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Abstract 

In order to understand photo activation processes in photo receptors and photo active molecules, the three 
dimensional atomically resolved structure is an indispensable fundamental. In this study, we used angle 
balanced polarization resolved femtosecond VIS pump - IR probe spectroscopy (Win-Pol-Fs-PPS) to 
characterize structural conformations of chromophores and light-induced structural changes of 
chromophores and photoreceptors upon excitation. This method permits direct tracking of ultrafast 
structural changes of the chromophore in native environment, and allows for precise determination of the 
relative angles between excited electronic transition dipole moments and probed transition dipole moments 
of the molecular vibrations of the excited states, ground states, and product states. [108] Experiments with 
this homebuilt setup yields dynamic and structural information simultaneously.  [112] Experiments with 
this novel setup are performed on two systems, phytochromes and corroles, whose photoreaction 
mechanisms are under debate. [16][21][32][37] 

Phytochromes are an important class of bilin-based photoreceptors which regulate the light signaling 
pathways in plants, bacteria and fungi. [1][2] Despite intense studies with various time-resolved techniques, 
the molecular details of the isomerization mechanisms and the involved protein control in both reactions 
have not been completely understood. Cyanobacterial phytochrome Cph1∆2 with 15N and 13C isotope-
labeled phycocyanobilin chromophore was analyzed between 1640 cm-1 and 1740 cm-1 in this study. For 
the first time, the structural isomerization processes of phytochrome have been observed in real time. 

The forward Pr → Pfr photoreaction exhibits two time constants of 4.7 ± 1.4 ps and 30 ± 5 ps. Rotation of 
ring D takes place in the electronic excited state Pr* with a time constant of 30 ± 5 ps. [105] Two distinct 
Pr isoforms were identified by their frequencies and orientations of the C=O vibrations of ring D. 
Investigation of the Pfr → Pr photoreaction shows photoproduct formation occurs within the first 
picosecond after excitation with ~20% quantum yield. Win-Pol-Fs-PPS signals were best fitted by a bi-
exponential decay with time constants of 0.7 ± 0.2 ps and 5 ± 1 ps. Two distinct Pfr isoforms were identified 
by their frequencies and distinct kinetics. [107] 

Corroles as tetrapyrrolic macrocycles, are related to the porphyrins with one less meso-group in its 
macrocycle. Therefore corroles exhibit a smaller cavity with lower symmetry, and are able to stabilize 
metals in high oxidation states. [63] These advantages in comparison to other porphyrinoids favor utilization 
of corroles in many fields, such as catalysis, dye-sensitized solar cells, and photodynamic therapy. [24][25] 
The purpose of this study on corroles is to fully characterize the peculiarities of the electronic states and 
their photoinduced dynamics. 

Hexacoordinated Al-corrole Al(tpfc)(py)2 and Br8Al(tpfc)(py)2 were analyzed in this work. In 
hexacoordinated Al(tpfc)(py)2 and hexacoordinated Br8Al(tpfc)(py)2 demonstrated the lifting of the 
degeneracy of the Q-bands caused by symmetry breaking. [108] Relative angles between the lowest singlet 
electronic transition dipole moments and a single vibrational transition dipole moment were determined. 
Experiments with electronic excitations in the Soret band were also performed. Analysis of the vibrational 
dynamics present pronounced cooling dynamics on a time scale of about 30 ps. A vibrational marker band 
for triplet formation was identified for Al(tpfc)(py)2 displaying a sub-picosecond triplet formation. 



iv 



v 

Zusammenfassung 

Für ein Verständnis der photoreaktiven Abläufe in Photorezeptoren und photoaktiven Molekülen liefert die 
dreidimensionale atomar aufgelöste Struktur eine unverzichtbare Grundlage. In der vorliegenden Arbeit 
habe ich winkelbalancierte polarisationsaufgelöste Femtosekunden VIS Pump - IR Probe Spektroskopie 
(Win-Pol-Fs-PPS) benutzt, um die strukturelle Konformation und lichtinduzierte strukturelle Änderung von 
Chromophoren und Photorezeptoren nach Anregung zu charakterisieren. Diese Methode erlaubt eine direkte 
Verfolgung ultraschneller Strukturänderungen des Chromophors in natürlicher Umgebung und eine exakte 
Bestimmung der relativen Winkel zwischen angeregten elektronischen Übergangsdipolmomenten und 
Schwingungsübergangsdipolmomenten des angeregten Zustands, des Grundzustands und  des 
Produktzustands.[108] Dieser selbstentwickelte Versuchsaufbau ermöglicht gleichzeitig die Messung von 
dynamischen und strukturellen Informationen. [112] Versuche mit diesem neuen Aufbau wurden an zwei 
Systemklassen, den Phytochromen und Corrolen, durchgeführt. Für beide Systeme sind die 
Photoreaktionsmechanismen derzeit noch umstritten. [16][21][32][37]  

Phytochrome sind eine wichtige Klasse von Bilin-basierten Photorezeptoren, die die Lichtsignalwege in 
Pflanzen, Bakterien und Pilzen regulieren.[1][2] Trotz intensiver Untersuchungen mit verschiedenen 
zeitaufgelösten Techniken wurden die molekularen Details der Isomerisierung und die damit verbundene 
Chromophor-Protein Wechselwirkung für beide Reaktionen noch nicht vollständig verstanden. In dieser 
Arbeit wurde Phytochrom Cph1Δ2 aus Cyanobakterien mit 15N und 13C isotopenmarkiertem 
Phycocyanobilin Chromophor zwischen 1640 cm-1 und 1740 cm-1 untersucht. Zum ersten Mal wurden die 
Isomerisierungsprozesse von Phytochrom in Echtzeit strukturell verfolgt.  

Für die Pr  Pfr Hinreaktion wurden zwei Zeitkonstanten von 4,7 ± 1,4 ps und 30 ± 5 ps beobachtet. Die 
Drehung am Ring D findet im elektronisch angeregten Pr* Zustand mit einer Zeitkonstante von 30 ± 5 ps 
statt. [105] Zwei unterschiedliche Pr-Isoformen wurden durch die Frequenzpositionen und Orientierungen 
der C=O Doppelbindung am Ring D identifiziert.  Untersuchungen der Pfr → Pr Photoreaktion zeigen, dass 
sich das Photoprodukt Lumi-F innerhalb der ersten Pikosekunden nach der Anregung mit einer 
Quantenausbeute von ~ 20% bildet. Die Win-Pol-Fs-PPS Signale ergaben einen bi-exponentiellen Zerfall 
mit Zeitkonstanten  von τ1= (0,7 ± 0,2) ps und τ2 = (5,3 ± 1) ps. Zwei unterschiedliche Pfr-Isoformen wurden 
durch ihre Frequenzpositionen und ihre unterschiedlichen Kinetiken identifiziert. [107] 

Corrole als tetrapyrrolische Makrozyklen sind den Porphyrinen ähnlich und weisen eine Meso-Gruppe 
weniger in ihrem Makrozyklus auf. Daher besitzen Corrole eine kleinere Kavität mit geringerer Symmetrie 
und können dadurch Metalle in hohen Oxidationsstufen  stabilisieren.[63] Diese Eigenschaften der Corrole 
können in vielen Bereichen, wie beispielsweise in der Katalyse, in Farbstoffsolarzellen und in der 
photodynamischen Therapie genutzt werden.[24][25] Das Ziel der vorliegenden Aebeit über Corrole ist es, 
eine möglichst vollständige Charakterisierung der einzigartigen Eigenschaften der elektronischen Zustände 
und ihrer photoinduzierten Dynamiken zu erstellen.  

Ich konnte in hexakoordiniertem Al(tpfc)(py)2 und hexakoordiniertem Br8Al(tpfc)(py)2 die Aufhebung der 
Entartung der Q-Banden  aufgrund der Symmetriebrechung nachweisen. [108] Relative Winkel zwischen 
den niedrigsten elektronischen Singulett Übergangsdipolmomenten und einem einzelnen 
Schwingungsübergangsdipolmoment wurden bestimmt. Außerdem wurden Experimente mit elektronischer 
Anregung der Soret-Bande durchgeführt. Die Analyse der Schwingungsdynamik zeigt eine ausgeprägte 
Kühlungsdynamik auf einer Zeitskala von etwa 30 ps. Eine Schwingungs-Markerbande für die Triplett-
Bildung wurde auf der Sub-Pikosekunden-Zeitskala für Aliminium Corrole Al(tpfc)(py)2 entdeckt. 
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Abkürzungen 

BBO Beta Barium Borate, β-BaB2O4 
Cph1 Cyanobacterium Phytochrom 
DAS Decay associated spectrum, Decay associated spectra 
DFG Difference frequency generation 
DFT Dichtefunktionaltheorie 

ExSeAn Exhaustive Search Analyse 
FID Free Induction Decay 
Fit Optimale Anpassung (fit) 

FWHM Halbwertsbreite (full width half maximum) 
IR Infrarot 

kDa Kilodalton 
KTA Kaliumtitanoxidarsenat, KTiOAsO4 
MCT “mercury cadmium telluride” 
NMR “nuclear magnetic resonance” 
OD Optische Dichte 

OPA Optical parametric amplification 
OPG Optical parametric generation 
PΦB Phytochromobilin 
PCB Phycocyanobilin 
Pr Rot-absorbierende Form von Phytochrom 
Pfr Fernrot-absorbierende Form von Phytochrom 

SFG Sum frequency generation 
SHG Second harmonic generation 
TDM Übergansdipolmoment 
VDM Schwingungsübergangsdipolmoment 
VIS Sichtbar (visible) 

bal-Pol-fs-PPS Winkel balancierte polarisationaufgelöste Femtosekunden VIS 
Pump - IR Probe-Spektroskopie 

PYP photoaktivem gelbem Protein 
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Kapitel 1                                              
Einleitung  
 
Der Fortbestand einer biologischen Zelle oder mehrzelliger Organismen hängt von ihrer Fähigkeit 
ab, ihre extrazelluläre Umgebung genau zu erkennen und auf diese gegebenenfalls zu reagieren. 
Das Licht ist hierbei ein sehr wichtiger Umgebungsfaktor und viele Organismen haben ausgereifte 
Photosensor-Systeme entwickelt, um dieses wahrzunehmen. Zahlreiche Wachstums- und 
Stoffwechselprozesse von Pilzen, Bakterien, Pflanzen bis hin zu Säugetieren werden von Licht 
beeinflusst und gesteuert. Das Lichtsignal wird zuerst von den Chromophoren des Photorezeptor-
Proteins absorbiert und dann in chemische Energie umgewandelt. Die Chromophore spielen hier 
eine entscheidende Rolle für die photochemische Reaktion. Sie beeinflussen durch ihre Struktur 
und Chromophor-Protein-Wechselwirkung, in welchem Spektralbereich der Photorezeptor Licht 
absorbiert. Es gibt diverse Chromophor-Arten mit unterschiedlichen Strukturen.  Eine davon ist 
das Tetrapyrrol, das aufgrund seiner großen Verbreitung in der Natur von vielfältiger Bedeutung 
ist. Strukturell werden  zyklische  und  lineare  Tetrapyrrole  unterschieden. 
 
