durch-
mischung von zwei oder mehreren mischbaren Stoffen fithrt. Dies geschieht durch
die gleichméBige Verteilung der beteiligten Teilchen [244]; also etwa der Atome, Mo-
lekiile oder Ladungstrager. Haufig handelt es sich bei den Stoffen um Gase und
Flussigkeiten. Die Durchmischung der mischbaren Stoffe basiert auf einem vorhan-

denen Konzentrationsgradienten in Verbindung mit der Brownschen Bewegung der
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4.3 Diffusion

Teilchen [245]. Dies lasst sich anschaulich wie folgt erklaren: Die Brownsche Bewe-
gung allein resultiert aus einer willkiirlichen Bewegung ohne Vorzugsrichtung mit
haufigen StoBen zwischen den einzelnen Teilchen. Sind in einem der Bereiche mehr
Teilchen vorhanden, dann hat dieser eine hohere Konzentration. Der Konzentrati-
onsgradient induziert eine makroskopische gerichtete Bewegung durch die héhere
StoBwahrscheinlichkeit in einem Bereich mit h6herer Konzentration.

Die ersten dokumentierten Aufzeichnungen zu systematischen Diffusionsversuchen
finden sich bei T. Graham ab dem Jahr 1829 [246, 247, 248, 249]. Er erkannte be-
reits eine Proportionalitat der Diffusionsrate mit dem Konzentrationsgradienten und
der Temperatur. Kurze Zeit spater konnte A. Fick die grundlegenden Gesetze der
Diffusion formulieren [250]. Dieser stiitzte sich dabei auf die GesetzméiBigkeiten der
Wirmeleitung von J. B. Fourier [251]. Die Arbeit von Fick zu diesem Gegenstand
[250] lasst sich als fundamentale Beschreibung aller Diffusionsfragestellungen ver-
wenden.

Laut dem ersten Fickschen Gesetz existiert eine Proportionalitat der Diffusionsteil-
chenstromdichte J (mol - m™2- s7'), d.h. es bewegen sich eine Anzahl von diffundie-
renden Teilchen pro Zeiteinheit durch eine Flache, orthogonal zur Diffusionsrichtung,

zum Konzentrationsgradienten d¢/dz (mol - m™*), mit dem Diffusionskoeffizienten

D (m* s7'):

Oc
J=—D_— 4.1
o (4.1)
dabei wurde hier das Gesetz auf eine eindimensionale Darstellung, d.h. mit einem
Gradienten entlang der x-Richtung reduziert, wie auch im Folgenden. Das negative
Vorzeichen verdeutlicht die Diffusionsrichtung von einer hohen zu einer niedrigen
Konzentration.

Wird nun die Kontinuititsgleichung (fir den Massenerhalt):

oe  8J
ot oz
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4 Grundlagen der untersuchten Proben

mit dem ersten Fickschen Gesetz verkniipft, ergibt sich die Diffusionsgleichung;:

Oe B oJ &

o~ o Yo (43)

die als zweites Ficksche Gesetz gilt. Es beschreibt die zeitliche Anderung der Konzen-
tration bei einem Diffusionsprozess. Ebenso erlaubt es die Beschreibung von Diffu-
sionsvorgangen ohne zeitlich konstanten Diffusionsfluss. Diese Differentialgleichung
ist identisch mit der Warmeleitungsgleichung, welches die Verbindung zu Fourier
bringt. Die Losung der Differentialgleichung héngt stark von den Anfangsbedingun-
gen ab. Eine Losungssammlung enthélt das Standardwerk [252].

Die Fickschen Gesetze basieren auf einem makroskopischen Ansatz zur Beschreibung
der Diffusion. Zwar resultiert das makroskopische Verhalten aus dem mikroskopisch-
en, jedoch beschreiben die Fickschen Gesetze die Bewegung der diffundierenden Teil-
chen nicht im mikroskopischen Bereich. Fur die Betrachtung auf mikroskopischer
Ebene kann die Brownsche Bewegung durch die unabhéngig voneinander entwickel-
ten Theorien von Einstein und M. Smoluchowski fiir die Beschreibung der Teilchen
herangezogen werden [244, 253]. Hierfiir wird die mittlere quadratische Verschiebung
<’r2 (T)> der Teilchen, welche eine Messgrofe fiir die durchschnittliche zurickgelegte
Distanz eines bewegten Teilchen in einer bestimmten Messzeit 7, in Beziehung zum

Diffusionskoeffizenten D gesetzt:

(r*(n) = % > (ri(t +7) —ri(t))* =2-d- D¢t (4.4)

T

mit d fir die Anzahl der betrachteten Raumdimensionen. Die Teilchen erfahren
durch die ungeordnete Warmebewegung eine kontinuierlich hohe Anzahl von St68en
aus allen Raumrichtungen, was zu einer ungerichteten Bewegung fiithrt. Die Glei-
chung 4.4 beschreibt dabei eine einfache, ungestorte Diffusion und die Gleichung
wird weitaus komplexer, wenn zuséatzliche Storquellen auftreten.

Fur die im Kapitel 6.3 durchgefiihrten Diffusionsexperimente werden auch mogliche

anomale Diffusionen diskutiert, fiir die dann bei der mittleren quadratischen Ver-
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4.3 Diffusion

schiebung gilt:
(Ar*(t)) oc t® (4.5)

mit o # 1, wobei a = 1 die Ficksche Diffusion, auch ,Case [“ genannt, beschreibt.
Die mogliche anomale Diffusion besitzt @ < 1 oder auch a > 1, ,Case II“ wird mit
a = 2 beschrieben. Bei ,Case II“ liegt eine lineare Bewegung der diffundierenden
Teilchen vor.

Polymersysteme zeigen ein breites Spektrum unterschiedlichen Diffusionsverhalten
[254, 255, 256]. Dabei wird zwischen der normalen (=Fickschen) Diffusion und der
anomalen (=Case II) Diffusion unterschieden. Ebenso gibt es eine Reihe von an-

omalen Typen von Diffusionen, die sich schneller oder langsamer ereignen. Bei der

a) Fickian b) Case Il
Methanol Methanol
C/Co ! concentration profile ! C/CO ! advancing front I

° X
Abbildung 4.5: In der Literatur gibt es widerspriichliche Angaben, welcher Diffusions-

typ vorliegt. Es wird entweder eine Case II [232] oder eine Ficksche Diffusion [257]
beobachtet.

Fickschen Diffusion bewegt sich die Losungsmittelkante, wie erwahnt, mit einer Ge-
schwindigkeit, die von der Quadratwurzel der Zeit abhiangt. Ebenso steigt die Kon-
zentration erst iiber die Zeit hinter der Losungsmittelkante an (vgl. Abb. 4.5 a)). Die
Ficksche Diffusion wird haufig beobachtet, sobald das Polymersystem oberhalb der
Glastemperatur (T) liegt [254]. Das wird mit der h6heren Mobilitat der Polymerket-
ten und dem damit verbundenen leichteren Durchdringen der Losungsmittelmolekiile
erklart. Es wird bei der Fickschen Diffusion ein grofler Konzentrationsgradient in-
nerhalb der Losungsmittelfront beobachtet [254]. Das mittlere Verschiebungsquadrat
héngt, bei der Fickschen Diffusion, mit dem Diffusionskoeffizienten (D) und der Zeit
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4 Grundlagen der untersuchten Proben

fir die zuriickgelegte Strecke (t) wie in Gleichung 4.5 angegeben zusammen. Dabei
wird der Diffusionskoeffizient entweder in m?/s oder cm?/s angegeben.

Die Case-II-Diffusion zeigt charakteristische Merkmale wie eine scharfe Losungs-
mittelkante innerhalb des Polymers, eine konstante Fortbewegungsgeschwindigkeit
dieser Kante entlang der Ausbreitungsrichtung und das Ansteigen der Konzentrati-
on des Losungsmittels auf 100 % direkt hinter der Kante aus. Zwischen der Case-11-
und der Fickschen Diffusion liegt noch die anomale Diffusion mit einem Mischver-
halten aus Fickscher und Case-II-Diffusion. Bei der anomalen Diffusion besitzt der

Diffusionskoeffizient eine zeitliche Abhangigkeit [258]:
(Ar*(t)) =2+ d- Dy(t) - %, Dy(t) = K, -t (4.6)

Das Probensystem aus Methanol und Polymethylmethacrylat in Kapitel 6.3 wird
hinsichtlich des Diffusionsverhaltens von Methanol in Polymethylmethacrylat un-
tersucht. Bisherige Untersuchungen des Probensystems bieten keine einheitliche Er-
klarung und gehen entweder von einer Case-11- [232] oder einer Fickschen Diffusion
[257] aus (vgl. Abb. 4.5). Zudem zeigt das System temperaturabhéingig unterschied-
liches Diffusionsverhalten. Bei normaler Raumtemperatur wird Case II beobachtet

und bei héheren Temperaturen ein Ficksches Diffusionsverhalten [259].
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5 Aufbau der
Femtosekunden-stimulierten
Raman-Mikroskopie (FSRM)

Der aktuelle FSRM-Aufbau basiert auf dem bereits beschriebenen Aufbau in Ref.
[123] und wurde im Rahmen der Dissertation von B. Marx [124] und der vorliegen-
den Arbeit weiter modifiziert und optimiert [260, 261]. Dabei tiberschneiden sich
die Ausfithrungen der Verbesserungen mit [124], da die Kooperation nicht immer
die klare Trennung ermoglichte. Der Fokus fiir die Weiterentwicklung liegt bei einer
schnelleren Aufnahme von Spektren und Bildern. Dabei soll die bisherige Perfor-
mance des Systems in Ref. [123] fiir die kiirzeren Aufnahmezeiten erhalten werden.
Eine relevante Grofle fiir die Leistungsfiahigkeit des Messsystems ist das Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis (SNR'). Die Bestimmung des SNR wird dabei in der vorliegenden
Arbeit wie folgt ermittelt.

Als Signal wird der Spitzenwert einer Raman-Bande Rp verwendet, der durch die
Standardabweichung der daneben gelegenen Basislinie 044, des Raman-Spektrums

dividiert wird. Diese Basislinie enthalt selbstverstandlich kein Raman-Signal. Es gilt
fiir das SNR also:

Rg

Obasis

SNR = (5.1)

Je groBler der Wert fiur das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis wird, desto besser ist die
Messapparatur. Ein haufig in der Bildgebung verwendetes Kriterium fir das SNR

!Signal to Noise Ratio
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o il 5 Aufbau der Femtosekunden-stimulierten Raman-Mikroskopie (FSRM)

wurde von A. Rose [262] definiert. Im Fall des hier verwendeten Raman-Mikroskops
bedeutet dies, dass das SNR > 2,3 sein muss, damit eine Raman-Bande als erkenn-
bar gilt [124]. Das SNR fiir die minimale Messzeit aus dieser Veroffentlichung [123]
wird als Mafistab genommen. Dieser Stand wurde vor den Arbeiten dieser Disser-
tation erhoben und ergibt fiir die Raman-Bande bei 2228 cm™" von Benzonitril ein
SNR = 16 bei 2ms Integrationszeit pro Raman-Spektrum.

In diesem Kapitel der Arbeit wird der aktuelle Mess-Aufbau einschliellich der vorge-
nommenen Anderungen detailliert beschrieben. Abschnitt 5.1 zeigt zunéichst den ak-
tuellen Aufbau. AnschlieBend werden der verwendete fs-Ostzillator als Laserlichtquel-
le und die durchgefithrte Modifikation (Ersetzen der Pumplaserquelle) skizziert. Der
generierte fs-Impuls erfihrt einen Chirp bei Durchlaufen der Mikroskop-Objektive,
die Kompensation des Chirps wird in Abschnitt 5.2.1 betrachtet. Es folgt die Be-
schreibung des faserbasierten Raman-Pumpverstarkers. Die Faseroptiken wurden
hinsichtlich der spektralen Einengung (Abschnitt 5.3.1) und der Kontrollierbarkeit
der Polarisation des Laserlichts in der Faser (Abschnitt 5.3.3) modifiziert. Es folgt
die Darstellung einer neuen Methode fur die Modulation des Raman-Pumplichts.
Dies erfolgt mittels einem akusto-optischen Modulator (AOM) fiir die referenzierte
Detektion des Messsignals (Abschnitt 5.3.2). Die Rasterroutine des Probenscanti-
sches erwies sich als limitierender Faktor bei der Bildaufnahme mit der FSRM.
Seine Optimierung wird in Abschnitt 5.4.1 vorgestellt. Danach werden drei verwen-
dete Zeilendetektoren diskutiert. Hier werden Messungen mit dem urspriinglichen
Hamamatsu-Detektor und dessen Schwichen erlautert. Es folgt die Vorstellung ei-
nes Prototypen vom IBIOS-Institut der Universitit Nottingham. Zuletzt wird der
neue ULTRA-Detektor der Firma Quantum Detectors vorgestellt. Dieser Zeilende-
tektor bietet aktuell den besten moglichen Kompromiss aus Sattigungsladung und

Auslesefrequenz.

5.1 Aktueller FSRM-Aufbau

Der vorliegende Aufbau der Femtosekunden-stimulierten Raman-Mikroskopie (F-
SRM) basiert auf dem Aufbau aus den Arbeiten [123, 124, 127, 260]. Die Laserquelle
des aktuellen FSRM-Setups (vgl. Abb. 5.1) besteht aus einem Femtosekunden (fs)-
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5.1 Aktueller FSRM-Aufbau

Laser (Femtolasers Fusion 300 BB) und einem selbst gebauten Yb*'-Faserverstérker,
der einen schmalbandigen Bereich des Laserlicht des fs-Lasers verstirkt. Sowohl
der fs-Laser als auch der Faserverstarker arbeiten mit einer Repetitionsrate von
75 MHz. Fiir die Optimierung des Rauschverhaltens des Aufbaus wurde der fs-
Oszillator modifiziert (vgl. Kapitel 5.2). Der fs-Laser emittiert ein sehr breitban-
diges Lichtspektrum, welches nach der Pre-Kompensation des ,Chirp* (vgl. Kapitel
5.2.1) und einer Abschwichung, direkt als Raman-Probe-Impuls genutzt wird. Der
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Abbildung 5.1: Der aktuelle Aufbau des FSRM-Mikroskops. Die Nummerierung be-
zeichnet die Teile, die fiir diese Arbeit modifiziert wurden.

Faserverstarker ist so konzipiert, dass die Yb*"-Ionen das Laserlicht bei 980 nm
verstarken. Ein dielektrischer Spiegel (DM, Layertec # 107581) filtert den fiir den
Verstarker benotigte Bereich bei 980 nm aus dem Probe-Licht heraus. Dabei wird
vom Spiegel DM, tiber 90 % des Laserlichts mit einer Wellenlange < 950 nm re-
flektiert. Der Wellenlangenbereich oberhalb von 950 nm wird in die Faser einge-
koppelt. Dieses Licht dient dem Faserverstarker als ,Seed“-Licht. Die Fasern des
Verstarkers sind passive Einzelmoden-Fasern von Corning des Typs ,HI1060“. Als
aktive Verstarkerfaser wird die Faser ,Yb1200-4/125“ von Liekki mit einer Lange

von 5 cm verwendet. Der ,Seed“-Impuls wird tiber eine Linse (C) in die HI1060-Faser
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und dann in den ersten Anschluss eines Zirkulators (AC Photonics) eingekoppelt,
der auch als optischer Isolator gegeniiber Riickreflexion aus dem Faserverstéirker in
Richtung des fs-Laser fungiert. Uber den zweiten Anschluss wird der Impuls weiter-
geleitet und an einem ,,Wellenlingenmultiplexer (engl. Wavelength Division Multi-
plex, WDM) reflektiert. Der WDM (Optolink, WDM-T-12-917-90-FA) transmittiert
zusatzlich das Licht der fasergekoppelten Laserdiode (Axcel Photonics, type BF-
915-0200-P5A), die als Pumplicht fiir die aktive Yb*"-Faser dient. Die Laserdiode
emittiert bei 917 nm und wird aktuell mit einer Pumpleistung von 100 mW betrie-
ben. Sowohl die spektralen Eigenschaften des eingekoppelten fs-Lichts wie auch das
Verstérkerprofils der Yb**-Ionen ergeben eine deutlich breitere spektrale Ausdeh-
nung als fiir die Raman-Spektren notwendige Breite von ~10cm™"' (vgl. Abschnitt
3.4). Die erforderliche spektrale Einengung des verstarkten Impulses wird hinter der
ersten Verstarkerstufe vorgenommen. Ein Reflexionsgitter (RG, Thorlabs, GR13-
1210) in Littrow-Anordnung engt anstelle eines Fiber-Bragg-Gratings (FBG) den
Impuls spektral ein (vgl. Abschnitt 5.3.1). Danach durchlauft der reflektierte Strahl
ein zweites Mal die Yb*"-dotierte Verstirkerstufe und wird erneut verstirkt. Da-
nach wird der Impuls vom WDM zuriick in den zweiten Anschluss des Zirkulators
reflektiert. Das bereits verstarkte Licht verliasst nun den Zirkulator tiber den drit-
ten Anschluss und wird in den neu eingebauten akustooptischen Modulator (AOM,
AA MT8O-IR60.FIO-SM5-J3V-A, AA Opto-Electronic) eingekoppelt. Der AOM
dient fir die notwendige ,,An/aus“-Modulation des Raman-Pump-Impulses, damit
mit dem FSRM-Aufbau ein Raman-Spektrum gemessen werden kann (Abschnitt
5.3.2). Im ,An“-Zustand wird das Licht im AOM gebeugt und in die angeschlossene
Faser weitergeleitet. Im ,Aus“-Zustand wird das eingekoppelte Licht lediglich blo-
ckiert. Nach dem AOM folgt ein faserbasierter Polarisationskontroller (PC, Thorlabs,
FPCO030) mit drei Schlaufen. Die Anzahl der Windungen innerhalb der Schlaufen
ergibt eine A/ X-Platte fir die Kontrolle der Polarisation des Pump-Impulses (vgl.
Kapitel 5.3.3). Ein zweiter WDM lenkt den Pump-Impuls auf den Weg zur zweiten
und damit letzten Yb*'-Verstiarkerstufe. Der WDM und die angeschlossene Laser-
diode sind vom selben Typ, wie bei der ersten Verstarkerstufe. Die Pumpleistung
dieser Laserdiode wird zwischen 100 mW und 215 mW variiert, um die Ausgangs-
leistung des Raman-Pump-Impulses den Proben anzupassen. Die zweite Yb*t-Stufe

besitzt auch eine Lange von 5cm und verstirkt nun den Pump-Impuls ein drit-
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tes Mal. Danach verldsst das Pumplicht tiber ein Mikroskopobjektiv (Zeiss, 10x,
NA 0.22, AR 1.06) die Fasern und ein nachgeschalteter Langpassfilter (F) blockt
das Diodenlicht. Der Raman-Pump-Impuls durchlauft dann eine A/2-Platte fir die
Polarisationsausrichtung. Das Raman-Pumplicht besitzt nach Abzug der ASE eine
durchschnittliche Leistung von 42 mW im ,An“-Zustand. Nach der A\/2-Platte wird
der Pump-Impuls iiber einen hoch reflektiven Spiegel fiir 980nm (HE 980, Layer-
tec, #63-130) in Richtung Mikroskop umgeleitet. Damit die numerische Apertur des
fokussierenden Mikroskop-Objektivs optimal genutzt wird, muss der Pump-Impuls
aufgeweitet werden. Am Mikroskop-Objektiv wiirde der Pump-Impuls anderfalls nur
einen Durchmesser von ~ 5 mm besitzen. Der Pump-Impuls wird mittels einer Kon-
struktion aus zwei Linsen (f = -100 mm und 200 mm), einem Galilei-Teleskop [263],
auf den geforderten Durchmesser (etwa Faktor 2) vergroBert. Es folgt ein Glaskeil
(GW) fiir die koaxiale Uberlagerung der beiden Laserimpulse. Der Pump-Impuls
durchlduft den GW in Transmission, wihrend der Probe-Impuls reflektiert wird.

Nach dem Auskoppeln des Seed-Lichts fiir den Faserverstarker wird das Probelicht
auf eine Verzogerungsstrecke (Delay, Silberspiegel) gelenkt. Diese dient dem zeit-
lichen Uberlapp am Probenort zwischen Probe- und Pump-Impuls. Aufgrund der
groBen Bandbreite des Probe-Impulses erfahrt dieser auf dem Weg zur Probe einen
positiven Chirp. Die kiirzeren Wellenlangenkomponenten erreichen also erst nach
den lidngeren den Probenort [137]. Fiir die Chirp-Kompensation sind zwei gechirpte
Spiegelpaare (CM; und CM,, Venteon, DCM 7, sowie zwei Glaskeile aus BaF, fir
die Feinjustage) eingebaut (Kapitel 5.2.1). Nach dem gechirpten Spiegeln folgt ein
Teleskop zur Strahlaufweitung. Im Gegensatz zum Pump-Impuls wird im Strahl-
arm des Probe-Impulses ein reflektives Teleskop aus zwei gekrimmten Silberspie-
geln (r = 600 mm und 300 mm) verwendet, damit ein zusétzlicher Chirp vermieden
wird. Auch hier wird der Strahl um den Faktor zwei aufgeweitet. Nach der Auf-
weitung des Probe-Impulses folgt ein dielektrischer Spiegel, der eine sehr geringe
Transmission aufweist. Das transmittierte Licht wird benutzt, um den Takt des
Ostzillators mittels einer Photodiode (PD, Thorlabs, Det10A /M) aufzunehmen und
die ,An/aus“-Modulation des Pump-Impulses mit den Auslese-Ereignissen des De-
tektors zu synchronisieren. Von diesem Spiegel aus durchlauft der fs-Impuls eine
A/2-Platte und trifft anndhernd im Brewster-Winkel auf den Glaskeil (GW). Die

Reflexivitat unter dem Brewster-Winkel ist stark von der Polarisationsausrichtung
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des einfallenden Laserlichtes abhéingig [264]. Mittels der A/2-Platte lasst sich die
Polarisation des Probe-Lichts drehen. Somit wird iiber die A/2-Verzogerungsplatte
eine direkte Intensitatskontrolle des Probe-Lichts ermoglicht. Durch die Reflexion
am GW wird eine zusétzliche Dispersion des fs-Impulses vermieden.