Das Phytochrom, eine der wichtigsten Photorezeptorklassen der Pflanzen, enthält lineare 
Tetapyrrole als Chromophore, um rotes Licht und dunkelrotes Licht zu absorbieren. Phytochrome 
haben dazu zwei stabile Konformationen: die rotes Licht absorbierende Pr-Form und die 
dunkelrotes Licht absorbierende Pfr-Form. Die Energie der von den Chromophoren absorbierten 
Photonen wird durch Pr-Pfr-Isomerisierung, eine Isomerisierung der C=C-Doppelbindung, in 
Signalinformationen umgewandelt. Diese ermöglicht in  höheren Pflanzen eine Funktion als 
lichtempfindlicher Schalter, um Prozesse der Keimung, Photomorphogenese der Keimlinge, 
Blütenbildung und Photoperiodismus zu steuern. Analoge Prozesse kommen auch in Algen, 
Bakterien, Pilzen vor. [1] [2] 
 
Obwohl diese Isomerisierungsprozesse zwischen der Pr- und Pfr-Form weit verbreitet und sehr 
wichtig sind, steht die Frage, wann die Isomerisierung stattfindet, heutzutage immer noch zur 
Diskussion. Trotz der zahlreichen strukturellen Untersuchungen, die bisher an Phytochromen 
vorgenommen wurden, sind die Ergebnisse sogar zum Teil widersprüchlich. Durch X-Ray und 
NMR Untersuchungen kann man die Struktur des Proteins für stabile Zustände ermitteln, allerdings 
ist eine zeitliche Verfolgung der strukturellen Dynamik bisher noch nicht möglich. [3] [4] 
Zeitaufgelöste Raman Spektroskopie und Pump-Probe Spektroskopie (VIS-VIS VIS-IR IR-IR) 
sind leistungsfähige Methoden um die Dynamik der Chromophore in nativer Umgebung zu 
charakterisieren [5] [6] [7] [8]. Durch normale zeitaufgelöste IR und Raman Untersuchungen 
bekommt man zwar Informationen über Strukturänderungen, um sie zu verstehen, muss man sie 
jedoch mit theoretischen Berechnungen im Grund- und angeregten Zustand vergleichen. Eine 
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Echtzeitverfolgung der Orientierungsänderung des Chromophors im elektronisch angeregten 
Zustand ist mit solchen Messmethoden nicht zu sehen. Außerdem ist der Grund für die niedrige 
Photoprodukt-Quantenausbeute des Proteins im Vergleich zu anderen Photorezeptoren,  wie 
Rhodopsin, Bakteriorhodopsin und PYP, die auch um die C=C Doppelbindung isomerisieren,  bis 
heute noch immer ungeklärt. Für  PYP liegt z.B. die Quantenausbeute zwischen 40% und 65% [9] 
[10]. Für die Pr-Pfr-Isomerisierung liegt sie nur im Bereich von 7% -16% [11] [12] [13] [14]. Als 
Erklärung für diese niedrige  Photoprodukt-Quantenausbeute  wurde die Photorezeptor-
Heterogenität vorgeschlagen [15] [16] . Solche Vorschläge wurden noch nicht überprüft. Um die 
genauen molekularen Reaktionsmechanismen für die Photoisomerisierung von Cph1∆2 
Phytochrom zu bestimmen, habe ich in dieser Doktorarbeit die Winkel balancierte 
polarisationaufgelöste Femtosekunden VIS Pump - IR Probe-Spektroskopie (bal-Pol-fs-PPS) 
angewendet.  
 
Die in der Arbeit benutzte Winkel balancierte polarisationsaufgelöste Femtosekunden VIS Pump - 
IR Probe-Spektroskopie (bal-Pol-fs-PPS) ist ein experimenteller Aufbau, der von Martin Linke und 
mir in der AG Heyne selbst entwickelt und aufgebaut wurde.[17] Der größte Unterschied im 
Vergleich zur normalen zeitaufgelösten IR Spektroskopie ist, dass anstatt eines einzelnen 
infraroten Laserpulses bei diesem Aufbau zur Abtastung zwei infrarote Laserpulse, die jeweils 
parallel und senkrecht zur Polarisierung des Pumppulses stehen, eingesetzt werden. Er besteht 
hauptsächlich aus zwei mehrstufigen OPAs (optical parametric amplifier) zur Erzeugung der 
Anregungs- (Pump) und Abtastpulse (Probe). Der Aufbau ist vielseitig einsetzbar. Der Pump-puls 
wird je nach Absorptionseigenschaft der zu untersuchenden Proben im VIS und IR Bereich 
angepasst. Mit zwei Probe-Pulsen erhält man nicht nur die Dynamik und die spektrale 
Intensitätsänderungen ( I ) der zur untersuchenden Probe, sondern auch Information zur 
Anisotropie ( 𝐼𝐼‖−𝐼𝐼⊥

𝐼𝐼‖+2𝐼𝐼⊥
). Da die Anisotropie von den Winkeln der beteiligen Übergänge abhängig ist, 

kann damit die Orientierung der zu untersuchenden Absorptionsbande gut ermittelt werden. Man 
erhält durch die Messungen gleichzeitig die Absorptionsänderung und die Information der Struktur 
(Anisotropie) bei jedem Verzögerungszeitpunkt. Die Orientierungsänderung der Absorptionsbande 
kann damit in  Echtzeit verfolgt werden. Durch Kombination der Messergebnisse mit theoretischen 
Berechnungen der Moleküle im Grund- und angeregten Zustand, kann man die Informationen über 
die Winkel zwischen dem elektronischen Übergangsdipolmoment (TDM) und dem 
Schwingungsübergangsdipolmoment (VDM) ermitteln. Da die Orientierungen der TDMs und 
VDMs fest mit der Molekülstruktur verbunden sind, geben die Winkel Auskunft über mögliche 
Strukturen und Strukturänderungen. Mit dieser Methode können Strukturänderungen wie die 
Photoisomeriseirung des Chromophors in Phytochrom in Echtzeit verfolgt werden. Andere 
Methoden, die Auskunft über die Struktur gehen, wie NMR und X-ray liefern zur Zeit keine 
hochzeitaufgelöste Strukturen, insbesondere nicht in nativer Umgebung. Hinzu kommt die 
Problematik, dass Phytochrom-Kristalle, wie sie für X-Ray Messungen eingesetzt werden, 
unterschiedliche Konformationen im Vergleich zu NMR Messung zeigen. [16] Daher liegt die 
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Vermutung nahe, dass die Kristallpackung die Proteinstruktur beeinflusst und wahrscheinlich 
ebenso die Dynamik. [18] 
 
 Meine Studien an Cph1∆2 Phytochrom lieferten neue Informationen zur Photoreaktion: Die Pr-
Pfr Isomerisierung findet mit einer Zeitkonstante von (30±0,4) ps und einer Quantenausbeute von 
16% statt. Die Pfr-Pr Rückisomerisierung weist eine viele kürzere Zeitkonstante von (0,6±0,2) ps 
und eine Quantenausbeute von ~18% auf. Die Orientierungsänderung der Chromophore ist in der 
Absorptionsbande der C19=O Streckschwingung im elektronisch angeregten Zustand direkt 
verfolgbar. Der Vor- und Rückisomerisierungsprozess  hat unterschiedliche Zwischenprodukte. 
Außerdem sieht man mit der höheren spektralen Auflösung von 1,5 cm-1 eine Heterogenität im 
Grundzustand für beide Formen Pr und Pfr. Phytochrome mit unterschiedlicher 
Grundzustandskonformation haben ganz unterschiedliche Dynamiken und Quantenausbeuten. 
Diese Informationen bieten erstmals die Möglichkeit den Einfluss der Protein- Chromophor 
Wechselwirkung auf die initial Photoreaktion besser zu verstehen. 
 
Neben Phytochromen habe ich in meiner Arbeit auch Corrole untersucht. Sie sind Tetrapyrrole mit 
einer zyklischen Struktur und ein Analogon von Corrin, der Chromophor des Vitamin B12. Im 
Vergleich zu anderen strukturell ähnlichen Chromophoren wie Porphyrin und Corrin haben Corrole 
durch eine direkte Pyrrol-Pyrrol Bindung eine kleinere N4-Kavität und dadurch die Fähigkeit 
Metallatome mit höherem Oxidationszustand zu binden. Durch die unterschiedliche 
Zusammenstellung von Randgruppen am Ring und Liganden im inneren Makrozyklus gibt es bei 
Corrolen viele verschiedene Konfigurationen. Darüber hinaus sind die Anwendungsmöglichkeiten 
von Corrolen mannigfaltig, beispielsweise als Katalysator für den Gruppentransfer katalytischer 
Reaktionen [19] [20] [21] [22], als Farbstoff für Farbstoff-Solarzellen [23], und als Photorezeptor 
für photodynamische Therapie (PDT) [24] [25] [26] [27]. Alle Anwendungen basieren auf den 
photophysikalischen Eigenschaften der Tetrapyrrole, die verschiedene Absorptionsbanden in 
unterschiedlichen spektralen Regionen aufweisen. Für die Anwendung in der PDT werden 
spezielle Metallocorrole  wegen ihrer effizienten Tripletbildung eingesetzt, damit Singulett-
Sauerstoff durch ISC (intersystem crossing) gebildet wird. Diese Photophysikalichen Prozesse 
müssen im Detail untersucht und verstanden werden, um sie optimal einzusetzen.  
 
Bisher wurden die Corrole nicht so umfassend wie die Porphyrine untersucht, obwohl erste Schritte 
in Richtung des Verständnisses der Singulett-Anregungszustände von Gallium- und Aluminium-
Derivaten gemacht wurden [28] [29] [30]. Die Zuordnung der Absorptionsbanden und Dynamik 
sowie der S→T Transfer der bromierten Aluminium Corrole und anderer Corrole sind noch unklar. 
Die Ergebnisse zu Triplttbildung in unbromierten Aluminium Corrolen stehen erst am Anfang der 
Untersuchungen. Aluminium Corrole  fluoresziert mit einer Quantenausbeute von 76% stärker als 
alle anderen Porphyrinoide. EPR (electron paramagnetic resonance) Untersuchungen an 
Aluminium Corrole konnten keine Triplettbildung nachweisen [29]. Wohingegen 
Fluoreszenzmessungen an Aluminium Corrolen durch „Flash photolysis“  die Entstehung von 
Singlett-Sauerstoff zeigte [31]. Wenn Singlett-Sauerstoff sich bilden kann, muss sich ein Teil der 
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Aluminium Corrole in einem Triplett-Zustand befinden. Untersuchungen der bromierten 
Aluminium Corrole zeigen im Vergleich zu Aluminium Corrole eine geringere Fluoreszenz, aber 
dafür eine starke Bildung von gut sichtbaren Tripletts [32]. Die Bildung des Tripletts wird durch 
die Bromierung stark beeinflusst.  Die Erhöhung der ISC-Effizienz wird also durch den Einschluß 
von Schweratom-Substituenten in dem Corrole erzielt. Wie der Einfluss wirkt ist wichtig für die 
Entwicklung eines optimalen Corrole basierten Elektronen- und Energietransfer-Komplexes. 
 
In der vorlegenden Arbeit werden hexakoodinierte Aluminium Corrole Al(tpfc)(py)2 und ihre 
Derivate hexakoodinierte bromierte Aluminium Corrole Br8Al(tpfc)(py)2, mit Hilfe der Winkel 
balancierten polarisationsufgelösten Femtosekunden VIS Pump - IR Probe-Spektroskopie (bal-
Pol-fs-PPS) untersucht, um die photophysikalischen Eigenschaften der beiden Corrole möglichst 
vollständig zu erforschen und das unklare Bild der bisher bekannten Eigenschaften aufzuklären. 
Um eine Gesamtübersicht von den elektronischen Übergängen der Corrole zu erhalten, wird das 
Aluminium  Corrole bei 400 nm, 450 nm, 540 nm, 580 nm, 620 nm und das bromierte Aluminium 
Corrole bei 400 nm, 450 nm, 590 nm, 640 nm angeregt. Beiden Proben werden im selben 
Spektralbereich zwischen 1470 cm-1 und 1540 cm-1, bei der C=C Streckschwingungsbande 
abgetastet. Die Messergebnisse bestätigen die Bildung eines Triplettübergangs in beiden 
Aluminium Corrolen mit unterschiedlicher Kinetik  und Quantenausbeute.  Im 
Absorptionsspektrum konnten die elektronischen S0→S1 und S0→S2 Übergänge spektralen 
Strukturen in der Q-Bande zugeordnet werden. Die einzelnen Beiträge wurden durch bal-Pol-fs-
PPS eindeutig bestimmt. Die Dynamik des Corroles nach der Anregung wird wegen ihrer 
Komplexität (~5 Zeitkonstant) mit der Lifetime Density Analyse (LDA) analysiert [33]. Fragen 
zur Bandenzuordnung, Dynamik, Quantenausbeute, Triplettbildung und Lebensdauer in ihrem 
jeweiligen Zustand werden beantwortet. Durch Vergleich der Dynamik der bromierten und 
unbromierten Aluminium Corrole wird der Einfluss von Schwermetallen oder Schweratom-
Substituenten in dem Corrole Molekül besser verstanden.  
 
Nähere Informationen über die zu untersuchenden Proben und die Experimentiermethode  und 
Auswertungsmethode werden in dieser Arbeit  vorgestellt. Die Messergebnisse wurden  in 
unterschiedlichen Veröffentlichungen präsentiert.  
 
  
Die Arbeit gliedert sich in folgende Kapitel: 

• Kapitel 1  Einleitung und Motivation 

Die Motivation der Studien wird ganz am Anfang geklärt. Der Photorezeptor Phytochrom und  
Aluminium Corrole werden  in den Abschnitten 1.1 und 1.2 vorgestellt und die für das Verständnis 
der kommenden Messergebnisse wichtigsten Grundlagen werden eingeführt.  

• Kapitel 2 Experimentelle Methoden  
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Dieses Kapitel teilt sich in zwei Teile. Der erste Teil beschreibt die physikalischen Grundlagen, 
die  in den vorgestellten Studien verwendet werden. Dazu gehören nichtlineare Prozesse und 
praktische Anwendungen.  Der zweite Teil beschreibt die experimentellen Methoden und den 
Aufbau.  
 
• Kapitel 3   Auswertemethoden 
 
Das Kapitel beschreibt die Verarbeitung und Analyse der gewonnen Daten. Dazu gehören Fit-
Methoden für  Spektren, die für alle VIS Pump - IR Probe  Messungen verwendet wurden. Die 
Überlapp-Korrektur- und Winkelberechnungs- Methoden, die nur für Winkel balancierte 
polarisationsaufgelöste fs Messungen genutzt wurden, werden auch vorgestellt. Zudem werden die 
Grundlagen des Perturbed Free Induction Decay und der Exhaustive Search Analyse, zwei weitere 
analytische Methoden, für spezielle Auswertungen beschrieben.  
 
• Kapitel 4  Zusammenfassung und Ausblick 
 
Die wichtigsten Ergebnisse und Schlussfolgerungen werden zusammengestellt. Schließlich 
werden acht Veröffentlichungen angehängt.  
 
Anhang A 
 
Assignment of Aluminum Corroles Absorption Bands to Electronic Transitions by 
Femtosecond Polarization Resolved VIS-Pump IR-Probe Spectroscopy 
Yang, Y; Jones, D; von Haimberger, T; Linke, M; Wagnert, L; Berg, A; Levanon, H; Zacarias, 
A; Mahammed, A; Gross, Z; Heyne, K 
JOURNAL OF PHYSICAL CHEMISTRY A 2012, 116(3), p. 1023-1029; 
DOI 10.1021/jp211970j 
 
Anhang B 
 
Real-Time Tracking of Phytochrome's Orientational Changes During Pr 
Photoisomerization 
Yang, Y; Linke, M; von Haimberger, T; Hahn, J; Matute, R; Gonzalez, L; Schmieder, P; Heyne, 
K 
JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY 2012, 134(3), p.1408-1411;  
DOI 10.1021/ja209413d 
 
Anhang C 
 
Active and silent chromophore isoforms for phytochrome Pr photoisomerization: An 
alternative evolutionary strategy to optimize photoreaction quantum yields   
Yang,Y; Linke, M; von Haimberger, T; Matute, T; González, L; Schmieder, P; Heyne, K 
STRUCTURAL DYNAMICS 1 2014, 014701; 
DOI 10.1063/1.4865233 
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Non-Bonded Interactions Drive the Sub-Picosecond Bilin Photoisomerization in the Pfr 
State of Phytochrome Cph1 
Yang, Y, Heyne, K, Mathies, RA, Dasgupta, J 
Chemphyschem. 2016 Feb;17(3):369-74; 
DOI: 10.1002/cphc.201501073 
 
Anhang E 
 
Electronic transitions and heterogeneity of the bacteriophytochrome Pr absorption band: 
An angle balanced polarization resolved femtosecond VIS pump – IR probe study 
Linke, M; Yang, Y; Zienicke, B; Hammam; MAS; Haimberger, T; Zacarias, A; Inomata, K; 
Lamparter, T; Heyne, K 
BIOPHYSICAL JOURNAL 2013, 105(8), p. 1756-66.  
DOI 10.1016/j.bpj.2013.08.041. 
 
Anhang F 
 
Conformational heterogeneity of the Pfr chromophore in plant and cyanobacterial 
phytochromes 
Velazquez  Escobar, F; von Stetten, D; Günther-Lütkens, M; Keidel, A; Michael, N; Lamparter, 
T; Essen, LO; Hughes, J; Gärtner, W; Yang, Y; Heyne, K; Mroginski, MA; Hildebrandt, P 
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1.1  Der Photorezeptor Phytochrom 
 
Licht ist ein dominanter Umweltfaktor für nahezu alle zellulären Organismen, der nicht nur als 
Energiequelle dient, sondern auch Informationen liefert. Die Licht-regulierten Prozesse beinhalten 
Samenkeimung, Photomorphogenese der Keimlinge, Photoperiodismus und Vermeidung von 
Grünschatten, wie er unter Blattdecken anzutreffen ist [34]. Als Eckpfeiler der Photomorphogenese 
haben Organismen ein empfindliches Wahrnehmungssystem entwickelt, welches das gesamte 
Spektrum des Sonnenlichts mittels Photorezeptoren abdeckt. (Abb. 1.1). Photorezeptoren bestehen 
aus  Polypeptiden mit spezifischen Co-Faktoren (Chromophoren), die in der Lage sind, die Menge 
(Intensität), Qualität (Wellenlänge), Richtung und Dauer des aufgenommenen Lichts festzustellen 
und damit die entsprechenden Reaktionen zu triggern. Diese Fähigkeiten sind abhängig von den 
vorhandenen Chromophoren. Es wurden schon mindestens sieben Klassen von Photorezeptoren 
kategorisiert: light oxygen-voltage (LOV), xanthopsins, Phytochrome, Blaulicht-Sensoren mit 
Flavin-Adenin-Dinukleotid (BLUF), Cryptochrome,  Rhodopsin und Ultraviolett B (UVB) [34] 
[35]. 
 

 
 
Abbildung 1.1 Schematische Darstellung des sichtbaren Lichtspektrums (in nm) und der wichtigsten 
Familien der Pflanzen-Photorezeptoren. Proteindomäne Arrangements und verwendete Chromophore  
(Phytochrome, Cryptochrome und Phototropin) sind gezeigt. Die Darstellung ist der Publikation [34] 
entnommen.  
 
Phytochrome dienen als lichtempfindliche Schalter für die Detektion und Verarbeitung von Licht.  
Durch Lichtabsorption ändert sich die Proteinstruktur, die von anderen Proteinen als Information 
erkannt wird. Dadurch kann die Lichtmenge, Qualität und die Periodizität des Lichtes in Pflanzen 
bestimmt und diese Informationen über Signalwege weitergeleitet werden, die das 
Pflanzenwachstum und die Entwicklung regulieren. In den 1950er Jahren wurden Phytochrome 
erstmals als Pflanzen Photorezeptoren entdeckt [36]. Sie sind die empfindlichsten Photorezeptoren 
im roten und dunkelroten Spektralbereich und nicht nur auf photosynthetische Lebewesen 
beschränkt, sondern kommen auch bei Pilzen und Bakterien vor [37]. Die Phytochrom Proteine 
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selbst können durch ihre Struktur und Funktion in zwei Bereiche unterteilt werden: der N-
terminalen Sensorregion (N-Terminus), verantwortlich für die photosensorischen Eigenschaften, 
und der C-terminalen Regulatorregion (C-Terminus), die das Signal weiterleitet. Die Sensorregion 
enthält als Chromophor einen kovalent gebundenen linearen Tetrapyrrol mit zwei stabilen 
Konformationen: eine rotes Licht absorbierende Pr-Form und eine dunkelrotes Licht absorbierende 
Pfr-Form. Die beiden Formen können durch Absorption von Photonen der geeigneten Wellenlänge 
reversibel konvertiert werden. (Dieser Prozess wird mit Abb. 1.4 in Abschnitt 1.1.1 ausführlich 
erklärt.) 
 

 
Abbildung 1.2 Die Chromophor Strukturen von BV, PCB und PΦB im Agrobacterium,  in Cyanobakterien 
und Pflanzen. 
 
So wie alle anderen Photorezeptoren besteht Phytochrom auch aus einem Apoprotein und einem 
Chromophor. Bisher wurden drei Arten von natürlichen Phytochrom Chromophoren gefunden: 
Biliverdin (BV), der typische Chromophor für die Phytochrome in Bakterien und Pilzen, 
Phycocyanobilin (PCB), der natürliche Chromophor für Cyanobakterien und Phytochromobilin 
(PΦB), der natürliche Chromophor für Pflanzen-Phytochrome. Ihre Strukturen sind, wie in 
Abbildung 1.2 gezeigt, nicht gleich. Am Ring A trägt BV  im Vergleich zu PCB und PΦB eine 
Vinyl- statt einer Ethyl-Seitenkette. Am Ring D trägt PCB im Vergleich zu BV und PΦB eine 
Ethyl- statt einer Vinyl-Seitenkette. Die Chromophore sind jeweils kovalent über eine Thioether-
Bindung  mit einem Cystein des Proteins verknüpft, PCB über das C31-Atom, BV über das C32-
Atom des A Rings [38] [39] [40]. Nicht nur die Strukturen und die Anknüpfungsweise sind 
unterschiedlich in BV und PCB/PΦB, sie unterscheiden sich auch an den Bindungsstellen im 
Protein. So wie in Abb.1.3 gezeigt, wird Biliverdin (BV) kovalent an einen konservierten Cystein-
Rest oberhalb der N-Terminalen PAS-Domäne des Proteins gebunden. Phycocyanobilin (PCB) und  
Phytochromobilin (PΦB) werden kovalent an einen Cystein-Rest gebunden, der in der sogenannten 
cGMP Phosphodiesterase / Adenyl-Cyclase / FhlA (GAF) Domäne des C-Terminus liegt [41]. Da 
der einzige chemische Strukturunterschied zwischen PCB und PΦB die Seitenkette des Ring D ist, 
können die Chromophore in vitro oder in vivo ausgetauscht werden. Dagegen wird BV nicht als 
funktionaler Chromophor von Phytochromen, die mit PCB und PΦB verbunden sind, akzeptiert. 
Mit diesen Erkenntnissen kann man die oben beschriebenen Phytochrome noch mal klassifizieren. 
Phytochrom mit PCB und PΦB, die innerhalb der GAF-Domäne binden, werden als die Pflanzen-
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ähnlichen Phytochrome bezeichnet. Die Phytochrome mit BV, die innerhalb der PAS-Domäne 
binden, werden als die Bakterio-Phytochrome bezeichnet. In dieser Arbeit habe ich die Pflanzen-
ähnlichen Phytochrome Cph1 mit Chromophor PCB und die Bakterio-Phytochrome Agp1 mit  
Chromophor BV untersucht. Genauere Information werden im weiteren Abschnitt gezeigt, und die  
veröffentlichten Messergebnisse liegen als Anhang B, C, D, E, F vor. 
 