Nach dem GW sind beide Laserimpulse tiberlagert. Ein neu eingebauter Shutter (S,
3) dient der Unterbrechung des Strahlengangs der beiden Laserimpulse nach einer
Messung. Dieser kann in dem selbstgeschrieben LabVIEW-Messprogramm (siehe
Abschnitt 5.6.4) bei Messskampangen so eingestellt werden, dass nach jeder Ab-
rasterung der Shutter beide Laserimpulse blockiert und ein zuséatzliches Bestrahlen
der Probe vermieden wird. Dies ist bei empfindlichen Proben vorteilhaft. Auch bei
Messkampagnen iiber mehrere Stunden, wie beispielsweise bei der Untersuchung
von Diffusionsvorgéingen, kann dies notwendig sein. Nach dem Shutter werden die
Lichtimpulse koaxial tiber Silberspiegel in das vertikal aufgebaute Mikroskop ge-
lenkt. Das Mikroskop, eine Eigenkonstruktion der Arbeitsgruppe von Prof. Gilch,
ist in Abb. 5.2 gezeigt. Zunéchst werden die Strahlenbiindel durch das fokussierende
Mikroskop-Objektiv (Zeiss, FLUAR, 20x, 0.75, M27) geleitet. Das Laserlicht trifft
nun auf die Proben, die auf einem Scantisch (vgl. Abschnitt 5.4) montiert sind. Der
Scantisch (PI, P-542.2CD) erlaubt eine Abrasterung von 200 x 200 pm?® und ist auf
einem Kreuztisch (OWIS KT 150-D80, Verstellweg 20mm x 20 mm) montiert, der
fiir die grobe Probenausrichtung genutzt wird. Die Halterungen fiir die Mikroskop-
Objektive besteht aus drei verschiedenen Linearverschiebern (Linos LT65-25, Ne-
wport M-UMRS.25A, Newport M-SDS65) fiir die axiale und laterale Ausrichtung.
Diese Verschieber aus Edelstahl mit einem Stellweg von 25 mm besitzen hohe Sta-
bilitat, jedoch sind gerade bei dem fokussierenden Halter Langzeitdrifts entlang der
z-Achse erkennbar. Dieser wurde mittels Langzeitmessungen an Polymerproben an-
hand der Abnahme des Raman-Signal verifiziert. Héchstwahrscheinlich driickt das
Gesamtgewicht, bestehend aus Objektiv und Verschiebetischen, durch die Schwer-
kraft gegen die Verstellschraube und fiihrt zu einer axialen Positionsveranderung.
Eine weitere bekannte Problematik besteht in der Kopplung zwischen axialer und
lateraler Verstellkomponente, die durch eine Beriithrung eines axialen Verschiebers
zu einer Verstellung der lateralen Position fithrt und andersherum [124].

Das transmittierte Laserlicht wird nach der Probe von einem zweiten Mikroskop-
Objektiv (Zeiss, Achroplan, 100x, 1.25, M27) eingesammelt. Uber weitere Silber-
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Abbildung 5.2: Das Bild zeigt den Aufbau des Mikroskops. Die beiden Mikroskop-

Objektive und der Scantisch fiir die Probenabrasterung sind markiert.

spiegel wird das Licht zum Spektrographen gefithrt. Vor der Einkopplung des Spek-
trographen wird das Pumplicht durch einen Kurzpassfilter (Thorlabs FES0950) un-
terdriickt. Dabei wird ab einer Wellenlange von ca. 979 nm eine Abschwichung von
> 10 erreicht. Ein Verdrehen des Filters, damit er nicht mehr orthogonal zur
Strahlachse steht, verschiebt den Bereich der spektralen Unterdriickung zu kirzeren

Wellenlédngen. Durch die hohe Intensitiat des Pumplichtes, wiirde ansonsten der De-
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tektor gesattigt werden oder Schaden nehmen. Die Fokussierung auf den Eintritts-
spalt des Spektrographen erfolgt durch eine achromatische Linse (EdmundOptics
25 x 40 VIS-NIR, ebenso wurden EdmundOptics 25 x 30 VIS-NIR und Edmun-
dOptics 25 x 35 NIR eingesetzt). Der Spektrograph (Acton Scientific, ARC Spec-
troPro SP2358)) ist nach der Czerny-Turner-Anordnung konstruiert [265] (Kapitel
5.5). Am Ausgang des Spektrographen ist ein Zeilendetektor, aktuell der ULTRA-
Detektor der Firma Quantum Detectors, fiir die Aufnahme des spektral aufgespal-
tenen Probe-Lichtes installiert.

Der hier vorgestellte FSRM-Aufbau ist auf einem ,Breadboard“ (Newport, M-SG-
36-2, 900mm x 1800mm X 58 mm), einer optischen Tischplatte, aufgebaut. Zum
Abschluss der Dissertation wurde das selbst gebaute Gestell (der Firma Item) fiir die
Tischplatte durch ein schwingungsisoliertes Gestell (Newport, Vision Workstation,
Custom M-VIS3672 Vision 325A) ersetzt.

Die folgenden Unterkapitel beschreiben die in Abb. 5.1 markierten Modifikationen

sowie einzelne Kompetenten des Aufbaus im Detail.

5.2 Austausch des Pumplasers fiir den
Ti:Sa-Oszillator - 1

Die Messungen an dem FSRM-Aufbau unterliegen dem Einfluss verschiedener
Rauschquellen. Das gesamte Rauschen besteht hauptsachlich aus dem Rauschen des
Laserlichts und der Detektion. Zudem kénnen mégliche Luftverwirbelungen, Schwin-
gungsiibertragungen auf den Messaufbau, wie auch eine Instabilitat der optischen
Komponenten zuséatzlich zum Rauschen beitragen. Das durch die Detektion einge-
brachte Rauschen besteht aus dem Schrotrauschen des Lichtes, dem Dunkelstrom-
und Ausleserauschen sowie dem Digitalisierungsrauschen des A /D-Wandlers im De-
tektor. Das Rauschen des Laserlichts besteht in der FSRM besonders aus einem
Amplitudenrauschen und einer statistischen Schwankung der Strahlrichtung des fs-
Oszillators. Ebenfalls kann Rauschen des Raman-Pump-Impulses durch die Kreuz-
phasenmodulation und den stimulierten Raman-Effekt auf den Raman-Probe-Impuls

uibertragen werden und somit das gesamte Rauschen erhéhen [268].

Die Arbeit von B. Marx [124]enthélt eine umfangreiche Rauschanalyse des FSRM-
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Abbildung 5.3: Vergleich der Rauscheigenschaften von zwei Pumplasern. Die unter-
schiedlichen Kurven zeigen die Ergebnisse verschiedener Messtage. Durch den neuen
ULTRA-Detektor ist der Messbereich von 20 kHz besonders interessant. In diesem Be-
reich liegt das Rauschen des Sprout-Lasers um einen Faktor von 2 — 2,5 unter dem des
Finesse Pure. Bilder adaptiert aus Ref. [266] und [267].

Aufbaus. Es wurde der Pumplaser des fs-Oszillators als Hauptquelle fiir das Rau-
schen des Laserlichts identifiziert. Die Optimierung dieser Komponente wird nun
erlautert.

Im Kontext des Intensititsrauschens eines Lasers (optische Leistungsschwankun-
gen) wird hiufig das relative Intensititsrauschen (RIN)? in dB/Hz oder die nor-
mierte Standardabweichung als %-r.m.s.-Wert® angegeben. Dabei sollte bei einem
r.m.s.-Wert eine Frequenzbandbreite angegeben sein. Das RIN ist das Verhaltnis der
Intensitatsschwankung zur gemittelten Intensitat [269, 270]. Aus dem RIN lasst sich
die integrierte, normierte Standartabweichung errechnen.

Die bisherige MHz-Lichtquelle, der Ti:Sa-Oszillator, wird von einem DPSS* Dauer-
strichlaser, mit einer Ausgangsleistung von 4 W und einer Wellenlinge von 532 nm,
gepumpt. Dieser Pumplaser besitzt laut Hersteller eine Stabilitit von < 0,1 % r.m.s.
fir 1 Hz bis 100 MHz [271]. Der Vergleich mit den r.m.s.-Werten von neueren Lasern
(Coherent Verdi G5: < 0,02% r.m.s. 10Hz bis zu 100 MHz, Lighthouse Photonics
Sprout G-10W NET: < 0.03% r.m.s von 10 Hz bis zu 10 MHz) ergibt fiir den alten
Pumplaser ein um den Faktor 3 - 5 hoheres Rauschen [266, 267]. Neben der Frage

?Bei dem RIN gibt es auch die Angabe in dBc/Hz. Dies bezieht sich dann auf das Tragersignal
(engl.: carrier) bei der Wiederholrate des Oszillators.
r.m.s. = route mean square
DPSS = diode-pumped solid-state = Diodengepumter Festkorperlaser
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nach Optimierung des Rauschverhaltens zeigte sich auch, dass der alte Pumplaser
seine Lebenszeit erschopft hatte. Es war zu entscheiden, ob man beim bisherigen
Hersteller bleiben oder aber den Hersteller wechseln wolle. Der Vorteil, beim selben
Hersteller zu bleiben, liegt in der einfachen Implementierung des neuen Pumplasers
in den fs-Ostzillator, da der neue Pumplaser die Abmessungen des alten hat In Ref.
[266, 267] werden viele kommerziell erhaltliche CW-Laser bei 532nm hinsichtlich
dem fiir die FSRM wichtigen Amplitudenrauschen untersucht. Das gestattet den
Vergleich von Produkten, ohne auf die Datenblitter der Hersteller angewiesen zu
sein. Ebenso kann das Nachfolgeprodukt (Finesse Pure) von Laser Quantum mit
anderen Anbietern verglichen werden. Hier stellte sich heraus, dass alle getesteten
Laser ein besseres Rauschverhalten als der alte Finesse-Laser besitzen. Der direkte
Vergleich von Sprout-Laser und Finesse Pure-Laser (vgl. Abb. 5.3) ergab einen Un-
terschied im Messbereich bei 20 kHz. Hier spricht das Amplitudenrauschen im ange-
strebten Messfenster von 20 kHz fiir den Sprout-Laser [266, 267] (vgl. Abb. 5.3). Der
Sprout-Laser besitzt bei 20kHz ein, um den Faktor 2,5 niedrigeres Rauschen. Von
Lighthouse Photonics gibt es zwei verschiedene Varianten des Sprout-Pumplasers.
Die ,,G“~Variante besitzt einen Kiihlkreislauf im Laserkopf fiir die hohere Stabilitét.
Der schliellich eingebaute Sprout-D-Laser besitzt keine separate Kiithlkonstruktion
im Laserkopf. Die Kiihlung tibernimmt ein Kiihlwasserkreislauf in der Montage-
Platte des Fusion BB.

Der Einbau von Sprout-D, dem neuen Pumplaser, verlangte Modifikationen und
Erweiterungen des fs-Oszillators, die beim Hersteller des fs-Oszillators Femtolasers
in Wien durchgefiithrt wurden. Dabei handelt es sich um folgende Modifikationen:
Der Pumplaser besitzt eine maximale Ausgangsleistung von 5 W, wird jedoch nur
bei 4 W betrieben, um eine zu hohe Belastung des verbauten Ti:Sa-Kristalls aus-
zuschlieBen. Ein modifiziertes Aufbauschema férdert die optimierte Kiihlung des
gesamten Oszillators, wodurch die Stabilitiat erhoht wird. Der Wechsel des Pumpla-
sers verlangte die Montage einer neuen Grundplatte, die iiber die gesamte Flache
per Wasserkiithlung gekiihlt ist und so auch den Pumplaser kiihlt. Abb. 5.4 zeigt den
neuen fs-Oszillatoraufbau. Der Bauhéhenunterschied zwischen dem alten und dem
neuen Pumplaser bewirkt, dass der Laserstrahl aus dem Pumplaser zunachst tiber
ein Periskop (PO0) auf die Strahlhdhe der restlichen Optik gelenkt wird. Ebenso be-

sitzt das modifizierte Design eine automatisierte Vorrichtung, um einen moglichen
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Abbildung 5.4: Foto des fs-Oszillators und skizzierter Aufbau des modifizierten Fusion
BB Oszillators. Im Foto sind die wichtigsten Bauteile markiert. Die Modifikationen
sind mit grauen Késtchen unterlegt. Der Aufbau besteht aus HR Spiegel (PO - P3) fur
532nm, , GA fiir die Stahlversatzkorrektur des Pumplasers, die Spiegel (M1 - M10)
sind spezielle gechirpte Spiegel fiir das Oszillator-Laserlicht, L ist eine Linse, B ein be-
weglicher Kristallhalter entlang des Brewster-Winkels fiir den Ti:Sa-Kristall, BB ein
Strahlblocker fiir das 532 nm Licht, OC der Auskoppelspiegel, CP eine gechirpte Kom-
pensationsplatte und zwei Silberspiegel (Agl und Ag2). Adaptiert aus dem Handbuch
des FEMTOSOURCE"" fusion' der Femtolasers Produktions GmbH, © 2014
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Strahlversatz des Pumplasers (engl: beam-pointing) zu korrigieren (vgl. Abb. 5.4
GA). Eine mogliche Rauschquelle, der Strahlversatz des fs-Oszillators, wurde be-
reits ausgemacht [124]. Dieser entsteht direkt durch eine Strahlrichtungsianderung
des griinen Pumplasers. Hierfiir wird ein minimaler Anteil des Pumplasers uiber einen
Strahlteiler ausgekoppelt und auf eine 4-Quadranten-Diode geleitet. Diese registriert
den Versatz des Laserstrahls, und tiber einen Kontroller werden zwei piezobetriebene
Silberspiegel vor dem Strahlteiler zur Positionskorrektur (x- und y-Achse) angesteu-
ert (vgl. Abb. 5.4 GA). Diese neue Funktionalitit wird vom Hersteller Femtolasers
(jetzt: Spectra Physics) als ,green-align“ vermarktet.

Eine zusatzliche Erweiterung des modifizierten Oszillators besteht in der Verschie-
bung des Ti:Sa-Kristalls entlang des Brewster-Winkels (vgl. Abb. 5.4 B). Die neue
Kristallhalterung erlaubt neben der Verschiebung des Kristalls bei Gewéhrleistung
des Brewster-Winkels nun auch eine neu eingefithrte Kristallkithlung. Unter die-
sem Winkel muss das Laserlicht des Pumplasers den Ti:Sa-Kristall treffen, damit es
den Kristall optimal pumpt. Dies erméglicht eine maximale Laserlichterzeugung. Ei-
ne fixierbare Stellschraube gestattet die Verschiebung des Kristalls im pm-Bereich.
Der Ti:Sa-Oszillator ist kein abgedichteter Laser und trotz sorgfiltiger Laborpfle-
ge konnen Staubpartikel im Laser auftreten, die dann vom Pumplaser auf den
Ti:Sa-Kristall gebrannt werden. Selbst mehrfaches Reinigen mit Aceton und Voll-
Baumwoll-Wattestiabchen kann nicht alle eingebrannten Flecken beseitigen. Eine sol-
che Stelle ist fiir den Laserbetrieb nicht mehr verwendbar. Durch neue Verschiebung
entlang des Brewster-Winkels ist eine neue, saubere Stelle mit deutlich geringerem
Justieraufwand gefunden. Auch ist dadurch die nachfolgende Optimierung des La-
serresonators weniger aufwandig.

Zunéchst wird der Laserresonator fiir eine maximale Ausgangsleistung im Dauer-
strich (cw)-Betrieb optimiert. Danach wird Lénge des Resonators iiber M1 mittels ei-
ner Mikrometerschraube so verindert, dass der modengekoppelte Betrieb begiinstigt
wird. Durch eine Kerrlinse im Ti:Sa-Kristall wird die Modenkopplung bewerkstelligt.
Die Modenkopplung wird initiiert, sobald der bewegliche Spiegel M3 kurz ,ange-
tippt“ wird. Diese Bewegung wird aktuell entweder manuell oder von einem gesteu-
erten Piezomotor durchgefithrt. Dies induziert eine Instabilitat im cw-Betrieb, und
der modengekoppelte Betrieb wird bevorzugt. Dabei gibt es einen Stabilitatsbereich
des Laserresonators (vgl. Abschnitt 2.3.2), der einen modengekoppelten Betrieb
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Abbildung 5.5: Bei verschiedenen Kristallpositionen und Resonatorlangen gibt es starke
Variationen der spektralen Breite und Position. Dabei dndert sich das Ausgangsspek-
trum um bis zu 15 nm in der Breite, und die spektrale Position verschiebt sich um bis
zu 9nm im langwelligen bzw. 25 nm im kurzwelligen Bereich.

ermoglicht [272]. Je naher der Spiegel M1 an den Laserkristall geschoben wird, desto
breiter wird das Laserspektrum (vgl. Abb. 5.5). Dabei lasst sich neben dessen Ver-
breiterung auch eine Verschiebung der Zentralwellenlinge beobachten. Dies sollte

bei der optimalen Justage des Lasers fiir die FSRM bertuicksichtigt werden.

5.2.1 Chirp-Spiegel fiir den fs-Laserstrahl - 2

Wegen der hohen spektralen Breite des Probe-Impulses erfahrt dieser auf dem

Weg zur Probe eine Gruppengeschwindigkeitsverzogerung. Dies bedeutet, die ein-

75



o il 5 Aufbau der Femtosekunden-stimulierten Raman-Mikroskopie (FSRM)

zelnen Frequenzkomponenten des Probe-Impulses durchlaufen Materie mit unter-
schiedlicher Geschwindigkeit, die niederfrequenten Komponenten erreichen vor den
hochfrequenten den Probenort und der Impuls erfahrt eine zeitliche Verbreiterung
[133, 137, 273]. Diese Verteilung von Frequenzkomponenten wird im Allgemei-
nen als (positiver) Chirp bezeichnet (vgl. Kapitel 2.2.1). Abhéingig von der zeit-
lichen Uberlagerung zwischen Raman-Pump- und dem gechirptem Probe-Impuls
verschieben sich die Maxima der Raman-Banden. Es befinden also nicht alle
Raman-Banden gleichzeitig im Maximum. Fiir ein unverzerrtes stimuliertes Raman-
Spektrum missen gleichzeitig alle Frequenzkomponenten des Raman-Probe- mit
dem des Raman-Pumplichts in der Probe iiberlagert werden. Die zeitliche Ausbrei-
tung des gechirpten Abfrageimpulses sollte wesentlich kiirzer als die des Pump-
Impulses sein. Ein Chirp des Probe-Impulses sollte also nach Méglichkeit vermieden
oder vor der Probe moglichst gut vorkompensiert werden. Hierfur werden fur das
Licht des Probe-Impulses bis auf eine A/2-Platte, ausschliefllich reflektierende Op-
tiken eingesetzt. Beispielsweise wurde ein reflektierendes, anstelle eines refraktiven
Teleskop (vgl. Abschnitt 5.1) eingebaut, um den Strahldurchmesser auf die GroBe der
Mikroskopobjektive anzupassen, eingebaut. Somit tragt das fokussierende Objektiv
den grofiten Teil zum Chirp bei. Als Objektiv mit méoglichst geringem Chirp und
passenden optischen Eigenschaften wurde bereits bei fritheren Arbeiten ein Objektiv
der Firma Zeiss (Fluar, 20x, NA 0.75) ausgewihlt [124, 274]. Die Bestimmung des
Chirps erfolgt iber die Messung von stimulierten Raman-Spektren in Abhangigkeit
der Verzogerungszeit zwischen Pump- und Probe-Impuls (vgl. Abb. 5.6). Fir die
priagnantesten Raman-Banden des Benzonitrils werden deren Maxima entlang der
Verzogerungszeitachse aufgetragen. Bei dieser Darstellung der Raman-Verschiebung
in cm™! gegen die Bandenmaxima lisst sich der resultierende Chirp ermitteln. Hier-
bei wird nach Abschnitt 2.2.1 iiber At/Av der Chirp bestimmt. Dies entspricht einer
Gruppengeschwindigkeitsdispersion [137] von 1800 fs* (vgl Abb. 5.6 a )) und stimmt
mit den Herstellerdaten fir das Mikroskopobjektiv [275] gut iiberein. Der Probe-
Impuls legt vom Ausgang des Lasers bis zum Mikroskopobjektiv etwa 2,5 m zuriick.
Dabei erfahrt der Probe-Impuls an der Luft eine zusitzliche GVD von etwa 27 fs®
pro Meter (nach der Sellmeierformel aus Abschnitt 2.2.1 und Ref. [276]). Um diesen
Chirp zu kompensieren wurden zwei chirped Spiegelpaare (Venteon, mittlerweile La-

ser Quantum, DCM 7) in den Raman-Probearm eingebaut. Der Probe-Impuls wird
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Abbildung 5.6: Stimulierte Raman-Spektren von reinem Benzonitril als eine Funktion
der Verzogerung zwischen Raman-Pump- und Probe-Impuls. In der Konturdarstellung
reprasentiert ,rot“ starke Raman-Signale. Die gepunktete Linie verbindet die Maxima
der einzelnen Banden entlang der Zeitachse. Anhand der Steigung lasst sich der Chirp
des Raman-Probe-Impuls am Probenort bestimmen. a) Ohne Chirp-Kompensation.
b) Chirp-Kompensation durch dielektrische Spiegel. Entnommen aus Ref. [260].

fiir die Kompensation des Chirps 20 mal auf den Spiegel, also pro Spiegelpaar 10x
reflektiert. Dabei entsteht ein iiberkompensierter Laserimpuls. Zusatzlich zu dem
Spiegelpaar ist ein Glaskeilepaar mit einem Winkel von 1° aus BaF, eingebaut. Die-
ses erlaubt eine Feinabstimmung der Chirp-Kompensation durch das Hinzufiigen
von Glasmaterial. Die Genauigkeit der folgenden Chirpmessung ergab, dass dieser
am Probenort durch den Einsatz der dielektrischen Spiegel kompensiert wurde (vgl.

Abb. 5.6b)).

5.3 Aufbau des Verstarker fiir den

Raman-Pump-Impuls

Der verwendete Faserverstirker basiert auf dem Aufbau aus Ref. [124]. Ein Grof8-
teil der Faserkomponenten sind mit FC/APC-Stecker verbunden. Dies erméglicht,
im Gegensatz zu einem fest verspliceten Aufbau, eine hohe Flexibilitat und den
schnellen und einfachen Austausch von Faserkomponenten. Fiir die vorliegende Ar-

beit wurden Modifikationen und Erweiterungen an diesem Aufbau ausgefiihrt. Die
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Erweiterungen des Faserverstéirkers betreffen einzelne Komponenten wie den akus-
tooptischen Modulator (AOM) und einen Polarisationskontroller. Hinzu kommt ein

Umbau fiir die spektrale Einengung. Der Einsatz eines Reflexionsgitters ergab schon

home-built fiber amplifier

Abbildung 5.7: Foto des Faserverstiarkers. Die Einkopplung, die erste Yb**-Stufe, der
akustooptischer Modulator (AOM) und der Ausgang sind markiert.

in fritheren Arbeiten [124] ein hoheres Raman-Signal und ersetzt das bisher verwen-
dete faserbasierte Reflexionsgitter (Fiber-Bragg-Grating, FBG).