Die Signalübertragung innerhalb der Phytochrome benutzt  hauptsächlich das Zwei-Komponenten-
Signal Paradigma, was hier aus einem Sensormodul und einem Sendermodul (transmitter Module) 
besteht (im vorherigen Abschnitt als N-Terminus und C-Terminus bezeichnet). Sie können auch 
als Sensor-Domäne und Modulator-Domäne bezeichnet werden.  Eine schematische Darstellung 
der Domänenstruktur in verschiedenen Phytochromen ist in Abb. 1.3 gezeigt. Das Sensormodul 
des Phytochrom besteht aus vier Subdomänen (P1(hell blau), PAS, GAF, PHY [42]). Das 
Chromophor ist, so wie zuvor erläutert, an einer Domäne dieses Moduls gebunden. Fällt rotes Licht 
auf das Phytochrom, wird dieses durch den Chromophor absorbiert. Eine Chromophor Pr-Pfr 
Isomerisierung erfolgt durch eine Z-E-Isomerisierung der 𝐶𝐶15 = 𝐶𝐶16 Doppelbindung und findet 
innerhalb von Pikosekunden nach der Anregung statt. Dadurch wird eine Strukturänderung initiiert, 
die vom Chromophor auf das Modul übertragen wird. Die Weiterleitung dieses Signals führt zu  
einer ganzen Reihe von Veränderungen der Proteinkonformation. Das Sendermodul enthält eine 
CAT Domäne und eine DHP Domäne, auf die ein Phosphatrest des Phosphonhistidins unter 
Phosphorylierung eines Aspartatrests übertragen wird. Das von dem Sensormodul kommende 
Signal wird hier durch Phosphortransfer und Dissoziierung der Dimer-Phytochrome weiter in die 
Zelle geleitet [43]. 
 
 

 
Abbildung 1.3 Domänenstruktur von Phytochromen verschiedener Organismen. SHPK: Sensor histidine 
protein kinase; ♦: Chromophorbindestelle; PAS: PAS-Domäne; GAF: GAF Domäne; PHY:Phytochrom-
Domäne; DHP: Histidin Phosphotransfer Domäne; CAT: katalytische ATPase Domäne. Die Darstellung ist 
der Publikation [44] entnommen.  
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Die Aufklärung der Wirkungsweise und der Signalübertragungswege der Phytochrome in der Zelle 
wurden sehr intensiv erforscht. Aber aufgrund der Komplexität der Mechanismen konnte noch kein 
vollständiges Bild aller Funktionsweisen erstellt werden. Überblicke für Cph1 und das pflanzliche 
Phytochrom in der Zelle findet man bei Schäfer & Bowler[45] und Rockwell [37]. 
 

1.1.1 Phytochrom aus Cyanobacterium Synechocystis (Cph1) 

Das Protein aus dem Cyanobacterium Synechocystis Stamm PCC6803 (abgekürzt als Cph1) weist 
eine große Ähnlichkeit zu pflanzlichen Phytochromen auf (Domänenarchitektur,  
Aminosäuresequenz der GAF-Domänen). Resonanz-Raman und FTIR Messungen unterstützen 
diese Beobachtung.  Es wird als ein evolutionärer Vorläufer der pflanzlichen Phytochrome 
angesehen [46] [41]. Durch die Expression von Cph1 in E. coli ist eine Produktion großer Mengen 
möglich, sodass die Voraussetzung für eine erfolgreiche Untersuchung zur Strukturbestimmung 
gegeben ist. 
 
Das Protein Cph1 besteht aus 748 Aminosäuren hat einen Gewicht von 84,2 kDa. Die Aminosäuren 
1 bis 514 von Cph1 mit einem Gewicht von 59 kDa bilden die photosensorische Domäne des 
Proteins. Diese Domäne kann als Deletionsmutante (Cph1Δ2) gut rekombinant in E.coli exprimiert 
werden und ergibt nach Assemblierung mit PCB ein Holoprotein mit fast identischen spektralen 
Eigenschaften wie das  “full length“ Cph1 [47] [48]. Aufgrund ihrer guten Handhabbarkeit  und 
Verfügbarkeit wird Cph1Δ2 als zu untersuchende Probe für bal-Pol-fs-PPS Experimente 
ausgewählt. 
Ein Photozyklus von Cph1 ist in Abb.1.4 dargestellt. Die Konformation des Chromophor im 
Grundzustand der Pr-Form entspricht einer ZZZssa (C5-Z, C10-Z, C15-Z, C5-syn, C10-syn, C15-anti,) 
Konformation. Eine Anregung der Pr-Form des Cph1 in der Q-Bande (500nm-750nm) führt 
zunächst zu einer schnellen Photoisomerisierung (3-30 ps [49] [50] [51]) der C15=C16 
Doppelbindung zwischen den Ringen C und D des Tetrapyrrols von 15 Z zu 15 E, begleitet durch 
eine Drehung des Rings D. Die Weiterleitung dieses Signals führt zu Veränderungen der 
Proteinkonformation, das erste Zwischenprodukt wird Lumi-R genannt. In Millisekunden bis 
Sekunden wird das Cph1 schließlich in die Pfr-Form überführt. Diese photoinduzierte 
Isomerisierung (Pr →Pfr) nennt man Hinreaktion. Der Pfr-Zustand kann durch Anregung mit 
dunkelrotem Licht (λ≥715 nm) oder durch einen langsamen dunklen Reversions-Prozess [2] 
regeneriert werden. Diesen Prozess (Pfr →Pr) nennt man Rückreaktion. Die  Absorptionsspektren 
des untersuchten Phytochroms Cph1Δ2 in Pr- und Pfr-Form sind in Abbildung 1.5 dargestellt. Das 
Absorptionsmaximum der Q-Banden liegt bei 660 nm für die Pr-Form, 730 nm  für die Pfr-Form. 
Pump-Pulse, sowie in Abb. 1.5 gezeigt sind, haben die beiden Q-Banden  genau   am jeweiligen 
Maximum angeregt. Die primäre Photoisomerisierung von Phytochrom wurde photochemisch und 
photophysikalisch intensiv untersucht. Es ist bekannt, dass die Isomerisierung der Pr-Form 
Zeitkonstanten im Picosekunden Bereich liefert, gefolgt von Lumi-R Photoprodukt-Bildung mit 
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Quantenausbeuten im Bereich von 7% bis 16% [11] [51] [14, 52]  [53] [54] [55] [56]. Verschiedene 
vorgeschlagen Geometrien der PCB Chromophore in Lösung wurden interpretiert mit 
Zeitkonstanten im Bereich von 3 ps bis 50 ps [57] [58]. Diese Quantenausbeute ist gering im 
Vergleich zu anderen Photorezeptoren, z. B. Rhodopsin, Bakteriorhodopsin, und PYP. Als 
Erklärung für diese niedrige Photoprodukt-Quantenausbeute wurde die Photorezeptor 
Heterogenität vorgeschlagen [15] [16]. Trotz der kinetischen Erkenntnisse aus Untersuchungen der 
elektronischen Zustände und der Schwingungszustände, war es schwer möglich, Chromophor-
Heterogenität in Phytochromen direkt nachzuweisen oder deren Einfluss auf die Photoreaktion 
aufzuklären. In der letzten Zeit  veröffentlichten Song et al eine NMR-Studie, mit zwei Geometrien 
im Pr-Grundzustand mit unterschiedlichen Orientierungen von Ring D, aber mit unbekannten 
photoreaktiven Eigenschaften [16] 

 
 
Abbildung 1.4 Schematische Darstellung der Photoisomerisierung der Pr- Pfr- Formen der PCB in Cph1 
Phytochrome. Cph1 im Grundzustand der Pr-Form wird nach Bestrahlung mit rotem Licht zur Pfr-Form 
umgewandelt. Das erste Zwischenprodukt ist Lumi-R, es wird  im Femto- bis Pikosekundenbereich geformt, 
danach folgen noch andere Zwischenprodukte, wie Meta-Ra und Meta-Rc. Umgekehrt kann die Pfr-Form 
nach Absorption  von  dunkelrotem  Licht zurück zu  Pr  umgewandelt  werden.  Die  Pfr-Form  kann  auch 
im Dunkeln zu Pr konvertieren, man nennt es Dunkelreversion. Die Darstellung ist  [59] entnommen. 
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Abbildung 1.5 Die Absorptionsspektren mit Hintergrundbeleuchtung von Cph1Δ2. Die Pr–Form  ist in 
schwarz dargestellt, das Gemisch aus Pr -Form und Pfr -Form ist in rot dargestellt. Das reine Spektrum der 
Pfr -Form (grün) wurde aus beiden Spektren errechnet. Spitzen im Spektrum bei 500 nm kommen vom 
Lampenwechsel im Spektrometer. Spektrale Profile der Pump-Pulse für Hin- und Rückreaktion sind in 
dunkelrot und blau dargestellt.  
 
Mit unserem Aufbau können wir die Orientierungsänderung des zu untersuchenden 
Schwingungsdipolmoments  in Echtzeit verfolgen. Sie ermöglicht uns, die oben erwähnt Fragen 
rund um die Photoreaktion zu beantworten und die Heterogenität der Chromophor Strukturen, ihre 
Quantenausbeuten und deren Einfluss auf die Photoreaktion zu bestimmen. 
 

1.1.2 Zielsetzung 

 
Ziel dieser Arbeit ist es, eine möglichst vollständige Charakterisierung der strukturellen Änderung  
für die Primärreaktion von Cph1Δ2-PCB in der Pr- und der Pfr-Form zu erreichen.  
 
Durch die ausgeführten bal-Pol-fs-PPS Messungen soll die Ringdrehung während der 
Isomerisierung im elektronisch angeregten Zustand direkt verfolgt und die Ausrichtung der υ(C=O) 
Schwingungsmoden des PCB Chromophors in den Pr-, Pr*-, Pfr- und Pfr*-Zuständen auf der 
Femtosekunden-Zeitskala bestimmt werden. Die Fragen wann die Isomerisierung stattfindet, ob 
Heterogenität der Chromophor-Strukturen im Cph1 Grundzustand vorliegt, und wie die 
Photodynamik von verschiedenen Grundzustandsstrukturen aussieht sollen endgültig beantworten 
weden. Zuden wird ein Modell für die Primärreaktion mit Hilfe der  theoretischen Berechnungen 
entwickelt und, wenn möglich, für andere Phytochrome verallgemeinert.  
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1.2    Corrole 
 
Corrole sind eine Klasse von aromatischen organischen Molekülen. Sie sind strukturell ähnlich den 
bekannten Porphyrinen [60], unterscheiden sich von der Struktur des Porphyrins durch eine direkte 
Pyrrol-Pyrrol Bindung (Abb. 1.6), was zur Reduzierung der Symmetrie, einem kleineren 
Hohlraum, und der Fähigkeit Metallatome mit höheren Oxidationszuständen zu binden führt. Der 
Name Corrole stammt von seiner Verwandtschaft zum Corrin, dem Chromophor (als Kobalt-
Komplex) von Vitamin B12.  Es ist dessen aromatisches Analogon.  
 