Der Einbau eines neuen Detektors mit einer Auslesefrequenz von 20 kHz fordert ein
entsprechend schnelles ,,Choppen“ des Pump-Impulses. Deshalb wurde der AOM
in den Faserverstarker eingebaut. Diese Modifikationen und Erweiterungen werden

beschrieben. Abb. 5.7 zeigt den Faserverstéarker.

5.3.1 Reflexionsgitter vs. Fiber-Bragg-Grating (FBG) - 4

Eine umfassende Charakterisierung des Faserverstirkers wurde beim Aufbau durch-
gefiihrt [124]. Fiir die spektrale Einengung ist der Einbau eines Fiber-Bragg-Grating
(FBG, Faser-Bragg-Gitter von O/E Land, custom made filter), welches fiir die Wel-
lenlange von 977,9nm ausgelegt ist, sowie der Aufbau mit einem Reflexionsgitter

demonstriert [124]. Die hochsten Raman-Signale wurden mit dem Reflexionsgitter
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in Littrow-Anordnung erreicht [124]. Dies konnte in dieser Arbeit reproduziert wer-
den. Es wurden sogar hohere Banden-Intensititen erreicht. Vor der Modifikation
der spektralen Einengung besafl der Faserverstarker ein FBG fiir die Einengung.
Das FBG hat eine nominelle Breite von 1,8 nm bei 977,9 nm. Die gemessene Band-
breite lag jedoch bei 2,1 nm und eine Impulslinge von etwa 940 fs wurde gemessen.
Diese Messwerte wurden vor dem Umbau auf das Reflexionsgitter erneut uberpriift.
Fir das Bandbreitenprodukt aus At und Av ergibt sich 0,62 (=~ 1,4 x 0,441), und
der Impuls ist nahezu bandbreiten-begrenzt. Die Gesamtausgangsleistung des Fa-
serverstarkers liegt hinter der Auskopplung und der A/2-Verzogerungsplatte bei 50 -
55 mW.

Zum modifizierten Aufbau des Faserverstirkers gehort ein Reflexionsgitter (Thorl-
abs, 1200 Linien/mm, Blaze bei 1 pm) in Littrow-Anordnung. Anders als beim alten
Aufbau mit einem Reflexionsgitter wird nun der gebeugte Strahl zurtick in dieselbe
Faser gekoppelt und erfihrt eine erneute Verstirkung durch die erste Yb**-Stufe. So-
mit ist der Strahlengang nur minimal gedndert, das Licht wird uber ein GRIN-Linse
ausgekoppelt und nach der Beugung am Gitter wieder durch dieselbe Linse zuriick in
die Faser eingekoppelt (vgl. Abb. 5.8). Die neu eingebaute spektrale Einengung durch
das Reflexionsgitter fithrt zu einer Impulslange von 610 fs und eine Bandbreite von
2,3nm. Dies entspricht etwa einer Breite von 24 cm™" und das Bandbreitenprodukt
At und Av ergibt eine annihernde Bandbreitenbegrenzung (0,45 = 1,02 x 0,441)
des Impulses (vgl. Abb. 5.9). Der Abstand zwischen GRIN-Linse und Reflexionsgit-
ter betragt nur 5cm. Die spektrale Einengung ergibt fiir diesen Abstand zwischen
Linse und Gitter einen sehr guten, annihernd bandbreiten-begrenzten Impuls. Fiir
eine geringere spektrale Breite des Raman-Pump-Impulses kann der Abstand zwi-
schen Gitter und Linse vergroflert werden. Die VergroBlerung des Abstands erfordert
eine Umgestaltung des Strahlenarms des Probe-Impulses. Die Messungen in dieser

Arbeit wurden mit dem geringeren Abstand zwischen Linse und Gitter oder dem

FBG durchgefiihrt.

5.3.2 Einbau des akustooptischen Modulators - 5

Die Berechnung des stimulierten Raman-Signals in der FSRM benétigt zwei Mes-

sungen des Probe-Impulses, einmal mit und einmal ohne den Raman-Pump-
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Abbildung 5.8: Schematischer Aufbau des Faserverstirkers mit einem Reflexionsgitter
fiir die spektrale Einengung. Die Modifikationen dieser Arbeit sind grau unterlegt.
LD: Laserdiode; WDM: wavelength division multiplexer; SMF: Einzelmodenfaser; C:
fokussierende Linse, RG: reflektierendes Gitter; AOM: akusto-optischer Modulator;
Yb**: Ytterbium®' dotierte Faser.

Impuls. Diese beiden Messungen werden dann referenziert und das resultieren-
den Signal entspricht dem stimulierte Raman-Effekt. Die ,,An/aus“-Modulation
des Pump-Impulses wird bisher iiber ein synchronisiertes Ein- und Ausschalten
der Pump-Laserdiode der zweiten Verstiarkerstufe realisiert (Abb. 5.10 a)). Hierfiir
wird der Strom fir die Pumpdiode iiber den Pumpdiodentreiber (Thorlabs ITC
510) mit einer Rechteckfunktion moduliert. Die maximale Modulationsfrequenz
fir den Pumpstrom liegt gemafl den Spezifikationen des Treibers bei 200 kHz.
Das Steuerungssignal wird aus einer Verzogerungserzeugungskarte mit CMOS-
Logikbausteinen als TTL-Signal generiert. Der Strom der Pumpdiode wird dabei
von 0 mA auf maximal 350 mA angehoben und danach wieder abgesenkt. Durch das
Abschalten des Pumpstroms absorbiert die zweite Verstarkerstufe das Licht aus der
ersten Verstarkerstufe.

Liegt der maximale Pumpstrom an der zweiten Verstirkerstufe an, arbeitet der

Faserverstarker vollstandig aktiv. Die Modulation des Pumpstromes mit einer Fre-
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Abbildung 5.9: Charakterisierung des Pump-Impulses. Die Zentralwellenldnge des
Raman-Pump-Impulses wurde durch Verkippen des Reflexions-Gitters im Faser-
verstarker variiert a). Zur Bestimmung der Impulsldnge des Pump-Impulses wurde
durch eine Quasi-Kreuzkorrelation zwischen Raman-Probe- und Raman-Pump-Impuls
gemessen.

quenz von 1kHz fiithrt zu einer Verzogerung bei der Entstehung des stationiren Zu-
stands in der zweiten Verstarkerstufe. Es zeigt sich am gemessenen Ausgangssignal
ein verzogerter Aufbau der Lasertitigkeit von etwa 65ns (vgl. Abb. 5.10 a)). Dies

wird zu einem limitierenden Faktor bei schnelleren Modulationen. Die Dynamik

81



o il 5 Aufbau der Femtosekunden-stimulierten Raman-Mikroskopie (FSRM)

des Verstarkermediums Ytterbium wirkt hier vermutlich limitierend. Dies bedeu-
tet fiir eine Modulationsfrequenz oberhalb von 15kHz, es kann kein vollstiandiges
verstarktes Signal aus dem Faserverstarker emittiert werden. Der neue ULTRA-
Detektor arbeitet mit einer maximalen Auslesefrequenz von 20 kHz, und die Modu-
lation des Pumpstromes ist nicht mehr schnell genug. Die notwendige Modulation
des Pumplichts fithrt nun ein fasergekoppelter akusto-optischer Modulator (AOM)
durch.

Der AOM (AA.MT80O-IR60.FIO-SM5-J3V-A, AA Opto-Electronic) mitsamt elek-
tronischem Treiber (AA.MODAS80-B51k-34) der Firma AA Opto Electronic wurde
iiber Pegasus Optik beschafft. Der AOM arbeitet mit einer Tragerfrequenz (Schall-
welle) von 80 MHz, die den Kristall aus Tellurdioxid (TeO,) mit einer Geschwindig-
keit von ~ 4200m/s durchlauft und fir die Dichteinderung des Kristalls und da-
durch entstehende Gitter verantwortlich ist. Jeweils 1 m HI1060 Einzelmoden-Fasern
mit FC/APC-Fasersteckern sind als Faserkoppelung am AOM angebracht. An sei-
nem Ausgang wird die 1. Ordnung des gebeugten Lichtes in die Faser eingekoppelt.
Die Anstiegs- bzw. Abfallzeit betragt 60 ns und liegt somit weit unterhalb der Mo-
dulationszeiten. Abb. 5.10 b) zeigt die Modulation des Pumplichts mit dem AOM.
Das Raman-Pump-Impulslicht wurde bei der Messung mit eingebautem AOM um
~ 1,5 GroBenordnungen starker abgeschwécht als bei der Messung des abgewéachten
Signals bei der Modulation des Laserdioden-Pumpstroms. Zu Beginn des Zyklus ist
eine Uberhohung des Signals erkennbar, dies lisst sich auf eine hohere Besetzungs-
inversion in der zweiten Verstarkerstufe zuriickfuhren, die sich ohne den anliegenden
Seed-Impuls ergibt. Das Signal passt sich erst danach dem stationdren Wert an. Der
Vergleich der Emissionssignale mit AOM und Pumpstrommodulation, ergibt sowohl
in der Anstiegsflanke (vgl. Abb. 5.10 a)) wie in der abfallenden Flanke bei dem
AOM-modulierten Licht (vgl. Abb. 5.10 b)), jeweils einen Wert von ca. 65 ps fiir die
Verstarkertatigkeit der aktuell verwenden Yb*'-Fasern.

Im Zuge des Umbaus der Licht-Modulation trat der interferometrische Untergrund
im stimulierten Raman-Signal [125] nicht mehr auf. Diesen Untergrund konnte in
der Doktorarbeit von E. Plotz einem Vierwellenmisch-Prozess zwischen Raman-
Probe- und Raman-Pump-Impuls zuordnen [125, 126, 127] werden. Diese wurde
bisher durch einen einen beweglichen Spiegel, dem ,,Wobbler* (vgl. Abschnitt 5.3.3)
heraus gemittelt. Durch die Beugung des Lichtes am Kristall des AOMs erfiahrt die-
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Abbildung 5.10: Signalverlauf des Raman-Pump-Impulszuges durch die Modulation des
Stromes einer Pumpdiode a) und durch den AOM b). Bei beiden Messungen wurde
das Pumplicht vor der Messdiode abgeschwécht, bei b) um etwa 1,5 Gréenordnungen
stéarker als bei a).

ses eine minimale Frequenz- und eine Phasenverschiebung. Beides um den Betrag
der induzierten Schallwelle (vgl. Abschnitt 3.4.1) im AOM. In Kombination mit der
schnellen Ausleserate (20 kHz) wird tiber etwa 3750 fs-Laserimpulse (75 MHz) gemit-
telt. Bei langsameren Messraten, wird entsprechend tiber mehr Impulse gemittelt.
Dies konnte eine Erklarung fur das Verschwinden des interferometrische Untergrun-

des sein.

5.3.3 Polarisationskontroller fiir die Uberpriifung der

Polarisation des Faserlichtes - 6

Das Raman-Spektrum héangt von der Ausrichtung der Polarisation der Laserimpulse
zu einander ab [155, 229]. Die Polarisation des Probe-Impulses lisst sich mittels ei-
ner \/2-Verzogerungsplatte vor dem Zusammenfiihren von Probe- und Pump-Impuls
ausrichten. Eine passende Verzogerungsplatte ist auch fur den Pump-Impuls nach
dem Faserverstéirker eingebaut. Von aulen eingebrachten Stress auf die Fasern (z.B.
Biegen) kann eine (lineare) Doppelbrechung im Wellenleiters bewirken, die wieder-
um den Polarisationszustandes dndern kann [138]. Ebenso ist nach dem Durchgang
des AOMs (Kapitel 5.3.2) eine verdnderte Polarisation zu erwarten [277]. Damit
die installierte A\/2-Verzogerungsplatte die Polarisation passend zum Probe-Impuls

drehen kann, ist ein zusétzlicher Polarisationskontroller (Thorlabs, FPC030) in den
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Abbildung 5.11: Manueller faserbasierter Polarisationskontroller mit einer A/4,A/2,\/4
Abfolge. Die Anzahl der Windungen innerhalb der Schlaufen betragen entsprechend
3, 2, 3. Durch Verkippen der einzelnen Schlaufen lisst sich die Orientierung anpassen.

Faseraufbau eingebracht. Dieser Kontroller (vgl. Abb. 5.11) besteht aus drei Schlau-
fen, in die die Faser hineingelegt wird. Die Anzahl der Windungen in der Schlaufe
bestimmt dabei die resultierende Verzogerungsplatte. Dieser Polarisationskontroller
macht sich auch den Effekt der induzierten Doppelbrechung durch Biegung zunutze,
um die Polarisation innerhalb der Faser zu kontrollieren. Die verwendeten Fasern
des Typs HI1060 leiten Licht mit der Wellenldnge 980 nm. Fiir eine A\/4,A/2 \/4-
Anordnung sind 3, 2, 3 Windungen innerhalb der Schlaufen notwendig.

Wegfall des ,Wobblers" - 7

Als Wobbler wird ein Bauelement fiir die Unterdriickung des interferometrischen
Untergrunds bei der FSRM Messung bezeichnet. Der interferometrische Untergrund
ist ein Vier-Wellen-Misch-Prozess [125, 126, 127], der bei der Erzeugung von breit-
bandiger stimulierter Raman-Streuung auftritt. Die bisherige Unterdriickung des

Storsignals wurde mit einer relativen Verzogerungsstrecke zwischen Probe- und
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Pump-Impuls realisiert. Dabei wurde wahrend der Aufnahmezeit fiir eine Messung
die Wegstrecke fiir den Raman-Pump-Impuls in der Gréenordnung einer halben
Wellenliange (1,8 pm) variiert (vgl. Abb. 5.12. Das Raman-Pumplicht fallt unter ei-
nem flachen Winkel von etwa 1° auf den Spiegel und erfahrt tiber den vollen Piezo-

Hub einen seitlichen Versatz von etwa 30 nm. Ein Piezoelement (piezosystem jena,

2xA
-
- Piezo |>
980 nm |
M ~—

Abbildung 5.12: Der ,Wobbler“ zur Unterdriickung des interferometrischen Unter-
grunds besteht aus einem Silberspiegel (M), dem Piezoelement fiir die Verschiebung
und der Ansteuerung aus Funktionsgenerator und selbstgebautem Verstarker Der Hub
des Piezoelements wurde auf etwa 1,8 pm eingestellt, also ungefdhr der doppelten Wel-

lenldnge des Raman-Pump-Impulses.

P-150-00) wurde an einem diinnen Silberspiegel befestigt und erzeugte eine periodi-
sche Anderung der Weglinge. Angesteuert wird der Wobbler iiber einen Funktions-
generator, der eine Sinusschwingung (3 - 20kHz, 0 - 60 V) erzeugt, und iiber einen
selbstgebauten Verstarker zur Verstarkung des Sinus-Signals.

Durch den Einbau des AOMs wurde der Betrieb des Wobblers tiberfliissig. Anstelle
eines einfachen Silberspiegels konnte ein hochreflektiver (HR) Spiegel bei 980 nm
(Layertec, 103161) auf einen stabilen Spiegelhalter montiert werden. Die Kombi-
nation aus Phasenverschiebung und Gangunterschied unterdriickt vermutlich den

interferometrischen Untergrund.

5.4 Scantisch fiir die Probenabrasterung - 8

Das Mikroskop besitzt anstelle der Kombination aus Objektiv und Kondensor einen
Aufbau mit zwei Objektiven. Diese Anordnung benoétigt ein geeignetes Verfahren

fir die Probenabrasterung. Neben dem Verfahren der Probe tiber einen Scantisch,
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gibt es Aufbauten, bei dem der Laserstrahl mit einem Spiegelgalvanometer tiber die
Probe verfahren wird, z.B. in Ref. [183]. Typische Werte der konventionellen Raman-
Mikroskopie liegen bei 11 ms [34], 2s [37], 15s [278], 30s [279] pro Bildpunkt und
Raman-Spektrum.

Fiir die schnelle Aufnahme von Raman-Bildern werden nicht nur eine schnelle Auf-
nahme des Raman-Spektrums benétigt, auch muss die Probe entsprechend schnell
abgerastert werden. Zusatzlich benétigt die Bildgebung eine hohe Genauigkeit der
angefahrenen Position. Entscheiden fur die Aufnahmezeit eines Mikroskopbildes
ist neben der gesetzten Belichtungszeit pro Messpunkt vor allem die Verfahrge-
schwindigkeit des Scantischs. Der Piezokreuztisch soll also méglichst schnell jeden
Bildpunkt des Mikroskopbilds anfahren. Der hierfiir verwendete Piezokreuztisch P-
542.2CD der Firma Physik Instrumente (PI) wird iiber den digitalen Piezocontroller
E-725.3CD angesteuert. Der Stellweg des Tischs betrigt 200 x 200 pm? mit einer
Auflosung von 0,7nm. Die Anfahrgeschwindigkeit des Tisches ist variierbar und
héngt einerseits vom Gewicht des Tischs inkl. Probe ab. Andererseits gibt es, je nach
Ansteuermodus, eine untere Grenze von ~ 25 ms zum exakten Anfahren einer vor-
gegebenen Position. In der PI-Messsoftware wird dies als ,step response time* (SRT)
aufgefiithrt. Die anzufahrende Position kann entweder 200 pm oder 1pm vom Aus-
gangspunkt entfernt liegen. Die minimale SRT lasst sich durch eine Kalibration des
Scantischs inklusive Probengewicht ermitteln. Es besteht die Méglichkeit kiirzere
Anfahrtszeiten, als bei der Kalibrierung ermittelt, festzulegen. Dies erzeugt jedoch
eine Oszillation des Scantisches um den Zielmesspunkt herum. Das tragt bei einer
zu niedrigen SRT, entweder zu einer ungenauen Positionierung bei oder durch die
Dampfungszeit der Oszillation zu einer hoheren Messzeit. Die Messung der Tischpo-
sition wird uber kapazitive Messsensoren ermittelt und tber die Piezocontroller an
das Messprogramm iibermittelt. Der Messcontroller besitzt einen internen Speicher
fiir eine feste Anzahl an Messwerten, die entweder aufgefiillt oder direkt ausgelesen
werden. Die genauere Ansteuerung des Scantischs wird in Abschnitt 5.4.1 iiber die
verschiedenen Rasterroutinen gegeben.

Der Piezotisch verfugt tiber eine Halterung fiir Objekthalter, um entsprechende
Mikroskopie-Proben mittels Deckgléasern einzuspannen. Die verwendeten Mikroskop-
Objektive sind fir den Einsatz von Deckglasern korrigiert. Im aktuellen FSRM-
Aufbau wird eine Probenplatte von Thorlabs (MAX200P6) verwendet. In dieser
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5.4 Scantisch fiir die Probenabrasterung - 8

Halterung ist es moglich, die verwendeten Deckgliser (siehe Kapitel 4) einzusetzen.

5.4.1 Rasterroutinen

Im Zug der Optimierungen des FSRM-Aufbaus fiir eine kiirzere Messzeit wurde die
bisherige Rasterroutine bei der Bildaufnahme noch nicht optimiert. Die Einzelmes-
sung, hierbei ist ein Ausleseereignis gemeint, wird zwar von der Mittelungszeit und
Auslesegeschwindigkeit des Detektors vorgegeben, jedoch triagt das Abrastern der
Probe entscheidend zur Gesamtmesszeit bei.

Bisher fuhr der Piezo-Scantisch jeden Bildpunkt einzeln an. Bei der Anfahrt ei-
nes Messpunkts benotigt der Scantisch eine gewisse Einschwingzeit. Sobald er den
Messpunkt erreichte, wartete die Messsoftware 100 ms, um sicherzustellen, dass
die exakte Position erreicht wurde. Bei Mikroskopiebildern mit einer Grofle von
200 x 200 pm? und einer 0,2 pm-Schrittweite ergibt sich fiir die 1 000 000 Messpunkte
eine zusatzliche Messzeit von 27,8 Stunden durch das Anfahren und Warten an einem
Bildpunkt. Es gilt eine Optimierung der Rasterroutine fur die Bildaufnahme zu im-
plementieren. Die Anschaffung und der Einbau des schnelleren ULTRA-Detektors,
dessen kiirzeste Messzeit pro Bildpunkt® 0,1 ms erlaubt, verdeutlicht die sehr erheb-
liche Verlangerung fiir die Messung eines Mikroskopiebilds. Es wurden mit M. Huber
verschiedene Rasterroutinen fiir die Bildaufnahme getestet und implementiert (vgl.
Abb. 5.13)[280]. Neben dem punktweisen Anfahren eines Bildpunktes wird auch das
linienweise Verfahren hiufig verwendet [1, 281]. Bei dem linienweisen Verfahren der
Probe wird wahrend des Verschiebens der Probe gemessen. Hierbei ist zu beachten,
dass wiahrend der Aufnahme eines Spektrums sich die Probenposition leicht dndert.
Dabei muss beachtet werden, dass die sich die Anderung der Probenposition unter-
halb der rdumlichen Auflésung liegt. Um einen Messpunkt exakt abzubilden, soll
der Verfahrweg unter der halben Auflosungsgrenze® des Probe-Laserstrahls liegen
(< 300nm). Zunichst wurde die punktweise Abrasterung (vgl. Abb. 5.13 a)) durch
ein linienweises Verfahren ersetzt (vgl. Abb. 5.13 b)). Bei diesen Rasterroutinen wird

immer nur entlang der x-Achse gemessen, das Verschieben um einen Messpunkt auf

*Hier gilt es zu beachten, dass an einem Bildpunkt zwei Messungen durchgefiihrt werden miissen,
um ein Raman-Spektrum zu erhalten, also 2 x 0,05ms = 0,1 ms.
®Nach dem Rayleigh-Kriterium fiir die Auflosung d=282X2 ergibt sich d ~ 660 nm fiir den Probe-

NA
Impuls bei einer Zentralwellenldnge von 810 nm.
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Abbildung 5.13: Die 4 verschiedenen Abrasterungen, die mit dem FSRM-System
moglich sind. a) war bereits vorhanden und b) — d) wurden fiir eine Messzeit-
Optimierung neu entwickelt. Die grau gestrichelten Linien in a) und b) zeigen ein
Verfahren des Scantisches ohne Datenaufnahme des Detektors an.

der y-Achse und das Zuruckfahren auf den relativen 0-Punkt der x-Achse erfolgt
ohne Datenaufnahme und ist in Abb. 5.13 a) und b) durch die grau gestrichelte
Linie gekennzeichnet. Die Rasterroutinen ¢) und d) wurden so angepasst, dass ei-
ne kontinuierliche Datenaufnahme gewéhrleistet ist. Der ,Zick-Zack“-Rastermodus
(vgl. Abb. 5.13 d)) besitzt den Vorteil eines gleichzeitigen Verfahren der x- und der
y-Achse. Somit muss nicht wie bei allen anderen Scanschemas zuerst die x-Achse
und danach die y-Achse bewegt werden. Die verschiedenen Scanroutinen werden

iiber eine Kante aus Aluminium-Folie verifiziert. Bei den Testmessungen mit den
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verschiedenen Rastermethoden wurde die maximale Geschwindigkeit durch die ver-
wendete Software und dem Piezo-Scantisch vorgegeben. Die Messzeit pro Messpunkt
bei einer Belichtungszeit von 0,1 ms betragt bei der auf LabVIEW basierenden Mess-
software &~ 15ms [280]. Diese Messzeit ergibt sich durch die Kombination des Be-
triebssystems (Windows 7), das nicht fiir den Echtzeit-Betrieb ausgelegt ist, mit der
yhormalen“ LabVIEW-Version. Die einfachste Losung fur eine schnellere Messzeit
liegt in der Anpassung der Messsoftware von dem ,normalen“ LabVIEW zu einer
Echtzeit-LabVIEW-Version, dem LabVIEW RT”. Hierbei wird ein zweiter Compu-
ter benotigt, auf dem ausschlieBlich LabVIEW RT installiert ist. Der erste PC dient
als Host fiir die Messsoftware und dieser steuert infolge den Echtzeit-PC, der die
Datenaufnahme in Echtzeit gewéhrleistet.
Fiur eine schnelle und gleichzeitig genaue Positionierung des Scantisches gilt eine
bereits erwahnte minimale Limitierung tiber die ,step-response time* (SRT). Diese
gilt dabei als Limitierung separat sowohl fiir x- wie auch y-Achse. Damit die An-
fahrtszeit nicht die Limitierung bei der Bildgebung ist, werden bei der schnellsten
Auslesefrequenz des Detektors von 20 kHz eine minimale Messpunktanzahl von 250
Punkte pro Linie benotigt. Durch den begrenzten Speicherplatz fiir Positionsdaten
im PI-Kontroller, maximal 131072 fiir x- und y-Messpunkte, wird die Messung des
groBen Bildes in 8 Abschnitte mit jeweils 125 000 Messpunkten unterteilt. Nach dem
Vermessen eines Blocks mit jeweils 125000 x- und y-Positionen werden diese Daten
an den Messrechner ibertragen. Dies Dateniibertragung benétigt im Mittel ~ 44,6 s.
Die Modifikationen ergeben gerade bei groflen Bildern eine deutliche Beschleuni-
gung der Bildaufnahme. In Abb. 5.14 a) wird anhand einer Transmissionsmessung
einer Aluminium-Folienkante die Genauigkeit der ,,Zick-Zack“-Rasterroutine gezeigt.
Es wurden insgesamt 1000000 Bildpunkte (200 x 200 pm® mit einer Schrittweite
von 0,2 pm) aufgenommen bei einer Integrationszeit von 0,5 ms pro Bildpunkt. Die
jeweiligen Blocke werden innerhalb von ~ 66,8 s aufgenommen und mit der Aus-
lesezeit fiir die Positionsdaten ergibt sich eine Messzeit fiir das gesamte Bild von
14,8 Minuten. Kénnte das Bild ohne die Zwischenspeicherungen ausgelesen werden,
betragt die Messzeit ~ 83 Minuten mit der Limitierung durch die erwahnte SRT.

Somit konnte die Messzeit bei diesem Bildformat um zwei GroBenordnungen (Fak-

"RT steht fiir Real Time, dabei basiert das LabVIEW RT auf dem Phar Lap ETS Echtzeit-

Betriebssystem. Dieses unterstiitzt in der verfiigharen Version nur 32-bit Anwendungen.
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Abbildung 5.14: Die Umsetzung der Messmethode fiir eine konstante Zick-Zack-
Bewegung des Piezotisches. Im oberen Bereich ist das Transmissionsbild der abge-
fahrenen Probe dargestellt. Darunter sind die gespeicherten Positionsdaten des Pie-
zotisches zur Aufnahmezeit einer FSRM-Messung im Bereich iiber 200 pm (x-Achse)
und von 120 pm bis 122 pm (y-Achse) gezeigt. Die Transmissionskarte zeigt eine klare
Kante der untersuchten Aluminium-Probe. Es wurde ein Scan von 200 x 200 111112 mit
einer Schrittweite von 0,2 pm gefahren. Die gesamte Messzeit lag bei 14,8 Minuten.
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tor ~ 112,8) verringert werden. Dabei liegt die Positionsgenauigkeit erstaunlich hoch
und weist eine Abweichung pro Messpunkt von nur einige 10 nm vom idealen Gitter
auf (vgl. 5.14 b)).

Aktuell existiert keine Synchronisation zwischen der Aufnahme der Positionsdaten
und den Messdaten. Fiir die Zuordnung der Messdaten des Detektors zu den Positi-
onsdaten des PI-Kontrollers wird eine lineare Spline-Interpolation der Positionsdaten
durchgefihrt. Hierbei wird durch den Zeitstempel der Messdaten die fortlaufende
Positionsaufnahme korrigiert.

Weitere Optimierungen der Rasterroutinen zur Reduzierung der Messzeit sind Ge-

genstand einer Masterarbeit [282].

5.5 Spektrograph

Der Probe-Impuls enthilt nach der Wechselwirkung mit dem Pump-Impuls in
der Probe die Raman-spektroskopische Information. Damit diese ausgelesen wer-
den kann, muss der Probe-Impuls spektral aufgespalten werden. In diesem FSRM-
Aufbau wird ein Spektrograph (Acton Scientific ARC SpectroPro SP2358) mit ei-
ner Czerny-Turner-Anordnung [265] (vgl. Abb. 5.15) verwendet. Im Spektrographen
sind gegenwértig zwei verschiedene Beugungsgitter, ein Gitter mit 300 Linien/mm,
welches fiir 750 nm ,geblazed” ist. Das Gitter ist also fiir Wellenldngen von 750 nm
optimiert [263]. 600 Linien/mm besitzt das zweite Beugungsgitter, welches auch
bei 750 nm ,geblazed“ ist. Die Effizienz der Gitter wird bei der verwendeten Wel-
lenlange mit ca. 80 % angegeben. Der gesamte Durchsatz des Spektrographen be-
tragt laut Hersteller ~77 %. Das wird durch unsere Messungen bestatigt. Das Gitter
mit 600 Linien/mm ergibt eine hohere spektrale Auflosung (ca. 3.3cm™" bei ei-
ner Raman-Verschiebung von 1000cm™" und 7,8cm™" bei einer Verschiebung von
3000cm™ ', fiir einen Detektor mit 50 pm PixelgroBe), bildet dann jedoch nicht den
gesamten relevanten spektralen Bereich (1000 - 3000cm ') auf dem Detektor ab.
Die Auflésung bei dem 300-Linien-Gitter ist etwas geringer (6,6 cm ™" bei 1000 cm ™
und 9,2cm ™" bei 3000 cm ™" Verschiebung) lisst aber den gesamten Bereich auf dem

Detektor abbilden. Eine detailliertere Beschreibung ist in Ref. [124] aufgefiihrt.
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Abbildung 5.15: Acton SP 2358 der Firma Princeton Instrument, gut erkennbar der
Aufbau nach Czerny-Turner. Bild adaptiert aus der LightField Software von Princeton
Instruments.

5.6 Verschiedene Zeilendetektoren - 9

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier verschiedene Detektoren am FSRM-Aufbau
getestet und eingesetzt. Die Detektion fur die FSRM ist nach der Optimierung
der Laserquelle [124] ein entscheidender Punkt des Aufbaus, der fiir die schnelle
Bildgebung angepasst werden musste. Die Messung mit der FSRM stellt besondere
Anforderungen an die Detektoren, die bisher vom Markt noch nicht umfassend ab-
gedeckt werden. Mit dem bisherigen System werden minimale Messzeiten von 2 ms
pro Raman-Spektrum erreicht [123, 124]. Abb. 5.16 zeigt den Spektrographen und
den gegenwartig verwendeten Zeilendetektor, den ULTRA-Detektor.

5.6.1 Der ideale Detektor fiir die FSRM

Zunéchst werden die Anforderungen fur den idealen Detektor fiir die FSRM formu-
liert [260]: Der Detektor sollte das eingestrahlte Laserlicht vollstandig in Elektronen-
Loch-Paare umwandeln, also eine Quanteneffizienz von 1 besitzen. Dies hangt vor
allem von den verwendeten Materialien fir den Detektorchip ab. Ebenso sollte die

eingestrahlte Lichtintensitdt maximal die Sattigungsgrenze des Detektors erreichen,
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spectrograph and detector

Abbildung 5.16: Der gedffnete Spektrograph mit dem angeschlossenen ULTRA-
Detektor.

diesen aber nicht iiberladen. Da die Spektren der stimulierten Raman-Streuung de-
nen der spontanen Raman-Streuung adhneln (Kap. 3.1), wird auch eine entspre-
chende Anzahl an Pixeln notwendig, um die spektrale Abdeckung und Auflésung
zu gewahrleisten. Die Anzahl der Pixel sollte fir den Idealfall eine Auflosung von
5 - 10cm™" [283] und eine Abdeckung von iiber ~ 3000cm™" [2] gewihrleisten,
vergleichbar zur konventionellen Raman-Mikroskopie. In der konfokalen Laserras-
termikroskopie setzt die Zerstorschwelle der untersuchten Probe das obere Limit fur
die verwendbare Lichtintensitat. Gerade fir biologische Proben sind diese Schwellen-
werte relevant. Bereits eine kurzzeitige zu hohe Lichtleistung kann eine irreversible
Zellschadigung induzieren [82]. Fiir Mikroskopie-Systeme mit einer vergleichbaren

Fokussierung und mit Laserquellen mit einer dhnlichen Impuls-Lange und Wieder-
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holungsrate wurden bereits Messungen an biologischen Proben an Zellen und Ge-
webeproben durchgefiihrt. Sie ergaben einen breiten Bereich von vertretbaren Leis-
tungen auf der Probe von einigen mW [61, 71] bis zu knapp 100 mW [284].

Der gegenwiartige Aufbau des Raman-Pumpverstarkers liefert eine Leistung von
50mW (26 mW am Probenort) fir den Raman-Pump-Impuls. Die Leistung wird
in Verbindung mit der Impulsdauer von etwa 1ps in der Literatur als ,zuléssig"
bezeichnet, da sich unser Raman-Pump-Impuls mit 980 nm im weniger kritischen
Bereich um 1000 nm [284] liegt. Der Raman-Probe-Impuls erreicht maximale Licht-
leistung von ~ 515mW, infolge der technischen Grenzen des fs-Oszillators. Dieser
Wert wird direkt am Ausgang des Lasers erreicht und iiberschreitet deutlich das
Limit fiir die biologischen Proben. Wie erwihnt, gibt die Literatur ein breites Spek-
trum fir die vertragliche Lichtleistung bei biologischen Proben an. Die vorgestellten
Werte liegen im Bereich von 1 - 100 mW fiir den Probe-Impuls. Auf einer logarith-
mischen Skala liegen 10 mW in der Mitte. Ebenso wurden 10 mW fiir eine geringe
Anzahl von Bild-Abrasterungen bei biologischen Proben als tolerierbaren Wert be-
zeichnet [61]. Da der breitbandige Probe-Impuls spektral kurzwelligeres Licht als der
Raman-Pump-Impuls enthéilt und iiberdies eine deutlich kiirzere Impulsdauer von
nur wenigen Femtosekunden besitzt, ist eine geringe durchschnittliche Laserleistung
fiir die biologischen Proben tolerierbar.

Bei der folgenden Abschatzung fiir den idealen Detektor wird ein idealisierter
Raman-Probe-Impuls angenommen, dessen spektrale Intensitat tiber den Bereich
von 3000cm™, den typischen Bereich eines Raman-Spektrums, gleichermafen auf-
gespalten ist. Dies fithrt zu einem Zeilendetektor mit 1000 Pixeln, bei dem jedes
einzelne Pixel eine durchschnittliche Lichtleistung von 10 pW aufnimmt. Bei einer
Wellenlinge von 800 nm bedeutet dies einen Photonenfluss Np;, von 4x10™ 1/s.
Dies entspricht einem Photostrom von 6,4 pA bei einer angenommenen Quantenef-
fizienz von 1 fir den Detektor. Der ideale Detektor fiir die FSRM liest mindestens
diesen Photostrom mit dem Produkt aus Auslesegeschwindigkeit und Ladungskapa-
zitat® aus.

Dieses sind die Eckdaten des idealen Detektors. Nun stellt sich die Frage, wie
schnell ein Raman-Spektrum mit dem Lichtpegel des Probe-Impulses und dem De-

Senglisch: full well capacity = steht fiir die Anzahl der Ladungen, die pro Pixel abgespeichert

werden konnen.
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tektor aufgenommen werden soll. Im aktuellen Aufbau erzeugt der Faserverstiarker
eine Lichtintensitit von 50 mW fiir den Raman-Pump-Impuls und dies fiithrt durch
den stimulierten Raman-Effekt bei einer Schwingungsresonanz v, zu einer Inten-
sitatsinderung des Raman-Probelichts R(7,). Die Intensitiatsianderungen liegen im
Bereich von ~ 107* — 107°% [123, 124], wobei erstere fiir unverdiinnte Proben und
letztere fir die Amid-I-Bande im Zellkern einer menschlichen Epithelzelle aus der
Mundschleimhaut stehen. Des Weiteren wird von einer rein Schrotrauschen begrenz-
ten Messung ausgegangen, so dass es keine weiteren storenden Einfliisse gibt. Ein
verbreitetes Kriterium fiir das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis (SNR) in den bildge-
benden Verfahren ist das Kriterium von A. Rose [262], womit sich eine minimale
Mittelungszeit berechnen lasst:

R@w) 1 (5.2)

Bei einer unverdiunnten Probensubstanz wird eine minimale Meszeit von 0,450 ps

und bei biologischen Probe von 0,450s erreicht. Die hier angegebenen Messzeiten
sind um den Faktor 2 groBer als in Ref [260], da dort die Messzeit ohne notwendige
Referenzierung angegeben wurde. Die aus Ref. [260] Abschitzung fir den idealen
Detektor bezog sich auf einen langen fs-Impuls von etwa 150 - 190fs. Far den ak-
tuellen Aufbau mit einem kiirzen fs-Impuls sollte von weniger als 10mW fir die
Vertraglichkeit und einem geringeren Photostrom ausgegangen werden.

In der Einkanal-SRS Mikroskopie kénnen weitaus kiirzere Messzeiten bei biologi-
schen Proben (~ 32ps [285]) erreicht werden, da dort das gesamte Licht auf nur
einen Pixel fallt [12, 286, 287]. Auf der anderen Seite fehlt der Einkanal-Detektion
die spektrale Abdeckung. Selbst bei ,Multiplex Ansitzen werden maximal nur weni-
ge hundert Wellenzahlen im Raman-Spektrum adressiert und detektiert [286]. Echte
Breitband-Ansitze, wie das bCARS besitzen ein Raman-Spektrum tber mehrere
tausend Wellenzahlen, vergleichbar mit der FSRM, jedoch besitzen diese aktuell nur
eine minimale Messzeit von 3,5 ms pro Spektrum [286, 288].

Wie bereits beschrieben, existiert aktuell kein Detektor mit den idealen Parameter
fiir die FSRM. Fiir eine schnelle Detektion von breitbandigen SRS-Signalen werden
bisher nur nicht optimale Detektoren verwendet [9, 289]. Die Tabelle 5.1 gibt eine
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Detector Pixel max. readout rate | photocurrent | shutter
number | per line [kHz| per pixel [nA] | type
‘ Ideal one ‘ 1000 ‘ >20 ‘ 6500 ‘ global ‘
Hamamatsu S8380-512() | 512 1 50 rolling
Quantum det. ULTRA | 512 20 200 global
IBIOS 256 6.8 648 global
Basler Sprinter 2048 140 0.54 global
Basler Racer 2048 80 2.7 global
PIXIS 100F 1340 1.5 2.4 global

Tabelle 5.1: Erhéltliche Detektorzeilen fiir die FSRM mit der Auflistung der wichtigsten
Eigenschaften fiir den Einsatz in unserem Aufbau. Der maximale Photoelektronen-
strom wurde aus dem Produkt von full well capacity und max. read-out rate gebildet.
Es wurden drei Gruppen unterschieden. Gruppe 1 nennt den idealen Detektor als Ver-
gleich. Die folgenden zwei Gruppen enthalten jeweils drei Detektoren, die obere von
beiden nennt die in dieser Arbeit verwendeten und getesteten Modelle. Adaptiert aus

Ref. [260].

Ubersicht iiber aktuell verfiighare Modelle, die fiir die FSRM geeignet sind oder
eingesetzt werden. Ebenso wird der ideale Detektor als Vergleichswert in die Tabelle
aufgenommen. Darunter finden sich die in dieser Dissertation ausgiebig genutzten.
Abschlieend sind einige Detektoren genannt, die entweder besonders schnell sind

oder bereits fiir die Messung von SRS-Spektren eingesetzt wurden.

5.6.2 Hamamatsu Dioden-Zeilen S3901-512Q und S8380-512Q

Die Hamamatsu-Detektoren sind NMOS-Diodenzeilen mit jeweils 512 Pixeln. Die
Diodenzeilen wurden mit einer Ausleseelektronik von Tech angesteuert. Diese war
bereits vor den Arbeiten zu dieser Dissertation mit der Diodenzeile S3901-512Q) am
FSRM-Mikroskop integriert. Es folgte der Wechsel zum Model S8380-512(Q). Dieses
besitzt eine héhere Sensitivitdt im Nah-Infrarot-Bereich. Die Detektoren von Ha-
mamatsu besitzen jeweils eine photoaktive Fliche von 25,6 x 2,5mm?® Mit den
512 Pixeln ergibt sich also eine Pixelbreite von jeweils 50 pm. Dabei sitzen die Pixel
jedoch nicht nahtlos neben einander, sondern ein nicht-aktiver 5 pm breiter Bereich
trennt zwei Pixel voneinander. Die Pixel der Hamamatsu-Diodenzeilen werden nach-

einander ausgelesen, dies wird ,,Rolling-Shutter” genannt. Diese Auslesemethode hat
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zur Folge, dass die aufgenommenen Raman-Spektren einem systematischen Fehler
unterliegen (vgl. Abb. 5.17) [124, 260, 290]: Das Auslesen jedes einzelnen Pixels dau-

500—: " KN .
Delay /US\ 0 <ag b NG o0
Y= 0 Noo
Pixel ; —
Wa\renumber/cm" )

Abbildung 5.17: Auswirkung des Rolling-Shutters dargestellt an stimulierten Raman-
Spektren von reinem Benzonitril, die mit dem Hamamatsu S8380-512Q)-Detektor auf-
genommen wurden. Die einzelnen Spektren sind mit verschiedenen Verzogerungszeiten
zwischen der Lichtmodulation des Raman-Pump-Impulses und der Detektion auf-
genommen. Wegen des Rolling-Shutters erhalten jeweils unterschiedliche Pixel bzw.
Raman-Banden ein maximales Signal bei unterschiedlichen Verzogerungszeiten. Die
graue Einhiillende markiert jeweils den Verlauf fiir das maximale Signal pro Raman-
Bande. Entnommen aus Ref. [260].

ert 1yps. Somit wird der 512te Pixel 511 pns nach dem ersten Pixel ausgelesen. Bei
einer Belichtungszeit von 1 ms, ,sieht“ der letzte Pixel also 488 is das Probelicht mit
Pump-Impuls und 512 ps ohne Pump-Impuls. Somit besteht quasi kein Unterschied
zwischen dem ,An/aus‘-Status des Pumplichts fiir den letzten Pixel. Das referen-
zierte Signal dieses Pixels ergibt nahezu kein Raman-Signal. Dieser systematische
Fehler reduziert das gemessene Raman-Signal, wie auch das Verhéiltnis der Raman-
Banden zueinander [124] (vgl. Abb. 5.17).

Mit einer ,Phasestepping”-Methode [291] ist eine Reduzierung des Fehlers auf we-
nige Prozent moglich [124, 260, 290]. Dabei wird die Auslesefrequenz des De-
tektors mit einem ganzzahligen Vielfachem (> 3) der Modulationsfrequenz des
Raman-Pumplichtes multipliziert. Die Messzeit pro Spektrum wird ebenso um den

gewihlten ganzzahligen Wert verlangsamt. Eine ,Phasestepping”-Messung mit der
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Abbildung 5.18: Ein stimuliertes Raman-Spektrum von Benzonitril gemessen mit dem
Hamamatsu-Detektor (S8380-512Q)). Es wurde ein ,Phasestepping”-Algorithmus (mit
Faktor 5) genutzt, um den ,Rolling-Shutter” zu korrigieren. Die gesamte Messzeit
betridgt 20 ms. Entnommen aus Ref. [260].

korrekten Bandenhohe ist in Abb. 5.18 abgebildet.

5.6.3 IBIOS

Neben den kommerziellen Detektoren von Hamamatsu (vgl. Abschnitt 5.6.2) und
Quantum Detectors (vgl. Abschnitt 5.6.4) wurde ein Prototyp des Institute of Bio-
physics, Imaging and Optical Science (IBIOS) der Universitat Nottingham, UK ge-
testet. Der Detektor der IBIOS-Gruppe besitzt den Vorteil der schnelleren Ausle-
sefrequenz der Pixel gegeniiber der urspriinglich genutzten Diodenzeile von Hama-
matsu. Die maximale Ausleserate bei dem zur Verfiigung gestellten Prototyp lag
bei 6,8 kHz. Dem gegeniiber steht eine halbierte Pixelanzahl zur vorherigen Dioden-
zeile. Die Pixelanzahl betragt lediglich 256 Pixel, und dies fithrt entweder zu einer
geringeren spektralen Abdeckung oder einer schlechteren spektralen Auflésung. Der
IBIOS-Detektor besitzt einen Global Shutter bei dem alle Pixel gleichzeitig ausge-
lesen werden. Jedes der Pixel besitzt vier unabhangige, schaltbare Ausgangskanile
(Abb. 5.19), die in einer Sequenz kurz nach einander ausgelesen werden koénnen.
Trotz des Global Shutters ermoglichen sie die Verwendung eines phase stepping-

Algorithmus. Es konnen Dreier- und Vierer-,,Phase-Stepping“-Algorithmen benutzt
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Abbildung 5.19: Darstellung eines Pixel mit den vier unabhéngigen Ausgangskanilen
des IBIOS-Detektors. Entnommen aus [292].

werden. Dieser Phase-Stepping-Algorithmus gestattet das Herausfiltern von Rau-
schen, ahnlich wie bei einer Locking-Detektion [292].