 

 
 
Abbildung 1.6 Struktur des Porphyrin, Corrin und Corrole. 
 
Eine der einzigartigen Eigenschaften der Corrole bilden die drei NH Gruppen im  Zentrum des 
Moleküls (siehe Abb. 1.6). Es hat eine vergleichbar kleine N4-Kavität mit drei pyrrolischen 
Stickstoffdonoren und einem pyrrolenin- bzw. iminartigen Stickstoffatom. Corrole können daher 
im vollständig  deprotonierten Zustand als trianionische Liganden wirken, während deprotonierte 
Porphyrine und Corrine als Liganden in monoanionischer und dianionischer Form vorliegen. UV / 
VIS-Spektroskopie-Studien von Corrolen zeigt deutliche Hinweise für ihrer Aromatizität mit einer 
intensiven Soret-Bande und schwächeren Q-Banden (500-600 nm) [61]. Aufgrund der 
aufwendigen Synthese wurden Corrole noch nicht ausreichend erforscht, obwohl sie bereits seit 
dem Jahr 1965 durch Johnson und Price [62] bekannt sind. Porphyrine sind häufig in der Natur zu 
finden, da Chlorophyll als modifiziertes Porphyrin einen Grundbaustein des Lebens darstellt. 
Analog dazu  kommt Corrin im Vitamin B12 in der Natur vor. Aufgrund der chemischen 
Flexibilität wächst das Interesse, Corrole genauer zu erforschen. Im Jahr 1999 gab es zwei 
verschiedene Arbeitsgruppen,  die ein bahnbrechendes Syntheseverfahren für Corrole berichteten: 
Ein Eintopfreaktionsverfahren unter Verwendung kommerziell erhältlicher Reagenzien. Diese 
Methode erhöht die Effizienz und die Praktikabilität der Synthese erheblich. Weiterhin entdeckte 
die Gruppe von Vogel unerwartete Corrole-Komplexe mit hohen Oxidationsstufen der 
verwendeten Metallionen. Daraus resultierten die ersten Anwendungsmöglichkeiten an Corrole als 
Oxidationskatalysatoren für chemische Reaktionen[63].  
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Da die Zusammensetzung von Randgruppen, Liganden und Ringen für Corrole sehr variabel ist, 
gibt es viele verschiedene Konfigurationen, die die Anwendungen von Corrole vielfältig macht 
[64]. Eine spezielle Anwendung liegt im Bereich des Gruppentransfers katalytischer Reaktionen, 
z. B. Cyclopropanylierungen [19] [20], Hydroxylierungen [21], Aziridinierungen (sowie NH-
Insertion auf Carbene) [22]. Darüber hinaus werden Corrole weitgehend im Bereich der Farbstoff-
Solarzellen (DSSC: Dye Sensitized Solar Cells) [23] eingesetzt, welche Sonnenenergie effizient in 
Strom umwandeln und vielversprechende Ergebnisse zeigen. Eine weitere gute Anwendung für 
Corrole ist die photodynamische Therapie (PDT). Im Vergleich mit verschiedenen Porphyrinen 
zeigen Corrole ausgezeichnete Wirksamkeit bei der Hemmung der Endothelien-Zellproliferation, 
sowie Tumorprogression und  Metastasierung [24] [25]. All diese Prozesse beruhen auf den 
chemischen und photophysikalischen Eigenschaften der Corrole. Für Anwendungen wie PDT sind 
langlebige angeregte Triplett-Zustände des Corroles erforderlich, um den Singulett-Sauerstoff zu 
maximieren. Diese Zustände werden durch effizientes ISC (intersystem crossing) erzeugt, das 
durch den Einschluß von Schwermetallen oder Schweratom-Substituenten in dem Corrole Molekül 
erzielt wird [64]. Grundlegend für ein genaues Verständnis der reaktiven Vielfalt ist eine genaue 
Kenntnis der photophysikalischen Eigenschaft der Corrole. 

1.2.1 Aluminium Corrole und bromierte Aluminium Corrole 

Abbildung 1.7  L1 und L2 sind axiale Liganden. Al(tpfc)(py)1: L1 = pyridine, kein L2, X =H. Al-tpfc(py)2: 
L1 = L2 = pyridine, X = H. Br8Al(tpfc)(py)1: L1 = pyridine, kein L2, X = Br. Al-Br8Al(tpfc)(py)2: L1 = L2 = 
pyridine, X = Br [64]. 

Durch die Substitution der Meso-Brücke wird die Symmetrie des Makrozyklus im Vergleich zu 
Porphyrin reduziert. Das macht die Corrole instabil. Deshalb besitzen viele verschiedene Corrole 
außer Metall-Liganden zusätzlichen Liganden zur Stabilisierung. Das Aluminium Corrole hat 
zusätzlich zum Metall-Ligand Al(III) einen oder zwei weiteren Liganden zur Stabilisierung. Wir 
haben Pyridin verwendet. Es bilden sich relativ stabile hexa- und pentakoordinierte Komplexe. Ihre 
chemischen Strukturen sind in Abbildung 1.7 gezeigt. Der hexakoordiniert Komplex besitzt zwei 
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Pyridin-Liganden, der pentakoordiniert Komplex besitzt einen. Die entsprechenden 
Bezeichnungen lauten Al(tpfc)(py)2 und Al(tpfc)(py)1. Tpfc ist die Abkürzung für die chemische 
Formel der Corrole 5,10,15-tris (pentafluorophenyl). Die bromierten Aluminium Corrole werden 
im Folgenden mit Br8Al(tpfc) bezeichnet, und Br8Al(tpfc)(py)2 und Br8Al(tpfc)(py)1 stehen 
entsprechend für ihre hexa- und pentakoordinierten Komplexe. In Abbildung 1.8 sind die 
stationären Absorptionsspektren der Al(tpfc)(py)1, Al(tpfc)(py)2 und Br8Al(tpfc)(py)2 dargestellt. 
Analog zu den üblichen Bezeichnungen bei Porphyrinen nennen wir die Absorptionsbanden um 
600 nm Q-Band und Banden um 400 nm Soret-Band, welches abgekürzt auch B-Band genannt 
wird.  
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Abbildung 1.8 Stationäre Absorptionsspektren der Proben. Für jede Probe wurde ein konstanter Untergrund 
abgezogen, gebildet aus den Werten mit λ > 700nm. Die Soretbande-Absorption ist deutlich größer als die 
Absorption der Q-Bande. Die Soret-Banden sind bei guter Absorption der Q-Bande (> 0,3OD) gesättigt. 
 
Die photophysikalischen Eigenschaften von Metallocorrolen wurden nicht so umfassend wie die 
der Metalloporphyrine untersucht, obwohl Fortschritte in Richtung des Verständnisses der 
Singulett-Anregungszustände von Gallium- und Aluminium-Derivaten gemacht wurden. 
Aluminium Corrole, sind fluoreszierend mit einer hohen Quantenausbeute von 0,76 und somit 
höher als die von Porphyrinoiden [28]. Diese Eigenschaft wird der Kombination der 
elektronenziehenden meso-C6F5-Substituenten, dem Aluminium, und der Planarität des 
Makrocyclus zugeschrieben. [29] [65] Das bromierte Aluminium Corrole, ein Derivat der 
Aluminium Corrole, zeigt in EPR (electron paramagnetic resonance) Untersuchungen die Bildung 
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gut sichtbarer Tripletts [32], die bei nicht-bromierten Aluminium Corrolen nicht gefunden wurden 
[32] [30], obwohl die Entstehung von Singulet-Sauerstoff bei der Anregung von Al-Corrolen 
nachgewiesen wurde  [31] [63]. Wenn Singulet-Sauerstoff sich bilden kann, muss sich ein Teil der 
Al-Corrole in einem Triplett-Zustand befinden. Das heißt, die Triplett-Ausbeute für nicht-
bromierte Aluminium Corrole ist sehr gering, oder der entstehende Triplett relaxiert im 
thermischen Gleichgewicht so schnell, dass er mit dem EPR Verfahren nicht nachgewiesen werden 
kann. Jedoch wird die Bildung des Tripletts durch die Bromierung stark beeinflusst. Diese 
Eigenschaften werden durch die Interaktion ihrer elektronischen Übergänge beeinflusst. Um sie 
besser zu verstehen, werden die Aluminium Corrole und die bromierten Aluminium Corrole mit 
der VIS Pump-IR Probe Spektroskopie untersucht. 
 
Die zu untersuchende Probe erhielten wir von der Arbeitsgruppe Zeev Gross. Sie wurde in Toluol 
gelöst. Von Messungen an Al-Corrolen ist bekannt, dass bei niedriger Pyridinkonzentration, 
Al(tpfc)(py)2 im Gleichgewicht mit Al(tpfc)(py)1 steht [29]. Der Verlust eines Liganden führt zu 
signifikanten Änderungen im Absorptionsspektrum. Es wurde berichtet, dass Gleichgewicht durch 
Lichtanregung gestört wird, wodurch ein Ausgleichprozess einsetzt. Der Ausgleichprozess findet 
auf einer Zeitskala mehrerer Nanosekunden statt, ähnlich der S1 Lebensdauer. Deshalb habe ich 
die Al(tpfc)(py)2 und Br8Al(tpfc)(py)2 Proben, die für VIS-IR Messungen verwendet werden, alle 
in hohen Pyridinkonzentrationen angesetzt und das Spektrum überprüft, um sicher zu stellen, dass 
nur hexakoordinierte Al-Corrole untersucht werden. 
 

1.2.2   Zielsetzung 

 
Ein Ziel dieser Arbeit ist durch die Untersuchung der Q-Bande und Soret Bande von 
hexakoordiniertem Aluminium Corrole Al(tpfc)(py)2 und bromiertem Aliminium Corrole  
Br8Al(tpfc)(py)2 die photophysikalischen Eigenschaften der beiden Corrole möglichst vollständig 
zu erforschen. Folgende Punkte sollen so weit wie möglich geklärt werden: Ob eine Aufspaltung 
des Q-Bands bei Aluminium-Corrole durch die reduzierende Symmetrie im Vergleich zu Prophyrin 
entsteht;  ob sich ein Triplett Zustand bei Aliminium Corrole bilden kann, wenn ja, wann er sich 
bildet und wie sieht die Dynamik des S1→T1 Transfers aus. 
 
Ein anderes Ziel ist, den Einfluss auf die photophysikalischen Eigenschaften des Metallocorroles 
beim Ersetzen des Schweratomes (Brom) an der Peripherie des Makrozykluses durch Vergleichen 
der Messungsergebnisse von Al(tpfc)(py)2 und Br8Al(tpfc)(py)2 zu charakterisieren. Dies liefert 
wichtig Informationen für die Entwicklung eines optimalen Corrole basierten Elektronen- und 
Energietransfer-Komplexes.  
 