Wird der Detektor mit einem Vierer-Algorithmus betrieben, kann er ein theore-
tisches Schrotrauschlimit von 2 x 107° bei einer Messzeit von 588 ps erreichen.
Zusatzlich besteht die Moglichkeit, jedes einzelne Pixel in der Sensitivitat anzupas-
sen. Bei diesem Detektor lassen sich also die Pixel der einfallenden Lichtintensitat
anpassen. Somit wiirde also eine héhere Sensitivitit in den Spektrumsfliigeln ein bes-
seres Signal-zu-Rausch-Verhéltnis ermoglichen. Die Praxis zeigt jedoch ein anderes
Bild und die hervorragenden theoretischen Werte konnten aufgrund von verschiede-
nen anderen Rauschquellen nicht erreicht werden. Die Messungen mit dem Detektor
wurden mit dem nicht-modifizierten Oszillator durchgefiihrt. Ebenso war zu diesem
Zeitpunkt eine Schwingungsisolierung noch nicht am Messtisch installiert. Mogliche
Rauschquellen, die zu einer Abweichung vom theoretischen Wert fiithrten, waren ein
Laser-Amplitudenrauschen, mogliche Gebaudeschwingungen, das Ausleserauschen
des Detektors, eine Pixel-zu-Pixel-Fluktuation der Intensitit (bsp: [293]) oder auch
ein Ubersprechen zwischen den letzten Beitriigen.

Fur die Tests mit dem IBIOS-Detektor wurde ein geeignetes Messprogramm in Lab-

VIEW geschrieben, welches die einzelnen Kanéle des Detektors ausliest. Die kiirzeste

99



o il 5 Aufbau der Femtosekunden-stimulierten Raman-Mikroskopie (FSRM)

i

1]

x 1074
1o} - —— 1872ms ;
(1] [ ]
'] === 144 ms
; ﬂ )
a 6 : -
S .
c n 1 m
g 4 ~ = 5 |
: noo b, A
o : o
2 . .
] ;:
0

2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800 2900 3000 3100
wavenumber / cm™’

Abbildung 5.20: Stimuliertes Raman-Spektrum einer puren Benzonitril-Probe mit dem
Detektor des ,Institute of Biophysics, Imaging and Optical Science“. Es sind zwei
Messzeiten von 1,44 ms und 18,77 ms dargestellt. Durch die kleine Anzahl an Pixeln
(256) wird nur Ausschnitt des Raman-Spektrums auf dem Detektor abgebildet.

realisierbare Messzeit fiir ein stimuliertes Raman-Spektrum betrigt aktuell 1,44 ms
mit einer Standardabweichung der Basislinie von 6,9 x 10~° (vgl. Abb. 5.20). Bei
diesen Testmessungen fand sich keine Einstellung mit dem Detektor und dem Mi-
kroskopaufbau, um mit der kurzesten moglichen Messzeit von ~ 0,3 ms ein Raman-
Spektrum aufzunehmen. Die Kapazitit der einzelnen Pixel ist an die eingestrahlte
Lichtintensitit angepasst und betragt 70 pC. Das Schrotrauschen fiir die gemessene
Intensitit der Raman-Probe-Impulse lasst sich auf 2,5 x 107> bestimmen. Die Ab-
weichung zwischen dem Schrotrauschen und dem gesamten gemessenen Rauschen ist
auf die bereits aufgelisteten Rauschquellen wie die fehlende Schwingungsisolierung
oder den ,alten fs-Oszillator zurtickzufithren. Ein Vergleich mit der vorher einge-
setzten Hamamatsu-Diodenzeile ergibt eine leichte Verbesserung des Rauschens. Bei
vergleichbaren Messzeiten des IBIOS-Detektors mit 18,72ms (vgl. Abb. 5.20) und
dem Hamamatsu Detektors (vgl. Abb. 5.18), mit 20 ms, verbessert sich das Rau-
schen von 4,7 x 10™* auf 4,2 x 107°.

Der Prototyp des IBIOS-Detektors bietet eine Vielzahl von interessanten und fiir
die FSRM-Messungen niitzlichen Eigenschaften. Die schnellere Ausleserate, die so-
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gar bis auf 40 kHz angehoben werden kénnte, und das Anpassen der Pixelsensitivitét
sind zentral bei der Suche nach dem bestmoéglichen Detektor fir die FSRM. Fiir den
idealen Detektor werden jedoch neben der schnellen Ausleserate und der hohen Ka-
pazitat zusidtzlich noch eine hohe Anzahl an Pixeln verlangt, damit der spektral

breitbandige Ansatz der FSRM voll ausgenutzt werden kann.

5.6.4 Quantum Detectors: ULTRA-Detektor

Der ULTRA-Detektor der Firma Quantum Detectors wurde im Jahre 2012 fir das
FSRM-Experiment beschafft. Quantum Detectors ist eine Ausgriindung aus dem bri-
tischen Secience and Technology Facilities Council (STFC) und deren Synchrotonan-
lage Diamond Light Source. Der Detektor wurde urspriinglich fiir die zeitaufgeloste
Spektroskopie mit einem 10kHz Lasersystem entwickelt [294]. Er besitzt 512 Pixel,
die alle gleichzeitig mit einer maximalen Frequenz von 20kHz ausgelesen werden
konnen. Es handelt sich also um einen ,global shutter. Dabei betragt die Totzeit,
also die Zeit des Detektors, in der die Pixel ausgelesen und kein Licht aufgenommen
werden kann, etwa 2 ps. Dies ist die Zeit, in der kein Licht gemessen werden kann und
die Pixel nach der letzten Messung zuriickgesetzt werden. Diese Totzeit wird von der
Belichtungszeit abgezogen. Fiir die Messung eines stimulierten Raman-Signals sind
zwei ausgelesene Spektren notwendig. Somit liegt die schnellste realisierbare Messzeit
fiir ein Raman-Spektrum bei 100 ps. Die photoaktive Fliche betriagt 25,6 x 1 mm?,
und jedes Pixel besitzt eine Breite von 50 pm. Die Quanteneffizienz des Detektors
liegt bei 0,7. Der gesamte Sensor besitzt in der Standard-Konfiguration ein Kapa-
zitdat von 2pC fur Aufnahme der Photoelektronen. Diese Kapazitat kann uber die
mitgelieferte Software auf 10 pC erhoht werden. Ab 1,6 x 10° Photonen pro Aus-
leseereignis und Pixel wird das Rauschen des Detektors durch das Schrotrauschen
des Lichtes limitiert [294]. Auch mit unseren Messungen (vgl. Abb. 5.21) konnten
wir bei einer hoheren Photonenmenge eine Quasi-Schrotrausch-Begrenzung ermit-
teln Der Sensor besitzt fiir jeden Pixel einen Draht (engl.: bonding wire) fir die
Verbindung zu dem integrierten Schaltkreis. Diese Drahtbonden sind abwechselnd
yoberhalb“ und ,unterhalb“ der photosensitiven Flache an den Pixeln angeschlos-
sen. Im gemessenem Spektrum zeigt sich ein ,Zick-zack“-Muster auf dem Spektrum.

Diese systematische Abweichung des Spektrums lasst sich durch das Abziehen ei-
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ner Dunkelstrom-Messung, minimieren. Der Detektor besitzt ein Peltier-Element
zur Kiihlung des Sensors. Mit dem Peltier-Element kann der Sensor auf bis -30°C

gekiihlt werden. Diese Kithlung kann nur ohne eine feste einstellbare Temperatur
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Abbildung 5.21: Die Anzahl an gemessenen Photonen mit dem ULTRA-Detektor bei ei-
nem Ausleseevent (grau). Das durchschnittliche Schrotrauschen von 1,6 x 10~* wurde
anhand der Photonenverteilung berechnet (gepunktet, schwarz). Die relative Stan-
dardabweichung fiir zwei konsekutive Ausleseevents (schwarz, durchgezogen) betrégt
2,2 x 10~*. Entnommen aus Ref. [261].

auf ,an“ oder ,aus‘ geschaltet werden. Die minimale Temperatur von -30 °C kann
zur Kondensation von Wasser auf dem Sensor oder/und Sensorelektronik fiihren.
Um dieses Kondensationsproblem zu vermeiden, kann der Sensor-Kopf mit Stick-
stoff gespiilt werden. Laut Hersteller ist eine Spiilung mindestens einmal pro Monat
notwendig, solange die Kithlung bei den Messungen genutzt wird. Der Sensor besitzt
einen Analog-Digital-Wandler mit 16 bit Auflésung. Das Licht pro Pixel kann also
maximal in 65536 Werte (engl: Counts) unterteilt werden. Die Kiihlung reduziert
das Dunkelrauschen des Detektors um etwa 4-10 ,,Counts“. Gerade bei Messungen
mit geringen Raman-Signalen (< 10™*) ist also eine Kiithlung des Detektors fiir ein
besseres Signal-zu-Rausch-Verhéltnis sinnvoll.

Zum ULTRA-Detektor wird Software mitgeliefert. Nur mit ihr lassen sich unter-
schiedliche Parameter wie die Integrationszeit einstellen oder die Peltier-Kiithlung

aktivieren. Diese Einstellungen kénnen nicht tiber das neu geschriebene LabVIEW-
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Messprogramm verdndert werden. Die Kommunikation mit dem Detektor erfolgt
iiber einen Ethernet-Anschluss. Der Detektor nutzt das ,User Datagram Protocol®
(UDP) zur Datentibertragung. Die Messdaten werden nach dem Einschalten des De-
tektors kontinuierlich an den Messrechner gesendet. In LabVIEW werden die Daten
folgendermaflen verarbeitet: Zuniachst werden sie von einem String zu einem Byte-
Array konvertiert. Vom Byte-Array sind die ersten vier Bytes die Frame-Nummern.
Fur die Konvertierung werden diese Daten in den Type-Cast U32 umgewandelt. Die
néchsten beiden Bytes beinhalten den Pump-Status, also ob der Raman-Pumpstatus
an oder aus war. Diese miissen in Type-Cast U16 umgewandelt werden. Jedoch be-
sitzt der Detektor aktuell keine Moglichkeit diesen Pumpstatus extern mit aufzu-
zeichnen. Die folgenden 1024 Bytes des Bytes-Arrays sind das 512-Pixel Spektrum.
Dieses wird ebenso in Type-Cast U16 konvertiert und anschlieend per ,swap Bytes*

umgeformt.

Neues Messprogramm auf der Basis von LabVIEW

Die Ansteuerung des ULTRA-Detektors erfordert eine Umstrukturierung der Mess-
software. Der Hersteller Quantum Detectors liefert ein ,stand-alone” Programm mit.
Doch diese Software dient nicht dem Messbetrieb. Die bisherige Messsoftware ist spe-
ziell fiir die Tec5-Elektronikansteuerung, mit den die Hamamatsu-Zeilendetektoren
angesteuert werden, geschrieben. Sie kann nicht weiter verwendet werden. Fiir den
IBIOS-Detektor und dem ULTRA-Detektor wurde jeweils ein separates Messpro-
gramm geschrieben. Im Folgenden wird das aktuell verwendete Messprogramm vor-
gestellt. Es wird kontinuierlich weiterentwickelt. Es ist in LabVIEW geschrieben.
LabVIEW steht fur Labratory Virtual Instrument Engineering Workbench und
als grafische Programmiersprache’ von National Instruments entwickelt. Die Pro-
grammiersprache wird ,G“ genannt und arbeitet nach dem Datenfluss-Modell [295].
Vergleichbare Programmierprinzipien werden ebenfalls in der Industrie, z.B. bei Pro-
zessleitsystemen [296], eingesetzt. Die Software wird in zwei Komponenten unterteilt:
zum einen das ,Frontpanel“, welches die Benutzeroberfliche ist, und zum ande-

ren das ,,Blockdiagramm® in dem die graphische Programmierung stattfindet. Zum

°Grafische Programmiersprachen werden auch Visuelle Programmiersprachen, aus dem Engli-
schen ,visual programming language® VPL, genannt.)
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Frontpanel gehoren alle Steuer- und Anzeigeelemente wie Graphen, Knépfe und Ein-
gabefelder fiir den Anwender. Die geschriebenen Programme werden als ,virtuelle
Instruemente”, kurz VIs bezeichnet. Sie kénnen dabei vollstandige Programme oder
auch nur einzelne Funktionsblocke (Sub-VIs) sein. So lassen sich einzelne Ansteuer-
und Bearbeitungsaufgaben separat einpflegen, und die Ubersicht bleibt besser im
Blockdiagramm gewahrt.

Die neue Messsoftware basiert auf dem Grundgeriist der Zustandsmaschine (bzw.
Zustandsautomaten). Der Zustandsautomat benotigt grundlegend 3 Elemente.
Zunichst wird eine Typdefinition des ausgewiahlten Zustands bendétigt, eine (While-
)Schleife und eine Case-Struktur, fiir den entsprechenden Zustand. Ein Flussdia-
gramm des Zustandsautomaten bringt Abb. 5.22.

Das neue Messprogramm umfasst aktuell die Ansteuerung des Detektors und des

User
Event
Yes
Start Queue

\ No

v
8
@

Abbildung 5.22: Der verwendete Zustandsautomat in einem Flussdiagramm.

Piezo-Scantisches sowie einen Shutter zum Blockieren der Laserstrahlen vor dem Mi-
kroskop. Die bisherige Aufnahmezeit von Mikroskopiebildern wurde vor allem durch
die Punkt-fiir-Punkt-Messung dominiert (vgl. 5.4.1). In einer Bachelorarbeit [280]
und einer Masterarbeit [282] wurde die Messsoftware fiir einen schnelleren Messbe-
trieb weiterentwickelt. Abb. 5.23 zeigt das Frontpanel zur Ubersicht der Programm-
funktionen. Das Messprogramm ist so strukturiert, dass auf der linken Seite die
Ansteuerung und Einstellmoglichkeiten der einzelnen angesteuerten Komponenten
aufgefiihrt sind: Zunéachst fiir den Controller des Piezo-Scantisches. Darunter liegt
der Bereich ,Spektrometer”. Hier erfolgt aktuell keine Ansteuerung des verwendeten
Spektrographen von Acton (5.5). Es miissen die Parameter, die am Spektrographen
eingestellt sind, manuell fir die Anzeige der Spektren eingegeben werden. Uber das

Auswahlmenii ,Modus“ lasst sich die Anzeige rechts daneben anpassen. Es stehen
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Abbildung 5.23: Frontpanel der neuen Messsoftware

yPixel“,  Ramanshift*, ,Wavenumber® und ,Wavelength“ zur Auswahl. Darunter
folgt eine Ansteuermoglichkeit fiir den Shutter. Im Bereich fiur den Detektor kann
ausgewahlt werden, ob der Detektor am Messrechner selber oder am ,real-time“-
Computer angeschlossen werden soll. Weiterhin wird iiber ,Frames“eingestellt, tiber
wie viele einzelne Ausleseereignisse des Detektors gemittelt angezeigt werden soll.
Dies entspricht also der Belichtungszeit. Dabei muss fiir die referenzierte Messme-
thode immer ein Vielfaches von zwei Frames eingestellt sein. Die Belichtungszeit
héngt von der eingestellten Triggerfrequenz ab. Bei aktuellen 20 kHz entsprechen
zwei Frames einer Messzeit von 100 ps fiir ein Raman-Spektrum. Der gesamte un-
tere Bereich dient der direkten Ansteuerung des Scantischs und ist in drei Bereiche
unterteilt. Im linken Bereich wird der xy-Piezoverschiebetisch direkt bewegt und
auf einem Graphen die aktuelle Position nach Abfrage angezeigt. Daneben ist der
aktuelle Rastermodus ,,RT Zick Zack” fiir das Generieren einer Abrasterstrecke ab-
gebildet. Dazu ist die aktuelle Position fiir ein geniertes Raster aufgezeigt. Ebenso
wird hieriiber die Messung eines Bildes iiber ,Start Scan® initiiert. Der zentral do-
minierende Bereich ist die Anzeige des Spektrums, in diesem Fall die Intensitat des
transmittierten fs-Lasersignals gegen die Raman-Verschiebung. Neben der Umstel-

lung zwischen vollem Ausschlag fiir das transmittierte Signal und referenziertem
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Raman-Messsignal kann die aktuelle Anzeige tiber ,Snapshot® eine Momentaufnah-
me ohne Scan speichern. Die rechte Seite des Messprogramms dient der Verarbeitung
des Messsignals mit dem systematischen Untergrund des Detektors (vgl. 5.6.4 und
[280]). Ebenso wird auf der rechten Seite der Speicherort festgelegt und die Option
einer Messkampagne angegeben. Die Messkampagne dient zur wiederholten Mes-
sung eines Bildausschnitts in vorgegebenen Zeitabstinden. Von einer detaillierteren
Abbildung der Programmierung im Blockdiagramm wird hier abgesehen. Aktuell
ist die Konfiguration fiir die Messsoftware um einen real-time(rt)-Rechner erweitert
und wird fir diesen Einsatzzweck optimiert. Das bisherige System unterstiitzt keine
Echtzeitmessungen, und die minimale Steuerungszeit betragt 2ms pro Messpunkt
und Spektrum. Jedoch ist fiir jeden Bildpunkt die Belichtungszeit bei der minimalen
eingestellten Messzeit moglich, nur die Datenverarbeitung und Bewegung des Scan-
tischs fithrten zu einer lingeren Zeit bei der Abspeicherung des Signals [280].

Vor dem Umstieg auf einen rt-Rechner wurden die Messdaten im Hierarchical Data
Format (HDF )-Format abgespeichert. Es wurde dabei der Typ HDF5 verwendet Die
HDF-Struktur wurde fur die Speicherung grofier und komplexer Daten entwickelt
[297, 298]. Im vorliegenden Fall werden diese Messdaten gespeichert: die ,Frame®-
Nummer, entsprechen 512 Werte, pro Pixel ein ein Intenstitdtswert, der Zeitstempel
pro Messpunkt und die x- und die y-Koordinate des Bildes. Die Messdaten werden
dabei in einzelnen Untergruppen gespeichert. Ein limitierender Faktor besteht in
der Zwischenspeicherung der Messdaten im Arbeitsspeicher des Messrechners und
dem anschlieBenden Speichern der Messdaten in einer HDF-Datei. Dies fiithrt zu ei-
ner sukzessiven Verlangsamung der Datenaufnahme wihrend eines Bildscans [280].
Eine Beschleunigung wird erreicht durch Speichern der Messdaten in einer Messda-
tei bei jedem Umkehrpunkt des Rastertisches. Dadurch entsteht nach jeder Rich-
tungsinderung der x-Achse jeweils eine neue kleinere Datei. Diese Dateien werden
am Ende fur die Auswertung in entsprechender Reihenfolge eingelesen. Bei dem
Wechsel zu einer RT-Ansteuerung des Systems muss jedoch eine schnellere Daten-
aufnahme gewahrleistet sein. Hierfir wird das von Nation Instruments eigens fur
Real-Time-Anwendungen entwickelte TDMS-Dateiformat zur Speicherung der Mess-
daten in Kanéle und Gruppen verwendet. Dabei werden die Messdaten wahrend der

Aufnahme in die Messdatei geschrieben.
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5.7 Optimierte Schwingungsisolierung mittels Vision
Workstation - 10

Das Rauschen des FSRM-Aufbaus unterlag neben den erwiahnten Schwankungen des
Pumplasers (vgl. Abschnitt 5.2) auch duBeren Umwelteinfliissen. Neben Luftverwir-
belungen und Schwankungen bei der Labor-Klimatisierung zahlen hierzu auch die
Ubertragung von Schwingungen des Gebéudes auf den Messaufbau. An einzelnen
Messtagen wurde ein starkes Rauschen durch die Ubertragung von Schwingungen
auf den Messaufbau zuriickgefiithrt. Die bisherige Schwingungsisolierung des opti-
schen Tisches geschah durch Wahl eines massiven Tischgestells (Item Industrietech-

nik GmbH), angepasst an die Mafie der optischen Tischplatte. Nach dem Vergleich
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Abbildung 5.24: Eigenschaften der Vision Workstation M-VIS3672 Vision 325A. Oben-
stehende Tabelle nennt die technischen Details fiir die eingebauten Schwingungsiso-
lierungsfiiBe der 325A-Serie. Die Graphen zeigen die Ubertragung der Schwingung in
Abhéngigkeit der vertikalen respektive horizontalen Frequenz an. Entnommen aus Ref.
[299].

verschiedener Gestelle fiir die Schwingungsisolierung, brachte die Vision Workstati-
on von Newport, welche fiir das verwendete Breadboard entwickelt ist, die passende
Schwingungsisolierung. Das Gewicht des Versuchsaufbaus inkl. optischer Tischplat-
te (< 300kg) ist deutlich zu niedrig fiir eine Schwingungsisolierung mittels einzelner
Fiifle wie z.B. Newport S-2000, die pro Fu$ fiir eine Belastung bis zu 900 kg ausgelegt

sind. Eine zu geringe Belastung mindert die Dampfungseigenschaften der Isolato-
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i

1]

ren. Abb. 5.24 zeigt die Spezifikationen der neu installierten Schwingungsisolierung
[299]. Die angegebene ,Transmissibility (T)”, entspricht dem Verhiltnis von durch-
gelassener zu angelegter Schwingungsamplitude (T = T,y /Ti,) in Abhéngigkeit der
Schwingungsfrequenz. Es ist also die Schwingungsiibertragung . Mit steigender Fre-
quenz sinkt diese sowohl bei vertikalen, wie auch horizontalen Schwingungen. Die
Dampfung (in dB) der Schwingungsisolierung wird also mit steigender Frequenz im-
mer grofer. Die Schwingungsdampfung besitzt eine Resonanzfrequenz bei 1,5 Hz fur
vertikale und 1,2 Hz fiir horizontale Schwingungen. Bei diesen Werten entsteht kei-
ne Dampfung, sondern eine Verstarkung der induzierten Schwingung. Solch niedrige

Frequenzen sind jedoch nicht relevant fiir den Messaufbau.
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6 Spektroskopie und Mikroskopie
mittels FSRM

In diesem Kapitel werden spektroskopische und mikroskopische Messungen an ver-
schiedenen Proben diskutiert. Die im vorherigen Kapitel vorgestellten Verbesserun-
gen und Modifikationen am Messsystem dienen der schnellen Aufnahme von sti-
mulierten Raman-Spektren und Mikroskopiebildern. Nun werden die Ergebnisse an
expliziten Proben préasentiert. Zunachst werden Raman-spektroskopische Ergebnis-
se anhand des Kalibrierstandards Benzonitril vorgestellt. Weitere Messungen zeigen
den neuen Laborstandard Poly(styrene-co-acrylonitrile) (SAN) und dessen Langle-
bigkeit. Es folgen Raman-spektroskopische und Raman-mikroskopische Messungen
an Polymerfilmen und Polymerblends, die die Bildgebung des Systems demonstrie-
ren. AbschlieBend wird ein Difffusionsprojekt mit Methanol und Polymethylmetha-
crylat vorgestellt.

6.1 Benzonitril

Der interne Laborstandard Benzonitril (vgl. Abschnitt 4.2) dient als Kalibriersub-
stanz fir den FSRM-Aufbau. Diese Testsubstanz eignet sich besonders durch die
spektralen Verteilung der Raman-Banden und weil sie hohe Intensitiaten von Raman-
Pump und Raman-Probe-Impuls vertragt. Mit Benzonitril wird nachfolgend das er-
reichte Signal-zu-Rausch-Verhéltnis (SNR) mit dem aktuell, modifizierten Aufbau
demonstriert. Die vorgestellten Messungen wurden an einem 6 pl-Tropfen Benzo-

nitril durchgefithrt. Dieser Tropfen wird zwischen zwei Deckglisern (24 x 60 mm?®
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Abbildung 6.1: Stimulierte Raman-Spektren von purem Benzonitril mit verschiedenen
Aufnahmezeiten. Es wurde keine weitere Datenverarbeitung durchgefiihrt. Die Ban-
denpositionen sind in cm ™ angegeben. Entnommen aus Ref. [261]

und 18 x 18 mm®) zu einem diinnen Film mit einer Dicke von etwa 17 pm und mit
handelsiiblichem Uberlack (Manhattan Pro Shine, Top Coat) abgeschlossen. Eine
Messreihe von 0,1ms, 1ms und 10ms ist in Abb. 6.1 dargestellt. Die Messreihe

bestand aus einer einzigen Messung mit 10 ms, bei der 200 Einzelspektren (200 Fra-
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mes) mit je 50 us aufgenommen wurden. Das stimulierte Raman-Signal der kiirzesten
Messzeit von 0,1 ms wurde aus den ersten 2 Spektren der 200 Frames erzeugt. Die
weiteren Raman-Spektren wurden mit einer Mittelung entsprechend tiber den ersten
20 respektive allen 200 Einzelspektren produziert. Der Raman-Pump-Impuls besafl
eine Intensitiat von ~ 34 mW am Probenort in der ,An“-Phase. Die Intensitat des
Probe-Impulses lag bei ~ 0,9 mW am Probenort. Eine hohere Probe-Impulsintensitéat
fithrte ohne weitere Abschwéachung nach der Probe zur Sattigung des Detektors. Im
Bereich des abgebildeten Messfensters von 900 - 3200 cm ™! sind bei einer Messzeit
von 10 ms alle bekannten Raman-Banden [2] adressiert. Die Anderungen des Raman-
Probe-Impulses liegen in der GréBenordnung von 10~ und passen somit auch zu den
Signalvorhersagen, basierend auf den Raman-Streuquerschnitten [124]. Auch bei den
dargestellten kiirzeren Messzeiten von 1 ms und 0,1 ms sind alle Bandenpositionen

erkennbar. Aus den Raman-Spektren lasst sich nun das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis

1.0F — spontaneous Raman Benzonitrile 1
— stimulated Raman

Ramanloss /a. u.

1000 1500 2000 2500 3000
Raman shift / cm™

Abbildung 6.2: Vergleich zwischen dem spontanen (rot) und stimulierten (schwarz)
Raman-Spektrum von Benzonitril. Hierbei wurden beide Spektren auf jeweils die
héchste Raman-Bande normiert. Es ist ein deutlicher Unterschied der Bandenhéhen
im Bereich um 1000cm ™' wie auch bei 3000cm ™! erkennbar. Das spontane Raman-
Spektrum wurde Ref. [229] entnommen.

(vgl. Kapitel 5) bestimmen. Nach Formel 5.1 wird das SNR aus dem Verhéltnis
von dem Maximum einer Raman-Bande zur Standardabweichung der Basislinie in
Abb. 6.1 ermittelt. Bei der kiirzesten Messzeit von 0,1 ms fiir den aktuellen ULTRA-
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Detektor lasst sich ein SNR von 14 bestimmen. Frithere Messungen [123] mit der
kiirzesten Messzeit von 2 ms fiir ein stimulierte Raman-Spektrum, ergaben ein SNR
von 15. Somit bleibt mit den Modifikationen am neuen, schnelleren Detektor, die
Performance des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses quasi erhalten. Die Aufnahmezeit
wurde um einen Faktor von 20 verbessert.

Eine teilweise Verfliichtigung des Benzonitrils innerhalb von 2 Stunden (vgl. Ab-
schnitt 6.2.1) wurde trotz Abdichtung durch Uberlack oder verschiedene Kleber
beobachtet [124, 237]. Somit werden wihrend eines Messtages mehrere verschiedene
Benzonitril-Proben angefertigt. Es kann also keine Verifizierung an einer einzelnen
Probe stattfinden. Hierfiir wurde das Polymer Poly-Styrol-Co-Acrylnitril (SAN) als
neuer interner Laborstandard eingefiihrt (vgl. Abschnitt 6.2).

Eine Differenz bei dem Vergleich zwischen spontanen Raman-Spektren und an den
FSRM gemessenen stimulierten Raman-Spektren [124] wird weiterhin beobachtet
(vgl. Abb. 6.2). Dabei entsprechen die Raman-Bandenhdhen der gemessenen sti-
mulierten Raman-Spektren nicht den spontanen Raman-Spektren. Das Verhéltnis
zwischen den Raman-Signalen im Bereich der Raman-Verschiebung um 1000 cm™*
und den Signalen im Bereich der Raman-Verschiebung um 3000 cm ™!, stimmt bei
den gemessenen SRS-Spektren nicht mit den spontanen Raman-Spektren iiberein.
Die gemessenen Bandenhohen héangen zusatzlich von der spektralen Auflosung ab.
Eine unterschiedliche Auflésung fithrt entsprechend zu unterschiedlichen Raman-
Bandenhohen. Es empfiehlt sich daher die Bandenintegrale miteinander zu verglei-
chen. Dies und Korrekturen der Frequenzabhangigkeiten und des Depolarisations-
grads p (vgl. Ref. [124]) fithrten trotzdem zu einer Diskrepanz zwischen den Spektren
(vgl Abb. 6.3). Die Darstellung der verschiedenen Bandenintegrale orientiert sich
an Ref. [124]. Fiir den Vergleich wurden dabei auch dieselben Berechnungen der
differentiellen Raman-Querschnitte herangezogen. Es ergibt sich bei dem Vergleich
der normierten und korrigierten Raman-Intensitaten zwischen numerischer Simula-
tion, spontanem und stimulierten bei Benzonitril weiterhin ein dhnliches Verhéaltnis
wie in [124]. Es fallt jedoch eine geringere Abweichung bei den Raman-Banden von
1599 cm™ ! und 3073 cm ™! auf. Eine Depolarisation der eingestrahlten Impulse durch
die verwendete Mikroskop-Objektive konnte Ursache fiir abweichende Bandenhéhe
sein [300]. Das Verhalten der unterschiedlichen Bandenhohen konnte bisher noch
nicht abschlieBend geklart werden.
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Abbildung 6.3: Vergleich der Raman-Bandenintegrale zwischen SRS (blau), spontanem
Raman (rot) und quantenmechanischer Simulation (griin). a) stellt die normierten
Bandenintegrale der Raman-Signale dar. b) zeigt die relative Abweichung des gemessen
SRS-Signals von der numerischen Simulation (grin) und dem spontanem Raman-

Signal (rot).

6.2 Polymerfilme

Die Leistung des aktuellen FSRM-Aufbaus im Bereich der Bildgebung soll an Pro-
ben vorgestellt werden, die aus mehr als einer Substanz bestehen. Schnelle Messun-
gen von stimulierten Raman-Spektren (vgl. Abschnitt 6.1) zeigten die Performance
des Aufbaus fur die Spektroskopie. Die schnelle Bildgebung wird an verschiedenen
Polymersystemen demonstriert. Hierbei werden sowohl Systeme aus einem einzel-
nen Polymer (Poly-Styrol-Co-Acrylnitril) wie auch aus mehreren Substanzen (Poly-
Styrol-Co-Acrylnitril/Polymethylmethacrylat) vorgestellt. Dabei galt es die exzel-
lenten Messergebnisse an reinem Benzonitril (vgl. Abschnitt 6.1) auf komplexere
Systeme zu tbertragen. Polymerblends aus Poly-Styrol-Co-Acrylnitril (SAN) und
Polymethylmethacrylat (PMMA) wurde mithilfe des modifizierten und optimierten
FSRM-Aufbaus (vgl. Kapitel 5) vermessen.

6.2.1 Von Benzonitril zu Poly-Styrol-Co-Acrylnitril (SAN)

Als Kalibriersubstanz wurde bisher die Flissigkeit Benzonitril als interner ,Labor-
standard“ fiir die Ausrichtung der Laserimpulse und der Objektive des Mikroskops
genutzt (siehe Abschnitt 6.1). Zunéchst fillt eine starke Oszillation der Banden-

113



6 Spektroskopie und Mikroskopie mittels FSRM

= Benzonitril @ 3063 cm™’
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Abbildung 6.4: Langzeitmessung an Benzonitril mit iiber 2:45 Stunden. Dargestellt wird
die Intensitit der 3063 cm ™! Raman-Bande mit oszillierend, abfallenden Charakter bis
zum Ende der Messzeit. Fiir die Messung der Langzeitstabilitiat besitzt die Oszillation
keine Relevanz. Gegen eine punktuelle Erhitzung wurde die Probe in einem Bereich
von 50 x 50 pm2 verfahren.

intensitit auf. Auf diese wird im Kontext der Langzeitstabilitit nicht weiter ein-
gegangen. Bei den Messungen lasst sich die erwahnte Verfliichtigung der Substanz
beobachten. Innerhalb von 2,5 Stunden fillt das Raman-Signal der 3063 cm™" Ban-
de von ~ 1,6 x 107 auf ~ 1,0 x 107*. Ein Abrastern der Benzonitril-Probe
iiber den Bereich von 50 x 50 um? innerhalb der Aufnahmezeit verhindert lokale
starke Uberhitzung. Vom Abfall des Raman-Signals wird auf eine Verfliichtigung
der Benzonitril-Probe geschlossen. Damit dieses verifiziert werden kann, wird ei-
ne Vergleichsmessung an einem Polymerfilm aus Poly-Styrol-Co-Acrylnitril (SAN)
durchgefiihrt. Das stimulierte Raman-Spektrum von SAN (vgl. Abb. 6.5), mit dem
Hamamatsu-Detektor gemessen und korrigiert fiir den Rolling Shutter, besitzt ver-
gleichbar breit verteilte Raman-Banden im spektralen Messfenster wie Benzonitril
(vgl. Abb. 6.1). Die Herstellung des Polymerfilms aus SAN erfolgt durch Schmelzen
eines halben SAN-Pellets [236, 237]. Hierbei wurden zuerst ein SAN-Polymerfilm

und sofort danach eine Benzonitril-Probe vermessen. Beide Messungen wurden mit
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Abbildung 6.5: Stimuliertes Raman-Spektrum von SAN. Gemessen mit dem Hama-
matsu-Detektor, es wurden 10 Messungen mit 50ms Belichtungszeit gemittelt. Der
»Rolling-Shutter”des Detektors wurde korrigiert. Adaptiert aus Ref. [237].

gleicher Leistung des Raman-Pump-Impulses von ca 32,2 mW durchgefiihrt. Dieser
Wert erscheint im Vergleich zu spateren Messungen an SAN jedoch zu hoch. Bei der
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Abbildung 6.6: Abhingigkeit der Amplitude der Raman-Bande bei 2910 cm™ ! von der
Zeit.

SAN-Probe ist tiber den gleichen Zeitraum, wie bei der Benzonitril-Probe gemes-
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6 Spektroskopie und Mikroskopie mittels FSRM

sen worden. Diese Messung iiber 2,5 Stunden zeigt keine signifikante Abnahme des
Raman-Signals an SAN (vgl, Abb. 6.6). SAN besitzt eine hohe Langzeitstabilitéit
und eignet sich sehr gut als Probesubstanz fiir die Kalibrierung des Mikroskops an
einem Messtag. Fur eine Langzeitstabilitit der SAN-Probe wurde diese Probe 88
Tage spéter erneut gemessen (vgl. Abb. 6.7)): Es zeigten sich vergleichbare oder gar
hohere Intensititen der Raman-Banden [237]. Eine einmal angefertigte SAN-Probe
lasst sich also mindestens 2 Monate als Kalibriersubstanz nutzen (vgl. Abb. 6.7). Die
Zunahme der Signalhéhe riithrt von der unterschiedlichen Justage der Mikroskop-
Objektive her. Das Raman-Signal zeigt die strukturelle Ahnlichkeit des Polymers
Poly(styrene-co-acrylonitrile) (SAN) mit Benzonitril. Die spektrale Verteilung der
Raman-Banden gestattet die Justierbarkeit des Mikroskops. Das SNR-Verhéltnis fiir
diese Messung betriagt ~ 20. Zum Vergleich wird bei einer Messung mit gleicher In-
tegrationszeit (500 ms) an Benzonitril ein SNR von 25 erreicht.

Die durchschnittlichen Raman-Bandenintensitéiten liegen im Bereich von etwa 2 -
6 x 107* und damit um einen Faktor von 4 bis 10 unterhalb der Bandenintensitéiten

von Benzonitril. Das ist auf eine geringere Intensitit des Raman-Pump-Impulses
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Abbildung 6.7: Langzeitstabilitdtsmessung einer SAN-Probe. Eine SAN Probe wurde
fiir den Test der Langzeitstabilitdt nach iiber 88 Tagen erneut vermessen. Die Probe
zeigte sowohl optisch wie auch in den dargestellten Raman-Spektren keine Beein-
trachtigungen. Die Messungen wurden jeweils mit denselben Pumplaser- Leistungen
und derselben Belichtungszeit von 100 ms durchgefiihrt. Die Zunahme der Bandenin-
tensitat spricht fir eine anfinglich weniger gute Justage. Adaptiert aus Ref. [237].

zuriickzufiihren. Es zeigte sich im Verlauf der Arbeit, dass die SAN-Probe deutlich
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empfindlicher auf eingestrahlte Laserintenstitéit reagiert. Es war der Raman-Pump-
Impuls auf etwa 10 mW zu reduzieren. Benzonitril zeigt bei der aktuell maximalen
Intensitat des Raman-Pump-Impulses von etwa 35 mW am Probenort keine Beein-
trachtigung. Trotz der Empfindlichkeit gegentiber zu hohen eingestrahlten Lichtin-
tensitaten spricht die hohe Langzeitstabilitat einer Probe fiir SAN als neues Refe-
renzmaterial fiir Kalibrierproben.

Eine Kombination beider Kalibrierproben erscheint aktuell am sinnvollsten. Nach
Umbauten am Aufbau, bei denen der rdumliche und/oder zeitliche Uberlapp
zwischen Probe- und Pump-Impuls verloren geht, empfiehlt sich zunéichst eine
Benzonitril-Probe wegen der intensiveren Raman-Banden und somit einer leich-
teren Einstellarbeit des Mikroskops. AnschlieBend empfiehlt sich fiir die téagliche
Uberpriifung der Strahl- und Objektiv-Ausrichtung eine SAN-Probe, die stetig die-

selben Raman-Intensitaten zeigen sollte.

6.2.2 Polymerblend aus SAN und PMMA

Die Leistung in der chemischen-selektiven Bildgebung des optimierten FSRM-
Aufbaus wird anhand eines mehrphasigen Polymerblends aufgezeigt. Das Polymer-
blend besteht aus Polymethylmethacrylat (PMMA) und Poly-Styrol-Co-Acrylnitril
(SAN), die bereits in den Abschnitten 4.2 und 4.1 vorgestellt wurden. Das Mas-
senverhaltnis betriagt bei diesem Polymerblend 1:1. Durch das Herstellungsverfah-
ren ,Losungsgiefen“ wurden Polymerblends mit einer durchschnittlichen Dicke von
40 - 150 pm hergestellt. Als Losungsmittel wurde fiir beide Polymere zunéachst To-
luol verwendet. Alternativ wurde das Losungsmittel Chloroform zur Herstellung
der diinnen Polymerfilme aus PMMA und SAN genutzt. In beiden Losungsmitteln
konnten 32 mg/ml der jeweiligen Polymere gelost werden. PMMA 16st sich in Chlo-
roform signifikant schneller, es musste bei Chloroform ,nur* ~ 30 Minuten unter
Riuhren gewartet werden. Bei der Verwendung von Toluol dauerte es mindestens
180 Minuten bis sich das PMMA vollstandig aufgelost hatte [236]. AnschlieBend
werden die beiden gel6sten Polymere in eine Petrischale gegossen. Die Petrischalen
werden entweder mit einem umgedrehten Glastrichter, der zusétzlich mit einem Pa-
piertuch abgedichtet wurde, oder mit passenden Deckeln abgedeckt. Dies verhindert
ein zu schnelles Verfliichtigen des Losungsmittels, das zu Blasenbildung fithrt. Das
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6 Spektroskopie und Mikroskopie mittels FSRM

langsame Verfliichtigen des Losungsmittels fordert eine gleichméafligere Beschaffen-
heit der Polymerblends. Toluol besitzt im Vergleich zu Chloroform einen niedrigeren
Dampfdruck, und das Aushéirten der Polymerblends dauert bei Chloroform ledig-
lich etwa 1 Tag und bei Toluol jedoch mindestens 3 Tage. Um den Restanteil der
Losungsmittel in den Polymerblends zu verringern, werden sie etwa24 Stunden in
Trockenschranken der Arbeitsgruppe von Prof. Egelhaaf bei 90°C fiir Toluol, re-
spektive 60 °C fir Chloroform gelagert [236]. Unter dem Lichtmikroskop lassen sich
strukturelle Unterschiede, zwischen der Herstellung mit Toluol oder Chloroform als
Losungsmittel, nicht feststellen [236].

Im Folgenden werden Messungen und Bildgebung an einem Polymerblend aus PM-
MA und SAN vorgestellt, das zuvor in Chloroform gelést und zu einem Polymer-
film mit der Dicke von 45pm ausgegossen wurde. Das Polymerblend wird zwi-
schen zwei Deckglaser, vergleichbar mit der Probepraparation von Benzonitril oder
SAN, in das Mikroskop eingelegt. Variationen im beschriebenen Herstellungspro-
zess, etwa bei dem Gewichtsverhaltnis oder der Verdunstungsgeschwindigkeit des
Losungsmittels, ergeben unterschiedliche Zusammensetzungen und Morphologien
des Polymerblends. Diese sind unter der konventionellen Lichtmikroskopie nicht
sichtbar. Die konventionelle Raman-Mikroskopie, wie auch die FSRM, hingegen eig-
nen sich durch ihre chemisch-selektive Bildgebung dafiir, diese unterschiedlichen
Morphologien darzustellen [209, 301].

Damit die Polymerprobe, insbesondere der SAN-Anteil, keinen Schaden nimmt, wird
fiir die Messungen die Intensitiat des Raman-Pump-Impulses, von durchschnittlich
34 mW auf etwa 9,1 mW am Probenort, reduziert. Die Probe besitzt jedoch eine et-
was geringere Transmission als Benzonitril, so dass die Lichtintensitiat des Raman-
Probe-Impuls auf ~ 1,5 mW erhoht werden kann, ohne eine Sattigung des Detektors
zu erreichen. Die Messung umfasst einen Bildausschnitt von 100 x 100 pm? mit einer
Schrittweite von 0,5 pm, die in etwa der lateralen Auflosung des Aufbaus entspricht.
Es werden 40000 Messpunkte aufgenommen. Fir die Datenaufnahme wurde eine
Integrationszeit von 10 ms pro Messpunkt und Raman-Spektrum eingestellt. Durch
die Limitierung des Piezo-Scantisches und der Datenaufnahme ohne Echtzeit-System
(vgl. Abschnitte 5.4 und 5.4.1) addieren sich weitere 20 ms pro Messpunkt. Die Mess-
zeit pro Messpunkt betragt dann insgesamt 30 ms, wobei die reine Aufnahmezeit fir

ein Spektrum weiterhin 10 ms betragt. Die Gesamtmesszeit fiir den Bildausschnitt
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Abbildung 6.8: (a) Raman-Bild eines Polymerblends mit einer Aufnahmezeit von 1,0 ms
pro Bildpixelpunkt. Die Einfirbung entspricht der jeweiligen Signalhthe der Raman-
Bande von PMMA (rot, 2930 cm™ ') und SAN (blau, 3040 cm ™). (b) wurde aus densel-
ben Messdaten wie (a), jedoch nur mit einer Aufnahmezeit von 0,1 ms pro Bildpunkt
dargestellt. (c) und (d) zeigen typische Spektren aus der Karte: (a) als gepunktet mit
Offset und (b) durchgehend der beiden Polymere SAN und PMMA. Die Pfeile markie-
ren die Position der entnommen Spektren in der Probe, wie auch die Raman-Banden
fiir die Einfarbung der Bilder. Zum Vergleich sind Spektren der reinen Materialien mit
einer Aufnahmezeit von 10 ms in grau dargestellt. Adaptiert aus Ref. [261].

aus dem Polymerblend betrug ~ 20 Minuten. Zum Vergleich benétigte die punkt-
weise Messmethode fur einen vergleichbaren Scan mindestens 100 Minuten. Mit der
neu optimierten Rasterroutine und der Datenaufnahme tber ein Echtzeit-Rechner
(vgl. Abschnitt 5.4.1) reduziert sich die Gesamtmesszeit auf ~ 7 Minuten fiir das Mi-
kroskopiebild. Ahnlich wie bei der vorgestellten Benzonitrilmessung (vgl. Abschnitt
6.1), werden alle kiirzeren Messzeiten (0,1 und 1 ms) aus diesem Datensatz gewon-
nen. Es werden also pro Messpunkt 200 Frames ausgelesen und die ersten 2 Frames

entsprechen einer Belichtungszeit von 0,1 ms, beziehungsweise die ersten 20 Frames
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6 Spektroskopie und Mikroskopie mittels FSRM

entsprechen 1ms pro Raman-Spektrum (vgl Abb. 6.8). Die Falschfarbenbilder des
Polymerblends in Abb. 6.8 a) und b) werden durch eine univariate Auswertung aus
den aufgenommenen Messdaten konstruiert. Der Bildausschnitt des Polymerblends
zeigte Artefakte am Rand des Ausschnittes und wird fiir die folgende Darstellung
auf einen Bereich von 80 x 80pum? reduziert. Fiir den Bereich von 80 x 80 pm?
wurde in einer spateren Messung mit diesem Messprogramm und diesen Einstellun-
gen ~ 13 Minuten benotigt. Hierfiir spiegelt die Signalhéhe der Raman-Bande bei
2030cm ™' fir PMMA, respektive die Raman-Bande bei 3040cm ™! fiir SAN, das
jeweilige Konzentrationsverhaltnis wider. Dabei entspricht ,rot* PMMA und ,blau”“
SAN. Mit dem einfachen univariaten Ansatz zur Auswertung lasst sich in Abb. 6.8 a)
deutlich zeigen, dass mit einer Messzeit von 1 ms pro stimuliertem Raman-Spektrum
die Struktur der Probe darstellbar ist. Es zeigt eine Unterteilung der Probe in ei-
ne kontinuierliche Phase von PMMA und eine dispergierte Phase von SAN, die
als kleinere, tropfchenartige Bereiche mit einem Durchmesser von etwa 7 - 12 pm.
Werden nun ausschlieBlich die ersten zwei Frames (0,1 ms Integrationszeit) eines je-
den Messpunktes mit demselben univariaten Ansatz ausgewertet, zeigt Abb. 6.8 b)
ein dquivalentes Falschfarbenbild. Die wesentliche rdumliche Information der Pro-
be bleibt auch bei einer 10-fach kiirzeren Messzeit erhalten. Dies zeigen ebenso die
stimulierten Raman-Spektren von SAN und PMMA in Abb. 6.8 ¢) und d). In den
Abbildungen 6.8 ¢) und 6.8 d) sind die stimulierten Raman-Spektren fiir 1 ms ge-
punktet, die Spektren fir 0,1 ms als durchgehende blaue respektive rote Linie und
Spektren mit einer Belichtungszeit von 10 ms an einer reinen Polymerprobe aus PM-
MA beziehungsweise SAN in grau dargestellt. Die Messungen mit 1 ms und ebenso
die schnelleren mit 0,1 ms Aufnahmezeit pro Raman-Spektrum zeigen die charakte-
ristischen Raman-Banden des jeweiligen Materials und lassen eine Unterscheidung
zwischen beiden Polymeren zu. Die durchschnittlichen Bandenintensitaten liegen in
dieser Messung bei etwa 6 - 8 x 107 Damit liegen diese Werte fiir SAN leicht
oberhalb von &lteren Messungen mit dem Hamamatsu-Detektor. Bei den alteren
Messungen wurden 10 Messungen mit einer Integrationszeit von 50 ms gemittelt
(vgl. Abb. 6.5) und ergaben dadurch ein besseres Signal-zu-Rausch-Verhaltnis.