Dazu werden bal-Pol-fs-PPS Messungen durchgeführt. Die Proben werden mit verschiedenen 
Laserspulsen, die den Maxima der verschiedenen Absorptionsbanden  der Q-Bande entsprechen, 
angeregt (400 nm, 450 nm, 540 nm, 580 nm, 620 nm, für Al(tpfc)(py)2  und 400 nm, 450 nm, 590 



  

17 
 

nm, 640 nm für Br8Al(tpfc)(py)2). Die C=C Streckschwingung um 1500 cm-1 (1470-1540 cm-1) 
wird abgetastet. Sowohl die zeitlichen und spektralen Informationen, als auch  die Winkel zwischen 
den verschiedenen angeregten elektronischen Übergangsdipolmomenten μel und einem einzelnen 
Schwingungsübergangsdipolmoment μvib innerhalb des Corrole-Moleküls werden bestimmt. 
Darüber hinaus werden die Orientierungen der elektronischen Übergangsdipolmomente bestimmt, 
die Absorptionsbanden der Corrole zu verschiedenen elektronischen Übergangsdipolmomenten 
zugeordnet, der Zustand des Tripletts und der Prozess zur Bildung des Tripletts von Al(tpfc)(py)2 
und Br8Al(tpfc)(py)2 charakterisiert. 
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Kapitel 2                                                                                                                             
Experimentelle Methoden  
 

 

2.1  Theoretische Grundlagen für die   Ultrakurzeitspektroskopie 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
Proben, wie Phytochrom oder Corrole, können durch lichtinduzierte Anregung aus dem 
elektronischen Grundzustand in den angeregten Zustand überführt werden. Direkt im Anschluss an 
die Anregung finden verschiedene Relaxationsprozesse statt, um die Überschussenergie zu 
equilibrieren. Dabei können unterschiedliche Zustände besetzt werden. Zustände, wie der 
elektronisch initial angeregte Zustand, relaxierte elektronisch angeregte Zustände, Produkt- und 
Grundzustände sind im Allgemeinen mit einer Änderung der Absorption verbunden. Im Folgenden 
wird beschrieben, wie diese Absorptionsänderung polarisations- und zeitaufgelöst verfolgt werden 
kann. 
 

2.1.1 Licht-Materie Wechselwirkung 

  
Die Wechselwirkung eines elektromagnetischen Lichtfeldes mit der Probe kann durch die 
elektrische Feldverschiebung D beschrieben werden. In einem dielektrischen Material bewirkt die 
Anwesenheit eines elektrischen Feldes E, dass die gebundenen Ladungen des  Materials 
(Atomkerne und deren Elektronen) sich verschieben und es wird ein lokales elektrisches 
Dipolmoment induziert. Die elektrische Feldverschiebung D ist definiert als 
 
                                                      𝐷𝐷 = 𝜀𝜀0𝐸𝐸 + 𝑃𝑃                                                                         (2.1) 
 
E ist das einfallende elektrische  Feld und P ist die makroskopische Polarisation, als Antwort auf 
E. In der linearen Optik stellt sich die Polarisation als Faltung zwischen linearer Suszeptibilität  χ 
(1) (1. Ordnung) und elektrischem Feld E dar: 
 
                              Ƥ(𝑟𝑟, 𝑡𝑡) = Ɛ0 ∫ ∫ 𝜒𝜒(1)∞

−∞
∞

−∞ (𝑟𝑟 − 𝑟𝑟´, 𝑡𝑡 − 𝑡𝑡´) ∙ 𝐸𝐸(𝑟𝑟´, 𝑡𝑡´)𝑑𝑑𝑑𝑑´𝑑𝑑𝑑𝑑´  .                       (2.2) 
 
Ist E eine monochromatische, ebene Welle mit E (r, t) = E (k, ω) = E0 (k. ω) exp (ik ∙ r-iωt), wobei 
𝑘𝑘 = �𝑘𝑘�⃗ � = 𝜔𝜔/𝑐𝑐, dann liefert das Faltungstheorem[66] 
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Ƥ(𝑘𝑘, 𝜔𝜔) = � � Ƥ(𝑟𝑟, 𝑡𝑡)
∞

−∞

∞

−∞

𝑒𝑒𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 

               = Ɛ0 � � � � � 𝜒𝜒(1)
∞

−∞

∞

−∞

(𝑟𝑟 − 𝑟𝑟´, 𝑡𝑡 − 𝑡𝑡´) ∙ 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑�
∞

−∞

∞

−∞

∙ 𝐸𝐸(𝑟𝑟´, 𝑡𝑡´)𝑒𝑒𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑑𝑑𝑑𝑑´𝑑𝑑𝑑𝑑´ 

               
              = Ɛ0 ∫ ∫ � ∫ ∫ 𝜒𝜒(1)∞

−∞ (𝑟𝑟 − 𝑟𝑟´, 𝑡𝑡 − 𝑡𝑡´)∞
−∞ ∙ 𝑒𝑒𝑖𝑖𝑖𝑖�𝑡𝑡−𝑡𝑡′�𝑑𝑑(𝑟𝑟 − 𝑟𝑟′)𝑑𝑑(𝑡𝑡 − 𝑡𝑡′)�∞

−∞ ∙∞
−∞   

 
                    𝑒𝑒𝑖𝑖𝑖𝑖𝑡𝑡′𝐸𝐸(𝑟𝑟´, 𝑡𝑡´)𝑑𝑑𝑑𝑑´𝑑𝑑𝑑𝑑´  
          
             =    Ɛ0�∫ 𝜒𝜒(1)∞

−∞ (𝑟𝑟′′, 𝑡𝑡′′) ∙ 𝑒𝑒𝑖𝑖𝑖𝑖𝑡𝑡′′𝑑𝑑𝑟𝑟′′𝑑𝑑𝑡𝑡′′� ∙ �∫ ∫ 𝐸𝐸(𝑟𝑟´, 𝑡𝑡´)𝑒𝑒𝑖𝑖𝑖𝑖𝑡𝑡′∞
−∞ 𝑑𝑑𝑑𝑑´𝑑𝑑𝑑𝑑∞ 

−∞ ´�                       
           
             =𝜀𝜀0𝜒𝜒(1)(k,ω) ∙ E(k,ω)                              
 
die bekannte Relation          
 
                            P(k,ω)= 𝜀𝜀0𝜒𝜒(1)(k,ω) ∙ E(k,ω).                                                                           (2.3) 
 
Die elektrische Suszeptibilität χ ist bei Dipol-Approximation (𝜆𝜆 ≫ 𝑑𝑑𝑒𝑒 , 𝜆𝜆 ist die Wellenlange des 
Lichtes, 𝑑𝑑𝑒𝑒 ist der Abstand des elektrischen Dipols) unabhängig von r, dabei sind sowohl 
𝜒𝜒(1)(𝑘𝑘, 𝜔𝜔) als auch Ɛ(k, ω) unabhängig von k. (2.2) und (2.3) können daher vereinfacht werden zu: 
                                          
                                         P(ω)= 𝜀𝜀0𝜒𝜒(1)(ω) ∙ E(ω)                                                                        (2.4) 
 
                                        𝑃𝑃(𝑡𝑡) = Ɛ0 ∫ 𝜒𝜒(1)𝑡𝑡

−∞ (𝑡𝑡 − 𝑡𝑡´) ∙ 𝐸𝐸(𝑡𝑡´)𝑑𝑑𝑑𝑑´                                                (2.5) 
 
Für genügend starke elektrische Felder ist dies jedoch nicht mehr gegeben. Daher kann die 
Polarisation P in Abhängigkeit von E in eine Reihe von Potenzen von E entwickelt werden, 
wobei 𝝌𝝌 (n) die Suszeptibilität n-ter Ordnung ist. Wenn E als eine Gruppe von 
monochromatischen, ebenen Wellen ausgedrückt werden kann 
 
                                              𝐸𝐸(𝑟𝑟, 𝑡𝑡) = ∑ 𝐸𝐸(𝑘𝑘𝑖𝑖, 𝜔𝜔),𝑖𝑖                                                                    (2.6) 
   
dann ergibt sich für den linearen Fall die Polarisation zu 
 
                                       𝑃𝑃(𝜔𝜔) = 𝜀𝜀0[𝑃𝑃(1)(𝜔𝜔) + 𝑃𝑃(2)(𝜔𝜔) + 𝑃𝑃(3)(𝜔𝜔) + ⋯ ]                                (2.7) 
 
mit  
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𝑃𝑃(1)(𝜔𝜔) = 𝜀𝜀0𝜒𝜒(1)(𝜔𝜔) ∙ 𝐸𝐸(𝜔𝜔), 
𝑃𝑃(2)(𝜔𝜔) = 𝜀𝜀0𝜒𝜒(2)(𝜔𝜔 = 𝜔𝜔1 + 𝜔𝜔2): 𝐸𝐸(𝜔𝜔1) 𝐸𝐸(𝜔𝜔2),                                                     
𝑃𝑃(3)(𝜔𝜔) = 𝜀𝜀0𝜒𝜒(3)(𝜔𝜔 = 𝜔𝜔1 + 𝜔𝜔2 + 𝜔𝜔3): 𝐸𝐸(𝜔𝜔1) 𝐸𝐸(𝜔𝜔2)𝐸𝐸(𝜔𝜔3),                                     (2.8) 

 
Wenn man berücksichtigt, dass das elektrische Feld E eigentlich ein Vektor ist, dann werden die 
linearen und nichtlinearen Suszeptibilitäten Tensoren. In Medien mit Inversionssymmetrie wie 
isotropen Medien, verschwinden Suszeptibilitäten geradzahliger Ordnung, weil die Polarisation P 
eine ungerade Funktion ist.  D. h. bei einer Richtungsumkehr des elektrischen Feldes kehrt  
gleichzeitig die Richtung von P um, so verschwinden die geraden Potenzen von E in (2.7). Daher 
ist die Frequenzverdopplung in verlustfreien Kristallen mit Inversionssymmetrie nicht möglich und 
für die meisten Medien ist die niedrigste auftretende Ordnung die Nichtlinearität 3. Ordnung. 
 
 

2.1.2 Die Anwendung der Nichtlinearen Prozesse 

 
Effekte zweiter Ordnung, Frequenzmischung 
 
Nichtlineare optische Prozesse zweiter Ordnung werden  in der Erzeugung der zweiten 
Harmonischen (SHG), Summenfrequenzerzeugung (SFG) und Differenzfrequenzerzeugung 
(DFG) ausgenutzt ([67] [68] [69]). Für die beiden einfallenden elektromagnetischen Felder 𝐸𝐸1𝑒𝑒𝑖𝑖𝜔𝜔1𝑡𝑡 
und 𝐸𝐸2𝑒𝑒𝑖𝑖𝜔𝜔2𝑡𝑡 mit den beiden Frequenzen ω1 und ω2, und mit der Polarisation 2. Ordnung P(2) gilt: 
 
P(2) ∝ 𝐸𝐸1

2𝑒𝑒𝑖𝑖(2𝜔𝜔1)𝑡𝑡 + 𝐸𝐸2
2𝑒𝑒𝑖𝑖(2𝜔𝜔2)𝑡𝑡 + 2𝐸𝐸1

2 + 2𝐸𝐸2
2 + 2𝐸𝐸1𝐸𝐸2𝑒𝑒𝑖𝑖(𝜔𝜔1−𝜔𝜔2)𝑡𝑡 + 2𝐸𝐸1𝐸𝐸2𝑒𝑒𝑖𝑖(𝜔𝜔1+𝜔𝜔2)𝑡𝑡.                 (2.9) 
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Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der Erzeugung der zweiten Harmonischen (SHG), der 
Summenfrequenzerzeugung (SFG) und der Differenzfrequenzerzeugung (DFG).  
Dabei werden folgende neue Frequenzen erzeugt: 
 

2𝜔𝜔1                 SHG 
2𝜔𝜔2                 SHG 
𝜔𝜔1 + 𝜔𝜔2          SFG 
𝜔𝜔1 − 𝜔𝜔2          DFG 

          
Diese Prozesse sind wichtig, um die gewünschten Wellenlängen in der Femtosekunden-
Spektroskopie zu erzeugen; eine schematische Darstellung ist in Abbildung 2.1 gegeben.  
  