Neben der vorgestellten univariaten Auswertung ermoglicht die spektrale Bandbrei-
te der FSRM-Messungen auch multivariate Anséatze. Bisher wurde hierfur in der
FSRM die Hauptkomponenten-Analyse (PCA) verwendet [124, 127]. Nachfolgend
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Abbildung 6.9: 3 Cluster-Komponenten des k-mean-Algorithmus. 1 Cluster spiegelt das
Spektrum von SAN wider. 2 Cluster zeigen kein Raman-Signal. Fiir die Zuordnung
wurde ein Raman-Spektrum von einer reinen SAN-Probe hinzugefiigt. Bei der Aus-
wertung des Datensatzes des Polymerblends wurde die Messzeit von 1 ms gewahlt.

wird eine multivariate Analyse aus dem Bereich der Clusteranalysen an dem Po-
lymerblend aus Abb. 6.8 vorgestellt. Verschiedene Varianten der Clusteranalyse
wurden bereits erfolgreich bei der konventionellen Raman-Mikroskopie eingesetzt
[58, 302, 303, 304]. Die Datenauswertung erfolgt durch einen k-mean-Algorithmus
[305, 306] aus der Python-Programmbibliothek [307]. Diese Version bedient sich des
Lloyd-Algorithmus [308] fir die Einteilung der Spektren in unterschiedliche Cluster-
Gruppen. Gruppen der spontanen Raman-Mikroskopie benutzen ebenfalls einen k-
mean-Algorithmus zur Datenauswertung [303, 304].

Als Datenbasis fungieren die Rohdaten fur eine Integrationszeit von 1 ms. Dieser Da-
tensatz wurde zunichst mit einem Savitzky-Golay-Filter [309] geglattet. Es erfolgte
keine Normierung der Daten, dies wird auch in der Literatur [58, 302, 303, 304]
unterschiedlich gehandhabt. Fiir eine schnelle Auswertung und dennoch hohe Bild-

information wird die mogliche Anzahl an unterschiedlichen Clustern auf 10 gesetzt.
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Abbildung 6.10: 7 Cluster-Komponenten des k-mean-Algorithmus. Dabei besitzt ein
Cluster eine starke Basislinenschwankung. Fiir die Zuordnung zum PMMA, ist ein
Raman-Spektrum von reinem PMMA eingefiigt.

Somit versucht der Algorithmus die gemessenen Raman-Spektren aus dem Daten-
satz in 10 verschiedene Spektren einzuteilen (vgl. Abb. 6.9 und Abb. 6.10). Bei der
Aufteilung in die 10 Cluster sind die Cluster 1, 2 und 6 besonders auffillig (vgl.
Abb. 6.9 und Abb. 6.10). Diese Cluster zeigen ein besonders starkes Verkippen der
Basisline (Cluster 2 und 6) oder gar kein Raman-Signal (Cluster 1). Der Cluster
6 besteht aus einem einzigen Messpunkt und erscheint als Aufnahmeartefakt. 137
Messpunkte aus den 40000 Messpunkten sind Cluster 1 und 272 Messpunkte sind
Cluster 2 zugeordnet. Diese drei Cluster werden bei der Darstellung des Falschfar-
benbildes in Abb. 6.11 b) ausgeblendet. Basierend auf Messungen an reinem SAN mit
einer Integrationszeit von 100 ms wird der Cluster 9 dem SAN-Anteil in dem Blend
zugeordnet. Dabei lasst sich vor allem die Doppelbande im C-H-Streckbereich um
3000 cm ™! deutlich zuordnen. Fiir die Zuordnung zu einem PMMA-Spektrum wur-
de ebenfalls eine Messung an reinem PMMA mit einer Integrationszeit von 100 ms
herangezogen (vgl. Abb. 6.10). Alle Cluster-Spektren, die dem PMMA zugeordnet

122



6.2 Polymerfilme

a) 1.0 ms/pixel - univariat
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Abbildung 6.11: a) stellt ein Falschfarbenbild mit der Messzeit von 1 ms aus Abb. 6.8
dar. b) ist die Darstellung der ermittelten Cluster aus der k-mean-Cluster-Analyse.
Alle Cluster, die zu einem PMMA-Spektrum passen, sind zusammengefasst und rot
dargestellt. Der SAN-Cluster ist blau. Es zeigt sich ein dhnlicher Informationsgehalt
der Bilder.

werden kénnen sind in gelb-roter Einfarbung gehalten (vgl. Abb. 6.10). Diese Cluster

wurden dem PMMA-Spektrum zugeordnet, mit Variationen in der Signalintensitét

123
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bei 2030 cm ™! der PMMA-Bande, sowie der Basislinie.

Das Falschfarbenbild (Abb. 6.11 b)) zeigt eine klare Unterscheidung der dargestell-
ten Cluster zwischen SAN (blau) und PMMA (rot) in den 7 verbleibenden Clustern.
Hierbei wurden die 6 Cluster, die dem PMMA-Spektrum zugeordnet wurden (vgl.
Abb. 6.10), zu einem einzigen Cluster zusammengefasst. Dabei ist eine raumliche
Verteilung der einzelnen Komponenten aus dem Cluster-Bild (Abb. 6.11 b)) mit dem
der univariaten Datenauswertung (Abb. 6.11 a)) vergleichen. Die Darstellung der
zusammengefassten PMMA-Cluster-Komponenten ermoglicht jedoch keine Analyse
der Konzentration. Dies wiirde beispielsweise durch eine Unterteilung in mehrere

Cluster und deren Veranschaulichung méglich sein.

6.3 Diffusion von Methanol in PMMA

Das vorliegende System fiir die Diffusionsexperimente besteht aus Methanol (MeOH)
und PMMA. Angeregt wurden die Untersuchungen durch die Kooperation mit der
Arbeitsgruppe fur Experimentelle Weiche Materie an der HHU (Prof. Egelhaaf).
Bei diesem System ist der auftretende Diffusionsprozess (vgl. Abschnitt 4.3) zu be-
stimmen. Das System aus Methanol und Polymethylmethacrylat ist Grundlage fur
weitere Diffusionsfragestellungen zwischen Losungsmittel und Polymeren, beispiels-
weise Toluol in Polystyrol [310, 311].

Dieses Diffusionssystem wurde bereits in den 1970er-Jahren untersucht [232]. Bei
den Untersuchungen von Thomas et al. [232] wurden entsprechende PMMA -Bereiche
herausgeschnitten und gewogen. Ebenso wurde Iod in das System als optischer Mar-
ker fiir den Diffusionsfortschritt eingebracht. Die Bewegung der MeOH-Grenzflache
inkl. Tod in PMMA hinein wurde einem Case-II-Diffusionsprozess (vgl. Abschnitt
4.3) zugeschrieben. Sowohl das Wiegen wie auch das Vermessen von lod birgt ge-
wisse Ungenauigkeiten. Durch die unterschiedliche Molekiilgrolen von MeOH und
Tod gibt es Zweifel an der dquivalenten Diffusionsgeschwindigkeit. Uber den Einfluss
der MolekiilgroBle auf den Diffusionskoeffizient wurde bereits in anderen Systemen
berichtet [312], bei dem Iod etwa einen Faktor 50 kleineren Diffusionskoeffizient als
Methanol besa8. Spéatere Messungen an dem System [257] beruhen auf einer In-

situ-Messung mit einem Lichtmikroskop. Hierdurch ist eine genaue Verfolgung der
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Abbildung 6.12: Zeichnung der gemeinsam mit Dr. G. Di Florio entwickelten Diffusi-
onszelle.

MeOH-Front moglich. Die Beobachtungen [257] fithrten zu einer Beschreibung der
MeOH-Grenzflachenbewegung nach der Fickschen Diffusion. Hierbei musste der be-
obachtete verzogerte Start der Diffusion an der Grenzfliche zwischen PMMA und
MeOH korrigiert werden. Jedoch fehlt bei dieser Messmethode die Bestimmung einer
chemisch-selektiven Information. Ein Konzentrationsprofil der MeOH-Grenzflache
beim Hineindiffundieren in das PMMA kann somit nicht bestimmt werden.

Aufgrund der Losungsmitteleigenschaften von MeOH wird eine spezielle Messzel-
le benétigt. Ein kontinuierliches Reservoir an Methanol soll um die PMMA-Probe
herum existieren. In Zusammenarbeit mit dem Postdoktoranden Dr. G. Di Flo-
rio wurde eine geeignete Messzelle fiir die Untersuchung der Diffusion entwickelt
(vgl. Abb. 6.12). Hierbei soll die Messzelle mehrere Kriterien erfillen, so etwa die
Bestiandigkeit gegeniiber Methanol. Die Moglichkeit fiir ein Reservoir fiir Methanol

ist notwendig. Die Abmessungen miissen so gewahlt sein, dass die Messzelle zwischen
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beide Mikroskopobjektive passt und eine ,einfache“ Handhabung gewahrleistet. Die
Messzelle besteht aus zwei Aluminiumplatten, bei der die obere Platte ein Einfiillloch
fir das Methanol, sowie eine Offnung fiir den Druckausgleich besitzt. Es werden
zwel kleine und ein grofler Dichtungsring verwendet. Alle Dichtungsringe kénnen

dabei wahlweise aus Viton oder Gummi sein. Zentral wird auf einem Deckglas die

LS DL B L PA
M

D L L s

M

Abbildung 6.13: Schema des Makroskops in der Arbeitsgruppe von Prof. S. Egelhaaf.
LS: Lichtquelle, D: Diffusor, L; Linse, B: Blende, P: Polarisator, A: Analysator, M:
Spiegel, S: Probe und CCD: CCD-Kamera

PMMA-Probe positioniert, und durch die Lécher wird das Methanol hinzugegeben.
Mit den Dicken der Deckglaser von 170 pm und den variablen Durchmessern der
Dichtungsringe konnen die PMMA-Proben eine Ausdehnung zwischen 100 - 500 pm
in der Héhe besitzen. Diinnere Proben sind nicht geeignet, da die beidseitige Auflage
am Deckglas nicht mehr gewahrleistet werden kann und Methanol auch von oben
oder unten in die PMMA-Probe hinein diffundieren kann. Dickere Proben hingegen
kénnen nicht vermessen werden, denn der Arbeitsabstand beider Objektive (0,6 mm
fir das fokussierende und 0,29 mm fiir das einsammelnde) wird dann tiberschritten.
Die verwendeten Proben besitzen einen Durchmesser von 5 mm und eine Hohe von
150 - 250 pm mit einer Ebenheit 4+ 5 pm pro Probe.

Zunachst wurden Messungen an einem Makroskop (vgl. Abb. 6.13) in der Arbeits-
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6.3 Diffusion von Methanol in PMMA

gruppe von Prof. Egelhaaf durchgefithrt. An dem Makroskop werden, vergleichbar
mit dem Lichtmikroskop in Ref. [257], Messungen der Methanol-Grenzfliche in PM-
MA durchgefiihrt. Hierbei wird die Kinetik der Grenzflache uber die Zeit beobachtet
(vgl. Abb. 6.14 und Abb. 6.15). Bei verschiedenen Messreihen zeigte sich unter dem
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Abbildung 6.14: Messung der MeOH-Grenzfliche in PMMA am Makroskop iiber den

gesamten Bereich

Makroskop ein Verschmieren der MeOH-Front, so dass diese nicht bis zum Ende des
Diffusionsprozesses beobachtet werden konnte. Eine Analyse der MeOH-Grenzflache
in PMMA konnte an Messungen des Makroskops durchgefiithrt werden (vgl. 6.15 und
6.14). Nach etwa 60 Minuten zeigt sich, dass die Grenzflache in das Plexiglas hin-
ein diffundiert ist, und eine Kante der Front lasst sich bestimmen. Eine Messung,
bei dem die Front bis zum Zentrum von PMMA nachverfolgt werden konnte, zeigt
Abb. 6.14. Die Front bewegt sich innerhalb von 33 Stunden bis zum Probenzen-
trum. Bei der Diffusion von Methanol in PMMA lédsst sich eine Griéflendnderung
der Probe beobachten. Die PMMA-Probe vergrofiert sich in diesen 33 Stunden um
etwa 1 mm im Durchmesser (vgl. Abb. 6.14). Der Vergleich zur Ref. [232] zeigt eine
deutlich schnellere Diffusion. Dort benétigte der Transport von Methanol durch eine
Schichtdicke von 1 mm etwa 88 Stunden. Dem gegeniiber stehen die Messergebnisse
aus Abb. 6.14 und Abb. 6.15, bei der nach bereits ~ 34 Stunden die Methanol-
grenzfliche 2,5 mm zuriick gelegt hat. Eine Erklarung hierfir konnte das geringere

Molgewicht des verwendeten PMMASs in dieser Arbeit sein. Hier konnten durch die
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6 Spektroskopie und Mikroskopie mittels FSRM
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Abbildung 6.15: Bestimmung der Kinetik am Makroskop. Dargestellt sind die durch-
schnittliche Messpunkte und einer passenden Fit-Kurve iiber 7 Messungen innerhalb
der ersten 5 Stunden. Dabei wurde der Zeitnullpunkt auf den sichtbaren Start der
MeOH-Grenzfliche in PMMA gelegt. Hieraus ergibt sich eine @ = 0,709 und eine

anomale Diffusion.

Einzelmessung (vgl. Abb. 6.14) wie auch durch das Zusammenfassen von allen bishe-
rigen 7 Messreihen das ,,o fir die Diffusionsart und der Diffusionskoeffizient (D) be-
stimmt werden. Der Diffusionskoeffizient fiir Methanol in PMMA liegt in Abb. 6.15
bei 2,7x107"' m?/s und in 6.14 bei 3,3x 10~ m?/s. Bei dem urspriinglichem Versuch
[232] lsst sich ein Diffusionskoeffizient von 1,6 x 10~ "2 m? /s bestimmen. Der geringe-
re Wert fiir den Diffusionskoeffizient lasst sich durch das PMMA mit einem héheren
Molgewicht bei den Untersuchungen von Ref. [232] zurtickfiihren. Ein h6heres mo-
lares Gewicht hat eine langsamere Diffusion zur Folge. Der Diffusionskoeffizienten
aus den bisherigen Experimenten am Makroskop und dem FSRM-Aufbau liegt also
in derselben GroBenordnung, wie bisherige Messungen. Es ergab sich fiir die Diffu-
sionsart bisher kein einheitliches Bild. Die Einzelmessung (vgl. Abb. 6.14) deutet
mit o = 0,48 auf eine Ficksche Diffusion hin. Demgegentiber steht das Mittel aus
allen Messungen mit einem ,,o“ = 0,709, welches fiir eine Case-II-Diffusion spricht.
Nach den Messungen am Makroskop galt es, diese am FSRM-Aufbau durchzufiithren.
Als ersten wurde die reinen Substanzen Methanol und Polymethylmethacrylat se-
parat mit dem FSRM-Aufbau gemessen. Erste stationare Messungen zu dem Pro-

jekt wurden mit dem Hamamatsu-Detektor durchgefithrt. Die reinen Spektren der
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6.3 Diffusion von Methanol in PMMA
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Abbildung 6.16: Einzelne SRS-Messung von Methanol und PMMA mit einer Aufnahme-
zeit von 100 ms (links). Auf der rechten Seite ist eine Messung von PMMA mit hinein
diffundiertem Methanol nach iiber 72 Stunden Diffusionszeit abgebildet, ebenfalls mit
einer Belichtungszeit von 100 ms. Beide Substanzen sind deutlich erkennbar.

Methanol-Probe (Abb. 6.16 a)) zeigten dabei die drei Raman-Banden bei 1033 cm ™,
2832cm " und 2940 cm ™', in Ubereinstimmung mit der Literatur [313]. Bei PMMA
lassen sich die Raman-Banden bei 2848 cm™", 2057 cm ™" und 3001 cm™" [314, 315]
erkennen. Zusétzlich sind bei der langen Integrationszeit von 100 ms die Raman-
Banden bei 1460cm ™" und 1736 cm™" [314, 315] erkennbar. AnschlieBend wurde
eine kleine PMMA-Probe (700pm x 500pm x 120 pm) fiir iiber 72 Stunden in
ein Bad aus MeOH gelegt, um eine abgeschlossene Diffusion von MeOH in PM-
MA nachzuweisen (vgl. Abb. 6.16 c)). Die stationire Vermessung ergab den klaren
Nachweis von MeOH in PMMA (vgl. Abb. 6.17). Durch die lineare Abhéangigkeit der
stimulierten Raman-Streuung zur Probenkonzentration lasst sich die Konzentration
der Probenkomponenten bestimmen. Ebenso sollte der Einfluss von Lichtabsorption
durch die Proben, bei der Messung von stimulierter Raman-Streuung und der Kon-
zentrationsbestimmung vernachléassigbar sein. Fur die Bestimmung, der Hohe des

MeOH-Gehalts in PMMA wurde eine Verrechnung der zuvor aufgenommenen sti-
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Abbildung 6.17: Vergleich von Einzelmessungen von PMMA und MeOH bei einer Auf-
nahmezeit von 100 ms pro Spektrum. Dabei wurden die Spektren aus Abb. 6.16 skaliert
und mit einer PMMA-Probe verglichen, die etwa 72 Stunden in einem MeOH-Bad lag.

mulierten Raman-Spektren der reinen Substanzen mit dem der Probe durchgefiihrt.
Das gemessene Raman-Spektrum (I(v)) von PMMA mit hinein diffundiertem MeOH
wird dabei in prozentuale Anteile der reinen Substanzen PMMA (x) und MeOH (y)
nach (I(v) = a-x + b-y) zerlegt. Hierbei sind a und b der prozentuale Anteil der
jeweiligen Materialien. Dies wurde in Abb. 6.17 dargestellt. Es ergab einen Anteil
von etwa 30% MeOH in PMMA. Er liegt leicht oberhalb der Werte von Ref. [232]
(23,5%). Fir die Bestimmung der Methanol-Konzentration wurden in Ref. [232]
Stiicke von PMMA gewogen. Durch den Vergleich der PMMA -Proben vor und nach
der Diffusionsmessung wurde die Konzentration bestimmt. Hierbei kann auch eine
Verdunstung von Methanol zwischen Diffusionsaufbau und Messung des Probenge-

wichts nicht komplett ausgeschlossen werden [232].
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6.3 Diffusion von Methanol in PMMA
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Abbildung 6.18: Messung von PMMA in MeOH 60 Minuten nach Befiillen der Messzelle
mit Methanol. Die Scanfliche der FSRM-Messung betragt 200 x 10 pm2 mit Schritt-
weiten von 1pm bei einer Integrationszeit von 50ms pro Messpunkt. Anhand der
2830 cm ™' ist ein Konzentrationsunterschied erkennbar. Das Spektrum zeigt PMMA
innerhalb und MeOH auflerhalb und die verwendete Markerbande an. Im Hintergrund
ist eine makroskopische Aufnahme einer PMMA abgebildet.

Die folgend vorgestellten FSRM-Messungen wurden an einer PMMA-Probe beste-
hend aus dem in Abschnitt 4.1 beschriebenem Pulver und Methanol (Merck, spektro-
skopische Reinheit) bei einer Temperatur von 20 °C durchgefiihrt. Das PMMA wurde
als diinner Polymerfilm mit einer Dicke von 200 pm verwendet. Der Diffusionsprozess
wurde bei einer Probe mit dem Makroskop und bei einer anderer mit der FSRM un-
tersucht. In Abb. 6.18 wird ein Bildausschnitt aus der Messung mit dem Makroskop
mit einem Bereich der FSRM-Messung dargestellt. Hier wird als Kontrastgeber in der
FSRM-Karte die Raman-Bande bei 2830 cm™' von Methanol aus den aufgenomme-
nen stimulierten Raman-Spektrum verwendet. Diese zeigt eine Messung, 60 Minuten
nach Befillen der Messzelle mit Methanol. Eine deutliche Separation zwischen dem

Methanol auerhalb des Polymers und einem minimal geringen Anteil, der bereits
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Abbildung 6.19: Nach 23 Stunden wurde ein Bereich (200 x 10 pm?) direkt am Rand
der PMMA-Probe vermessen. Das Transmissionssignal gibt keine Auskunft iiber die
Konzentration von Methanol in PMMA. Die Darstellung der Methanol-Raman-Bande
bei 2830 cm ™" zeigt eine leichte Abnahme entlang der x-Achse in Richtung Proben-
zentrum.

in das PMMA hinein diffundiert ist, zeigt sich. Fiir eine univariate Analyse und eine
Trennung der Substanzen im Raman-Spektrum eignet sich die Raman-Bande bei
2830 cm ™~ '. Abb. 6.19 zeigt einen Scan iiber 200 x 10 pm? mit einer Schrittweite von
1pm. Die Transmission zeigt eine homogene Intensitatsverteilung mit Ausnahme
eines kleinen Gebiets in der Ndhe von 160 pm auf der x-Achse. Dieser Bereich lasst
auf eine Verunreinigung zuriickfiihren, da auch das Raman-Signal deutlich geringe-
re Werte annimmt. Das Falschfarbenbild (vgl. Abb. 6.19 b)) der Raman-Messung
zeigt ein leichtes Konzentrationsgefélle entlang der x-Achse. Dieses Konzentrations-
gefille des MeOH liegt auf der Achse Richtung Probenzentrum. In Abb. 6.19 ¢) sind
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6.3 Diffusion von Methanol in PMMA
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Abbildung 6.20: Nach 23 Stunden wurde ein Bereich der PMMA-Probe naher zum Zen-
trum vermessen. Das Transmissionssignal gibt keine Auskunft iiber die Konzentration
von Methanol in PMMA. Die Darstellung der Methanol Raman-Bande bei 2830 cm ™

zeigt eine leichte Abnahme entlang der x-Achse Richtung Probenzentrum.

die Mittelwerte der Raman-Bande bei 2830 cm ™ von Methanol pro Messpunkt aus
Abb. 6.19 b) aufgezeigt. Das erwihnte Konzentrationsgefille wird deutlich erkenn-
bar. Nach den ersten vielversprechenden Messungen, verstéirkte sich die Problematik
mit dem Pumplaser des fs-Oszillators. Der Pumplaser erreichte jetzt das Ende seiner
Lebenszeit und weitere Messungen waren nicht mehr méglich.