 

 
 

 
Abbildung 2.2 Schematische Darstellung des OPA Prozesses mit a) 𝜔𝜔𝑠𝑠 = 𝜔𝜔𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠, Signalstrahlung ist die 
Seedstrahlung  b) 𝜔𝜔𝑖𝑖 = 𝜔𝜔𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠, Idlerstrahlung ist die Seedstrahlung. 
 
Für die Pump-Probe-Experimente werden SHG, SFG und DFG verwendet. Ein weiterer wichtiger 
Prozess ist die optische parametrische Verstärkung (OPA) [68] [69], die der DFG ähnlich ist. Der 
Prozess läuft analog zu der in Abb. 2.1 dargestellten DFG. So wie in Abb. 2.2 gezeigt, schickt man 
in einen nichtlinearen Kristall eine intensive Welle mit der Frequenz 𝜔𝜔𝑝𝑝 (Pump-Licht, analog 𝜔𝜔1) 
und eine schwache Signalwelle mit einer niedrigeren Frequenz 𝜔𝜔𝑠𝑠 (analog 𝜔𝜔2), so kann diese 
verstärkt werden. Die Pumpwelle wird dabei in eine Signalwelle und eine Differenzwelle (Idler-
Licht) mit der Frequenz 𝜔𝜔𝑖𝑖 = 𝜔𝜔𝑝𝑝 − 𝜔𝜔𝑠𝑠 (analog 𝜔𝜔3) umgewandelt. In diesem optisch-
parametrischen Prozess werden aus einem ankommenden Photon (Pump-Photon) mit der Frequenz 
ωp  zwei Photonen mit den Frequenzen ωs und ωi erzeugt. Der Strahl mit der geringeren 
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Photonenenergie (E = ℏωi) wird Idler genannt, der mit der höheren Energie (E = ℏωs) Signal. Die 
Frequenz von Signal- und Idler-Licht und die Effizienz  des Idler-Lichts lassen sich dabei durch 
die Wahl der Phasenanpassung (siehe unten) variieren. Für alle nichtlinearen Prozesse der 
Frequenzerzeugung gilt die Energieerhaltung, so dass kein Energieverlust bei diesem Prozess 
auftritt: 
                                                 
                                              𝐸𝐸 = ∑ 𝐸𝐸𝑛𝑛𝑛𝑛 = ℏ ∑ 𝜔𝜔𝑛𝑛𝑛𝑛                                                                   (2.10) 
 
Effekte dritter Ordnung 
 
In Medien mit Inversionszentrum ist der niedrigste nichtlineare Term von 3. Ordnung.  Für den 
allgemeinen Fall besteht das Feld E (t) aus mehreren unterschiedlichen Frequenzkomponenten, 
wodurch der Ausdruck für 𝑃𝑃(3) sehr kompliziert wird. Aus diesem Grund haben wir zunächst den 
einfachen Fall als Beispiel gegeben, dass das angelegte Feld ein monochromatisches ist. Mit: 
 
                                             𝐸𝐸(𝑡𝑡) = 𝐸𝐸0 cos(𝜔𝜔𝜔𝜔) = 1

2
𝐸𝐸0(𝑒𝑒𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 + 𝑒𝑒−𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖),                                  (2.11) 

 
wird die nicht-lineare Polarisation zu: 
 

                    𝑝𝑝(3)(𝑡𝑡) = 𝜖𝜖0𝜒𝜒(3)(𝐸𝐸(𝑡𝑡))3  

                                = 𝜖𝜖0𝜒𝜒(3) �1
2

𝐸𝐸0�𝑒𝑒𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 + 𝑒𝑒−𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖��
3
 

                                = 1
4

𝜒𝜒(3)𝐸𝐸0
3𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐3𝜔𝜔𝜔𝜔 + 3

4
𝜒𝜒(3)𝐸𝐸0

3𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 

                                = 1
4

𝜒𝜒(3)𝐸𝐸0
3𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐3𝜔𝜔𝜔𝜔 + 3

4
𝜒𝜒(3)|𝐸𝐸0|2𝐸𝐸0𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐                        (2.12) 

 
Die erste Komponente entspricht der Erzeugung der dritten Harmonischen (THG) [68] [69], was 
unter bestimmten Voraussetzungen, wie z. B. Phasenanpassung, stattfinden kann. Die zweite 
Komponente entspricht einer intensitätsabhängigen Polarisation des erzeugenden Feldes, was zu 
einem intensitätsabhängigen Brechungsindex 𝑛𝑛(𝐼𝐼) 
 

                     𝑛𝑛(𝐼𝐼) = (1 + 𝜒𝜒)1 2⁄ = �1 + 𝜒𝜒(1) + 3
4

𝜒𝜒(3)|𝐸𝐸0|2�
1 2⁄

≅ 𝑛𝑛0(1 + 1
2𝑛𝑛02 𝜒𝜒𝑁𝑁𝑁𝑁)              (2.13) 

 
 

führt, wobei 𝑛𝑛0 = (1 + 𝜒𝜒(1))
1
2 und 𝜒𝜒𝑁𝑁𝑁𝑁 = 3

4
𝜒𝜒(3)|𝐸𝐸0|2 sind [70]. Für kleine 

Brechungsindexänderungen 𝜒𝜒𝑁𝑁𝑁𝑁 ≪ 𝑛𝑛0
2 vereinfacht man 2.13 zu 

 

                                          𝑛𝑛(𝐼𝐼) = 𝑛𝑛0 + 3𝜒𝜒(3)

8𝑛𝑛0
|𝐸𝐸0|2 = 𝑛𝑛0 + 𝑛𝑛2𝐼𝐼.                                                 (2.14) 
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D. h. 𝑛𝑛2 ist proportional zu 𝜒𝜒(3) (𝑛𝑛2 = 3𝜒𝜒(3)

8𝑛𝑛0
) und mit steigender Intensität 𝐼𝐼 wird der 

intensitätsabhängige Brechungsindex n erhöht. 
 
Selbstfokussierung 
 
Einer der Prozesse, die als Folge des intensitätsabhängigen Brechungsindex auftreten können, ist 
die Selbstfokussierung, welche in Abb. 2.3 dargestellt ist. Dieser Prozess kann auftreten, wenn ein 
Lichtstrahl mit einer ungleichmäßigen transversalen Intensitätsverteilung sich durch ein Material 
ausbreitet, bei dem n2 positiv ist. So wird sich der Brechungsindex n(r) im Zentrum aufgrund der 
Nichtlinearitäten vergrößern, während der Puls sich in den Flanken kaum ändert. Damit wird im 
Zentrum auch der optische Weg länger als in den Flanken, wodurch die Phasenflächen gekrümmt 
werden. Das Medium wirkt wie eine Linse und fokussiert den Puls, was zur weiteren Steigerung 
der Intensität im Zentrum führt. Falls der Fokus dabei noch im Medium liegt, werden die 
Lichtintensitäten bei der Fokussierung oft so hoch, dass weitere, höhere Nichtlinearitäten bis zur 
Zerstörung des Mediums auftreten können [70]. 
 

 
 
Abbildung 2.3 Selbstfokussierung eines intensiven Laser-Strahls in einem nichtlinearen Medium. Die 
gaußförmig verteilte Intensität führt zu einem erhöhten Brechungsindex im Zentrum des Strahls.   
 
Selbstfokusierung tritt bei allen Hochleistungslasersystemen auf, bei denen hohe Intensitäten und 
dicke Optiken notwendig sind. Die zerstörerische Wirkung der Selbstfokussierung kann durch 
überlegtes Design und Verwendung von großen Strahlquerschnitten vermieden werden. 
Selbstfokusierung kann als erwünschter optischer Schaltmechanismus eingesetzt werden. 
Beispielsweise wird sie beim so genannten „Kerr-Lense-Modelocking“ in Lasern für die 
Erzeugung von Lichtimpulsen im 10fs-Bereich eingesetzt. 
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Abbildung 2.4 Selbstphasenmodulation. a) Intensitätsverteilung eines Gauß fs Lichtpulses. b) Die zeitliche 
Ableitung der Intensität dieses Pulses. τ ist die Hälfte der Pulsdauer. Die Pulsdauer wird aus der vollen 
Halbwertsbreite (FWHM) bestimmt. Die zeitabhängige Frequenzänderung folgt der zeitlichen Ableitung 
der Intensität, und führt zu einem verbreiterten Spektrum. 
 
Selbst-Phasen-Modulation 
 
In der Pump-Probe-Spektroskopie verwenden wir ultrakurze Lichtpulse (im fs-Bereich), die eine 
hohe Intensität aufweisen.  Aus Gleichung 2.14  ergibt sich, dass dadurch der Brechungsindex 
örtlich variieren wird.  Die Nichtlinearität des Brechungsindex wirkt über die Wellenzahl 𝑘𝑘 =
2𝜋𝜋𝜋𝜋/𝜆𝜆 direkt auf die Phasen des Lichtimpluses: An der Stelle x im Medium gilt 
 
 
                                              𝐸𝐸(𝑥𝑥, 𝑡𝑡) = 𝐸𝐸0(𝑡𝑡)𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐[𝜑𝜑(𝑥𝑥, 𝑡𝑡)],                                                         (2.15) 
 
dabei ist die Phase  
 
                        𝜑𝜑(𝑥𝑥, 𝑡𝑡) = 𝜔𝜔0𝑡𝑡 − 𝑘𝑘𝑘𝑘 = 𝜔𝜔0𝑡𝑡 − 2𝜋𝜋𝑛𝑛0 𝑥𝑥 𝜆𝜆0⁄ − 2𝜋𝜋𝑛𝑛2𝐼𝐼(𝑡𝑡) 𝑥𝑥 𝜆𝜆0⁄ .                             (2.16) 
 
Die Momentanfrequenz ergibt sich zu 
 

                                            𝜔𝜔(𝑡𝑡) = 𝜕𝜕𝜕𝜕(𝑥𝑥,𝑡𝑡)
𝜕𝜕𝜕𝜕

= 𝜔𝜔0 − 2𝜋𝜋𝑛𝑛2𝑥𝑥
𝜆𝜆0

𝜕𝜕𝐼𝐼(𝑡𝑡)
𝜕𝜕𝜕𝜕

,                                                    (2.17) 
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d. h. die Frequenz des Lichtpulses wird zeitabhängig. Und so wie in Abb. 2.4 gezeigt gilt:  Je kürzer 
der Lichtimpuls und je größer die Intensitätsänderung, desto größer ist die maximale 
Frequenzverschiebung. Da die Intensität von Null auf einen Maximalwert ansteigt und dann wieder 
auf Null abfällt, wird zu Beginn des Pulses die Frequenz abfallen (Rotverschiebung). Im Bereich 
des Maximums nimmt dann die Frequenz zu (erzeugt die blau verschobenen Frequenzen) und fällt 
am Ende des Lichtpulses wieder auf den Wert 𝜔𝜔0 ab.  
 