Das genaue Diffusionsverhalten von Methanol lieB sich nicht mehr erfolgreich im
Rahmen dieser Dissertation kliaren. Es kann zusammengefasst werden, dass die Dif-
fusion von Methanol in PMMA sich mit der FSRM beobachten lasst. Die gemeinsa-
men Vorarbeiten mit Dr. G. Di Florio legen den Grundstein, um mit der FSRM die
Diffusion von Fliissigkeiten in Polymeren zu verfolgen. Im Zuge einer kiirzlich abge-
schlossenen Masterarbeit [282] ist nun die Verschiebung der Probe tiber die 2,5 mm

moglich. Ziel dieser Anpassung ist die voll-automatische Messkampagne tiber meh-
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6 Spektroskopie und Mikroskopie mittels FSRM

rere Stunden. Hierbei sollen verschiedene Bereiche in einem festgelegten Zeitinter-
vall vermessen werden. Eine noch exaktere Beobachtung der Methanol-Grenzfliche
und des Konzentrationsprofils hilft bei einer exakten Bestimmung des Diffusionstyps

,Case I~ oder ,Fickian“.
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{ Zukunftsperspektiven der FSRM

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde der Aufbau der Femtosekunden- sti-
mulierten Raman-Mikroskopie (FSRM) von Prof. Gilchs Arbeitsgruppe [124, 127] fiir
die schnelle chemisch-selektive Bildgebung optimiert. Die eingestrahlten fs-Impulse
werden beim Passieren der Mikroskopie-Objektivs ,gechirpt®. Dies fiihrt zu einer
Verfalschung der relativen Signalstiarken verschiedener Ramanbanden. Dies wur-
de durch den Einbau von gechirpten Spiegeln kompensiert (vgl. Abschnitt 5.2.1).
Zusatzlich konnte durch den Austausch des Pumplasers des Laser-Oszillators eine
héhere Stabilitiat erreicht werden.

Der FSRM-Aufbau besal in der Ausgangslange eine minimale Messzeit von 2 ms
pro stimuliertem Raman-Spektrum. Diese Messzeit konnte im Verlauf der Arbeit
durch das Einbauen des ULTRA-Detektors (vgl. Abschnitt 5.6.4) und einer mo-
difizierten Lichtmodulation (vgl. Abschnitt 5.3.2) des Raman-Pump-Impulses mit-
tels eines akusto-optischen Modulators (AOM) auf 0,1 ms reduziert werden. Ebenso
wurde ein Detektor von der IBIOS-Gruppe der Universitiat Nottingham getestet,
der groBles Potential bietet und dem idealen Detektor fir die FSRM nédher kommen
konnte als alle bisherigen Detektoren (vgl. Abschnitt 5.6.3). Die Gesamtmesszeit
war bisher durch das punktweise Anfahren der Bildpunkte und eine Einschwing-
phase von 100ms pro Bildpunkt limitiert. Durch die Anpassung der Rasterrou-
tine und die Umsetzung auf ein linienweises Verfahren kann die Messzeit um 2
Groflenordnungen, von ~ 28 Stunden auf ~ 15 Minuten bei der Aufnahme von
groBen Bildern (200 x 200 pm? in 0,2 pm Schritten) reduziert werden (vgl. Abschnitt
5.4.1). Bei der schnellsten Messzeit von 0,1 ms fiir ein stimuliertes Raman-Spektrum
erreicht das aktuelle FSRM-System ein Signal-zu-Rausch-Verhaltnis von 14, bei ei-
ner Benzonitril-Probe. Die Leistung bei der Bildgebung des Mikroskops konnte an
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7 Zukunftsperspektiven der FSRM

Polymerblends erfolgreich getestet werden. Eine chemisch-selektive Darstellung der
Polymere gelang sowohl mit 1 ms als auch mit 0,1 ms Integrationszeit pro Messpunkt
(vgl. Abschnitt 6.2.2).

Weitere Verbesserungsmoglichkeiten und ungeklarte Phanomene werden im Folgen-

den vorgestellt.

7.1 Optimierung des Faserverstarkers

Der aktuelle Aufbau des Faserverstarkers zur Generierung des Raman-Pump-
Impulses hat noch einige Schwachstellen. Diese wirken sich mitunter direkt auf das
gemessene stimulierte Raman-Signal aus. Die Faserstecker sind hierbei eine zu opti-
mierende Verbindung zwischen den Bauteilen. Aktuell werden FC/APC- Stecker ver-
wendet. Diese bieten den Vorteil der einfachen Austauschbarkeit der verschiedenen
Komponenten. Gleichzeitig ist jedoch ein Verlust von Licht an den Kopplungsstellen
méglich. Haufiges Offnen und SchlieBen der Verbindungsstiicke bringt zusitzlichen
Verschleifl, und der ideale Transport des Lichts ist nicht mehr gewéhrleistet. Ins-
besondere konnte der Verlust der Polarisation und der Lichtintensitit des Raman-
Pump-Impulses direkt hinter der Verbindung am Zirkulator (vgl. Abb. 5.8) beobach-
tet werden. Hier wiirde das Verbinden (,splicen) aller Komponenten die Stabilitat
des Faserverstéarkers verbessern.

Das bisher verwendete Fiber-Bragg-Gitter (FBG) erzeugte eine spektrale Einengung
des Impulses auf 18cm™" [124], es konnte unter gleichen Bedingungen jedoch nur
ein geringeres Raman-Signal gemessen werden als mit einem Reflexionsgitter. Ge-
rade in Verbindung mit einem ,gesplicten Faserverstarker ohne zusatzliches Aus-
und Einkoppeln des Lichts ware ein speziell angefertigtes FBG eine sinnvolle Er-
weiterung. Ein nach diesen Vorgaben angefertigtes FBG sollte dabei die spektrale
Einengung auf etwa 10cm™ ' des Raman-Pump-Impulses gewihrleisten. Am FBG
ist die Erzeugung von Dispersion der dritten Ordnung des Impulses moglich und
kann zu Signalverlust fithren [124]. Zusatzlich sollte die Reflexivitat moglichst ma-
ximal bei der Zielwellenléinge sein (vgl. Abb. 7.1). Alternativ zu einem FBG be-
steht die Moglichkeitden aktuellen Aufbau in ein frequenzmodulierten SRS um-

zugestalten. Hierfiir wird nun nicht mehr das Raman-Pumplicht in der Intensitét
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7.2 Verbesserungsméglichkeit beim ,,home-built*“-Mikroskop

Simulation of Fiber-Bragg-Grating (IPHT-Jena)
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Abbildung 7.1: Faser-Bragg-Gitter fiir die spektrale Einengung des Raman-Pump-
Impulses. Theoretische Berechnungen der IPHT-Jena fiir den verwendeten Laserim-
puls, entnommen aus E-Mail Korrespondenz [316].

moduliert, sondern die Frequenz des Pump-Impulses [317]. Der Umbau zu einem
frequenzmodulierten SRS erméglicht die Reduzierung eines storenden Untergrunds
bei der Bildaufnahme [186]. Dieser lasst sich besonders deutlich bei unterschiedli-
chen Brechungsindizes der untersuchten Proben feststellen, wie beispielsweise bei
Polymerkiigelchen in Wasser [124]. Das beeintréichtigt eine scharfe Darstellung der
Materialkanten. Der Umbau hétte einen Wegfall des eingebauten AOMs zur Fol-
ge, der im aktuellen Aufbau ausschlaggebend fir die Unterdriickung der spektralen
Interferenzen [125, 126, 127] ist.

7.2 Verbesserungsmoglichkeit beim

whome-built“-Mikroskop

Die Bildgebung bei der FSRM héngt neben den verwendeten Lichtquellen auch von
dem Mikroskop ab. Das bisher verwendete Mikroskop ist eine Eigenbaukonstruktion
(vgl. Abb. 5.2). Gerade die Ausrichtung der Mikroskop-Objektive bereitet grofiere
Unannehmlichkeiten. Die gekoppelte Konstruktion von drei Linearverschiebern fiir
die jeweilige Ausrichtung entlang der x-, y- und z-Achse verlangen viel manuellen

Aufwand bei der Fokussierung. Ebenso konnte ein Drift entlang der z-Achse vor al-
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7 Zukunftsperspektiven der FSRM

lem bei dem die Probe fokussierenden Objektiv beobachtet werden. Das gemessene
Raman-Signal nimmt um bis zu 20% ab. Bei kiinftigen Messkampagnen wie der
Untersuchung von Diffusionsfragestellungen reduziert die Fixierung des Linearver-
schiebers das Risiko eines moglichen Messfehlers und erhéht somit die Stabilitét.
Dariiber hinaus gehort die Integration eines motorisierten z-Achsen-Verschiebers zu
den relevanten zukiinftigen Erweiterungen am Mikroskop. Dies ermoglicht neben
der dann schnelleren Bildgebung, entlang einer z-Achsen-Ebene mehrere Bildséitze
aufzunehmen. Hieraus lieBen sich anschlieBend ein 3-D-Modell der Probe und um-
fangreichere Analysen der Proben erstellen [77].

Beide Weiterentwicklungen des Mikroskop-Stativs versprechen bessere Handhabung
und genauere Messung mit der FSRM. Durch ein kommerzielles Mikroskop-Stativ
(z.B. Nikon LV-UDM) lassen sich die Verbesserungsvorschlage umsetzen. In diesem
Kontext konnte eine genaue Betrachtung der Depolarisation des Laserlichts durch
die Mikroskop-Objektive erfolgen. Es wird bei anderen Mikroskopie-Techniken von

einer Depolarisation des Laserlichts bei hoher numerische Apertur berichtet [300].

7.3 Neuer Detektor

Bei dem aktuell verwendeten ULTRA-Detektor der Firma Quantum Detectors liegt
das Rauschen bei einer Ausleserate von 20 kHz in etwa auf der H6he des Schro-
trauschens (vgl. Abb. 5.21). Fiir eine schnellere Aufnahme von stimulierten Raman-
Spektren und schnellere Bildgebung bietet sich der im Abschnitt 5.6.3 getestete
Detektor des IBIOS-Instituts der Universitat Nottingham an. Der aktuelle Prototyp
konnte mit einem Firmware-Update eine maximale Ausleserate von 40kHz errei-
chen [292]. Die bisher gemessene Photoelektronenrate betriagt etwa 1 x 10'%s™' und
liegt damit auf einem dem ULTRA-Detektor vergleichbaren Niveau. Die gemesse-
ne Photoelektronenrate bleibt jedoch hinter den Erwartungen der Spezifikationen
zuriick. Dies sollte weiter untersucht werden. Auch gilt es zu beachten, dass der
Detektor von IBIOS lediglich 256 Pixel besitzt und noch keine optimierte Firmware
besitzt. Zusitzlich bietet der Detektor eine weitere vielversprechende Option: die va-
riable Kapazitidtsanpassung pro Pixel. Die zusatzlich zuschaltbaren Kondensatoren,

11 parallel geschaltete pro Pixel, ermoglichen eine Anpassung der Detektorsensiti-
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(24%)
7.4 Abweichungen zwischen spontanem und stimulierten Raman-Signal

vitat an das eingestrahlte Lichtfeld des Raman-Probe-Impulses [292]. Gerade diese
Anpassung wiirde ein besseres Ausleuchten der Pixel im spektralen Randbereich
ermoglichen. Somit wiirden die Detektionssensitivitat und das Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis in diesen Bereichen, im Raman-Spektrum unterhalb von 1000 cm™*, ver-
bessert werden. Der Messbereich des aktuellen FSRM-Aufbaus besitzt beim stimu-
lierten Raman-Spektrum unterhalb von 1000cm ™! ein sehr niedriges Lichtniveau
(vgl. Abb. 5.21). Somit wiirde eine Messung im sogenannten Fingerprint-Bereich
deutlich verbessert werden. Dieser spektrale Bereich ist gerade fir biologische Pro-

ben sehr informativ und hilft bei der Unterscheidung verschiedener Komponenten.

7.4 Abweichungen zwischen spontanem und

stimulierten Raman-Signal

Die gemessenen stimulierten Raman-Bandensignale besitzen laut Theorie dieselbe
Form wie bei der spontanen Raman-Streuung [318]. Die Arbeit von B. Marx enthélt
eine umfangreiche Untersuchung der Abweichung [124]. Abb. 6.2 zeigt die Abwei-
chungen der aufgenommenen Raman-Spektren am Beispiel von Benzonitril. Der
aktuelle Wissensstand konnte hierfiur noch keine Erklarung fiir die Abweichungen
geben [124]. Da zu diesem Sachverhalt noch keine Literatur vorliegt, besteht auch
die Moglichkeit eines Instrumentenfehlers. Kinftig konnte der Einfluss des fokus-
sierenden und des einsammelnden Objektivs untersucht werden. Dies konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht mehr durchgefithrt werden. Eine Korrektur dieser Unge-
reimtheiten bezuglich der Bandensignale wiirde die Signalintensitidt im relevanten

Fingerprint-Bereich des gemessenen Raman-Spektrums verstarken.

7.5 Multivariate Datenauswertungen

Die Messungen mit der FSRM decken eine grofle spektrale Bandbreite des Raman-
Signals ab. Die komplette Bandbreite des gemessenen Raman-Spektrums kann mit
multivariaten Datenauswertungen genutzt werden. In Abschnitt 6.2.2 konnte be-
reits eine Clusteranalyse mit dem k-mean-Algorithmus durchgefiithrt werden. Wei-

tere Algorithmen bieten sich an, die bereits in der breitbandigen konventionellen
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oder nl-Raman-Mikroskopie genutzt werden [124, 225, 319, 320, 321, 322]. Da-
bei hat sich in der konventionellen Raman-Mikroskopie die multivariate Kurven-
auflosung (MCR) als Analyse bewihrt [320, 323, 324]. Auch eignet sich eine Sin-
gulirwertzerlegung (SVD) fiir die Rauschreduzierung der Messdaten oder als Op-
tion fiir eine Hauptkomponenten-Analyse (PCA) [318, 325, 326, 327]. Ebenso wird
die Unabhangigkeitsanalyse (ICA) [328] in der Raman-Mikroskopie bereits erfolg-
reich eingesetzt [120, 329, 330] Gerade bei Proben mit geringeren Signal-zu-Rausch-
Verhéltnissen, etwa biologischen Proben, kann eine Rauschfilterung ein besseres Se-
parieren von unterschiedlichen Proben-Komponenten erméglichen [124].

Ebenso tritt bei Messungen mit der FSRM eine systematische Abweichung und
Verkippung der Basislinie auf (vgl. Abschnitt 6.2.2 und [124]). Die Stérung der Ba-
sislinie koénnte durch Adaption der entsprechenden Korrekturen [331, 332, 333] eine

verbesserte Interpretation der gemessenen stimulierten Raman-Spektren gestatten.

7.6 Biologisch und medizinische Relevanz zukiinftiger

Proben

Die Lichtquelle des FSRM-Aufbaus wurde urspriinglich fiir biologische Proben aus-
gesucht und optimiert [124]. In der vorliegenden Dissertation sind weitere Opti-
mierungen des FSRM-Aufbau an Polymerproben verifiziert worden. Die Anwen-
dung der FSRM im Bereich der biologischen Proben ist eine gute Moglichkeit, die
spektrale Bandbreite des FSRM-Aufbaus zur Probenanalyse auszunutzen. Dabei
sind Pflanzenschnitte gegenwartig haufig Gegenstand der konventionellen Raman-
Mikroskopie-Forschung [334, 335, 336]. Diese nutzen den spektralen ,Fingerprint“-
Bereich fur die Analyse der Proben. Andere Arbeitsgruppen haben bereits ver-
schiedene Pflanzen mit Techniken der kohédrenten Raman-Mikroskopie analysiert
[337, 338, 339, 340]. Dabei sind nur einzelne Raman-Banden fiir die Untersuchung
genutzt worden. Die Untersuchung von biologischen Proben ist eine Herausforde-
rung, und es empfiehlt sich eine sorgsame Priparationsanleitung [341] heran zu
ziehen. Das Pflanzen-Model der Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana) ist be-
reits mit konventioneller Raman-Mikroskopie untersucht worden und kann daher

als Referenz-Dokumentation genutzt werden [342]. Hier lassen sich die Vorteile der
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FSRM, der schnellen Bildgebung, einsetzen.

Weitere biologische Proben, wie die Untersuchung von Krebszellen (vgl. Abschnitt
1) wirden sich empfehlen. Fiir die Untersuchung von gesundem und erkranktem
Gewebe und dessen Separation konnte der spektral breitbandige Ansatz der FSRM
niitzlich sein. Es sollte der FSRM-Ansatz ebenfalls in die Richtung der biologischen

Proben entwickelt werden.
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DPSS
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EMCCD
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FSRM

172

Analog-Digital (-Wandlung)

Acrylnitril-Butadien-Styrol

Rasterkraftmikroskop (engl.: atomic scanning microscope)
akustooptischer Modulator

verstarkte spontane Emission (engl.: amplified spontaneous emis-
sion)

Bariumfluorid

Breitband-CARS(engl.: broadband CARS)

kohirente anti-Stokes Raman-Streuung (coherent anti-Stokes Ra-
man scattering)

ladungsgekoppeltes Bauelement (engl.: charge-coupled device)
sich erganzender Metall-Oxid-Halbleiter (engl.: complementary
metal-ozride—semiconductor)

Dauerstrich (engl.: continuous wave)

Diodengepumpter Festkorperlaser (engl.: diode-pumped solid-state
(laser))

Erbium-dotierter Faserverstirker (engl.: erbium-doped fiber ampli-
fier)

elektronenvervielfachungs-ladungsgekoppeltes Bauelement (engl.:
electron multipling CCD)

elektrooptischer Modulator (engl.: electro-optic modulator)
Faser-Bragg Gitter (engl.: Fiber-Bragg-Grating)

Faserkonnektor /Schragschliff Kontakt (engl.: fiber connector / an-
gled physical contact)

Femtosekunden-stimulierte Raman-Mikroskopie (engl.: femtose-

cond stimulated Raman microscopy)



FSRS

FT
FWHM
GRIN
GVD

HDF
HPLC

IBIOS
ICA

IR
IUPAC

Laser

LiNbOg
mCARS
NA
Nd:YAG
Nd:YVO,
NIR

nl

NLO
PCA
PE-C
PMMA
PS

PVC

Femtosekunden-stimulierte Raman-Streuung (engl.: femtosecond
stimulated Raman scattering)

Fourier-Transformation

volle Halbwertsbreite (engl.: full width at half mazimum)
Gradientenoptik (engl.: gradient-indez lense)
Gruppengeschwindigkeitsdispersion (engl.: group velocity dispersi-
on)

Hierarchical Data Format
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl.: high performan-
ce liquid chromatography)

Institute of Biophysics, Imaging and Optical Science
Unabhéngigkeitsanalyse (engl.: independent component analysis)
Infrarot (engl.: infrared)

internationale Union fiir reine und angewandte Chemie (engl.: In-
ternational Union of Pure and Applied Chemistry )
Lichtverstarkung durch stimulierte Emission von Strahlung (engl.:
light amplification by stimulated emission of radiation)
Lithiumniobat

Multiplex-CARS (engl.: multiplez-CARS)

numerische Apertur (engl.: numerical aperture)
Neodym-dotiertes Yttrium-Aluminium-Granat

Neodym-dotiertes Yttrium Orthovanadat

nahes Infrarot (engl.: near infrared)

nicht-linear(e) (engl.: non-linear)

nicht-lineare Optik (engl.: non-linear optic(s))
Hauptkomponentenanalyse (engl.: principal component analysis)
Polyethylen

Polymethylmethacrylat

Polystyrol

Polyvinylchlorid
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r.m.s. quadratisches Mittel (engl.: root mean square)

RIN relatives Intensitatsrauschen (engl.: relative intensity noise)
RT Echtzeit (engl.: real-time)

SAN Poly-Styrol-Co-Acrylnitril

SERDS shifted excitation Raman difference spectroscopy
SiO, Siliciumdioxid

SNR Signal-zu-Rausch-Verhiiltnis (engl.: signal to noise ration)

SPM Selbstphasenmodulation (engl.: self-phase modulation)

SRG stimulierte Raman-Verstarkung (engl.: stimulated Raman gain)
SRL stimulierte Raman-Abnahme (engl.: stimulated Raman loss)
SRS stimulierte Raman-Streuung (engl.: stimulated Raman scattering)
SRT Sprungantwortszeit (engl.: step-response time)

STFC Regierungsorganisation zur Unterstiitzung der Natur- und Ingeni-

eurwissenschaften (engl.: Science and Technology Facilities Coun-

cil)

SVD Singularwertzerlegung (engl.: singular value decomposition)

TDMS technisches Daten-Management-System (engl.: technical data ma-
nagement system)

TiO, Tellurdioxid

Ti:Sa Titan-Saphir (engl.: titanium-sapphire)

TTL Transistor-Transistor-Logik

uv Ultraviolett

VI virtuelle Instrumente (engl.: virtual instruments)

VIS sichtbares (Licht) (engl.: visible)

WDM Wellenlangenmultiplexer (engl.: wavelength division multiplezing)

Yb Ytterbium
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