Die damit zeitlich einhergehende modulierende Frequenzverbreiterung wird Selbst-Phasen-
Modulation (SPM) genannt. Es gibt noch einen anderen ähnlichen Effekt,  der oft als 
Kreuzphasenmodulation (XPM) bezeichnet wird. Bei diesem Prozess wird die Phase des 
kohärenten Probe-Impulses durch Interaktionen eines nicht-linearen Mediums und des Pump-
Impulses modifiziert. In dieser Arbeit  taucht dieser Effekt  auch auf und zwar wirkt das CaF2 
Probenfenster als nicht-lineares Medium.  
 

 
 
Abbildung 2.5 Ein Foto des Weißlichtes im  pump-Aufbau. 
 
Die Selbstfokussierung und SPM  werden in dieser Arbeit zur Weißlichterzeugung ([68] [71]) 
verwendet. Der einfallende fs-Laserpuls wird zuerst in einem Saphir-Kristall selbstfokussiert, und 
durch Selbst-Phasen-Modulation ein Superkontinuum erzeugt. Weil dieses Superkontinuum im 
sichtbaren Spektralbereich oftmals weiß aussieht, nennt man es Weißlicht.  
 
Das Weißlicht  wird als Signal-Licht zur Erzeugung  kurzer Lichtimpulse oder als Abtastimpuls 
verwendet. Ein Foto des Weißlichts meines Experiments ist  in der Abbildung 2.5 dargestellt. 
 
Phasenanpassung 
 
Die Effizienz der nichtlinearen Effekte ist davon abhängig, ob die Partialwellen, die von den 
individuellen Oszillatoren des Dielektrikums emittiert werden, konstruktiv interferieren. Induzierte 
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schwingende Dipole in einem Medium sind Quellen elektromagnetischer Wellen, die sich mit der 
Phasengeschwindigkeit ausbreiten. 
 
                                                         𝜗𝜗𝑝𝑝ℎ𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 = 𝜔𝜔

�𝑘𝑘�⃑ �
= 𝑐𝑐0

𝑛𝑛(𝜔𝜔)
                                                              (2.18) 

 
Wenn sich die Phasengeschwindigkeiten der eingestrahlten Welle (Grundwelle) und der erzeugten 
Wellen (Oberwelle) unterscheiden, tritt keine konstruktive Interferenz auf. Je größer der 
Unterschied der Brechungsindizes beider Wellen ist, desto kleiner ist die Kohärenzlänge 𝑙𝑙𝑐𝑐 =
𝜆𝜆𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺/(2[𝑛𝑛𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂 − 𝑛𝑛𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺]) nach der es zur Auslöschung kommt [72]. 
 
Phasenanpassung und somit konstruktive Interferenz kann verstanden werden als Energie- und 
Impulserhaltung. Beide müssen erfüllt sein, wenn nichtlineare Effekte, z.B. SFG, stattfinden. Die 
Energieerhaltung ist gegeben durch die Beziehung  
                                                 
                                                          ∑ ℎ𝜔𝜔𝑖𝑖

𝑖𝑖𝑖𝑖
𝑖𝑖 = ∑ ℎ𝜔𝜔𝑗𝑗

𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜
𝑗𝑗  .                                                          (2.19) 

 
Aus der Impulserhaltung der Photonen, die in die gleiche Richtung laufen, folgt dann  
                                                          ∑ 𝑘𝑘�⃑ 𝑖𝑖

𝑖𝑖𝑖𝑖
𝑖𝑖 = ∑ 𝑘𝑘�⃑ 𝑗𝑗

𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜
𝑗𝑗      .                                                           (2.20) 

 
wobei  𝑘𝑘�⃑  der Wellenvektor ist. 
 
                                                        �𝑘𝑘�⃑ � = 𝑛𝑛(𝜔𝜔) 𝜔𝜔

𝑐𝑐
= 𝜔𝜔

𝜗𝜗(𝜔𝜔)
= 2𝜋𝜋𝜋𝜋

𝜆𝜆
                                                 (2.21) 

 
Gleichung 2.20 ist die Bedingung der Phasenanpassung. 
 
Kristalle mit verschiedenen Achsen werden für die Frequenzkonvertierung verwendet. Ein 
typisches Material ist β-Barium-Borat (BBO), das doppelbrechende Eigenschaften aufweist, d. h. 
der Kristall hat eine ordentliche und eine außerordentliche optische Achse mit unterschiedlichen 
polarisationsabhängigen Brechungsindizes. Als Folge können die Polarisationen der einfallenden 
Strahlen und der Kristallwinkel so gewählt werden, dass (annähernd) die Phasenanpassung ([68] 
[69] [72] [73])  ermöglicht wird. Damit kann der nichtlineare Effekt effiziert durchgeführt werden. 
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2.2 Polarisationsaufgelöste Femtosekunden Pump-Probe 
Spektroskopie 
 

2.2.1 Femtosekunden Laserpulse  

 

Die Zeitskalen chemischer Reaktionen sind mit strukturellen Veränderungen der Moleküle, d. h. 
mit den Atombewegungen,  korreliert; molekulare Schwingungen dauern typischerweise zehn bis 
einige hundert Femtosekunden (fs, 1 fs=10-15 s) [74]. Um solche Reaktionen  verfolgen zu können, 
ist eine zeitliche Auflösung erforderlich, die  in der gleichen Größenordnung liegt. 
Diese wird mit ultrakurzen Laserpulsen erreicht. Als Lichtquelle dient das Ti:Saphir Lasersystem 
Legend USP-1 von Coherent mit regenerativem Verstärker. Es liefert Lichtimpulse bei einer 
Wellenlänge von ≈800 nm, die im Folgenden Fundamentale genannt wird. Die Fundamentale 
besitzt eine Pulsdauer von ≈80 fs und wird mit einer Frequenz von 1088Hz wiederholt. Die 
Pulsenergie der Fundamentalen liegt bei ca. 2,33 mJ. Davon werden 1,6 mJ zur Erzeugung der 
Pumppulse genutzt und 0.5 mJ für die Probepulse. Eine Beschreibung des Aufbaus folgt in 
Abschnitt 2.2.2. 
 

2.2.2 VIS - IR – Aufbau 

 
Bei der bal-Pol-fs-PPS erhält man im Vergleich zur normalen fs-PPS (Femtosekunden Pump-Probe 
Spektroskopie) Messungen zusätzliche Informationen über die Struktur der zu untersuchenden 
Moleküle. Das erreicht man durch das dichroitische Verhältnis: 𝐷𝐷 = 𝐼𝐼‖

𝐼𝐼⊥
 (siehe Kap. 3.3), wobei I∥ 

und I⏊ die Signaländerungen von zwei Probe-Strahlen sind, die senkrecht und parallel zum Pump-
Strahl polarisiert sind und die gleichzeitig detektiert werden.  Die Abbildung 2.6 zeigt den 
schematischen Aufbau des bal-Pol-fs-PPS -Experiments. Die Generierung der Pump- und Probe-
Pulse, in Abb. 2.6 als blaue und rote Boxen dargestellt, wird im Folgenden beschrieben.  
 
Der Probe-Strahl (rot) wird nach der Erzeugung in eine Verzögerungsstrecke (Delayline) 
eingekoppelt, mit der die Weglänge des Probe-Strahls geändert werden kann. Auf diese Weise 
kann die Zeitverzögerung zwischen den Pump- und den Probepulsen bis zu 1.8 ns variiert werden. 
Als minimalen Schritt der Zeitverzögerung werden bei uns je nach Experiment  20-70 fs verwendet. 
Direkt nach der Verzögerungsstrecke trifft der Probe-Puls auf einen Keil und wird in drei 
Teilstrahlen aufgespalten. Der durch den Keil transmittierte Anteil, detektiert über einen MCT 
(Mercury-Cadmium-Tellurid) -Einzeldetektor, dient  als Probe-Referenz. Einer der beiden 
reflektierten Anteile bleibt in der Polarisation unverändert (dunkelrot, horizontal polarisiert, 
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parallel zu Tischoberfläche). Die Polarisation des  anderen reflektierten Anteiles wird mit einem 
Periskop um 90o gedreht (dunkelblau, vertikal polarisiert, senkrecht zur Tischoberfläche), und 
danach in eine kleine Verzögerungsstrecke eingekoppelt. Mit Hilfe dieser kleinen 
Verzögerungsstrecke werden die Weglängen der beiden reflektierten Anteile ausgeglichen. Zwei 
Polarisationsfilter werden danach genutzt, um die Polarisationsrichtungen der Probe-Strahlen 
festzulegen und zu säubern. Sowohl die beiden Probe-Strahlen, als auch der Pump-Strahl werden 
mit einer bestimmten Anordnung in die Messkammer (Beschreibung s. unten) fokussiert und in 
einem Punkt überlagert. Die durch die Probe transmittierten zwei Probe-Strahlen werden ins 
Spektrometer eingekoppelt und auf einen 2-zeiligen MCT-Detektor mit jeweils 32 Elementen 
abgebildet. Die Signaländerungen I∥ und I⏊ werden gleichzeitig aufgenommen. 

Abbildung 2.6 Schematische Darstellung des Aufbaus. Ch.: Chopper,  PD: Photodiode, Pol: Polarisator, 
λ/2: λ/2-Plättchen,Spec: Spektrometer, IR Detektor (MCT). 
 
Es ist nicht vermeidbar, dass die gemessenen Absorptionsänderungen der Probesignale  I∥ und I⏊ 
von dem Überlapp der drei Strahlen beeinflusst werden. Diese Einflüsse können zu verfälschten 
Messergebnissen führen. Um sie herauszurechnen, benötig man eine  Methode um den Überlapp 
des Pumppulses mit den Probepulsen von I∥ und I⏊ zu korrigieren. In dieser Arbeit ermittle ich die 
Einflüsse durch Vergleichen zweier Messungen, die unter ansonsten gleichen Bedingungen außer 
der Polarisationsrichtung des Pump-Strahlens durchgeführt sind. Die genaue Beschreibung dieses 
Vorgehens liefert Signalkorrekturen, die in Abschnitt 3.1 beschrieben sind. 
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Der Pump-Strahl (blau) wird nach der Pump-Puls-Generierung (blaue Box) durch einen Chopper 
(Ch.) geschickt. Jeder zweite  Pump-Puls wird durch den Chopper geblockt,       d.h. der Chopper 
übernimmt das Ein- und Ausschalten der Pump-Pulse mit einer Frequenz von 544Hz (1088Hz/2). 
Der Chopper wird mit dem Triggersignal des Lasers (1088Hz) synchronisiert. Ein 
Neutraldichtefilter wird zur stufenlosen Abschwächung der Strahlleistung genutzt. Der Rückreflex 
des Neutraldichtefilters wird mit einer Photodiode (PD) gemessen, um die Pump-Stabilität zu 
überwachen. Analog zum Probe-Puls wird der Pump-Puls  auch durch einen Polarisator (pol.) 
geschickt, um unerwünschte Polarisationsrichtungen zu eliminieren. Ein λ/2-Plättchen benutzt man 
nach dem Polarisator  um die Pump-Polarisationsrichtung beizubehalten oder um 90o zu ändern. 
Damit kann die Messung nicht nur mit horizontaler, sondern auch mit vertikaler Pump-Polarisation 
(im Vergleich zur Tischoberfläche) durchgeführt werden. Bei manchen Messungen verwendet man 
auch einen Shutter, um den Pump-Strahl zu blockieren und damit unnötige Beleuchtung der 
lichtempfindlichen Proben zu vermeiden. 
 
Der Pump-, sowie die beiden Probe-Strahlen werden durch Konkavspiegeln in die Probe fokussiert.  
Alle drei Strahlen müssen in der Probe räumlich dasselbe Probevolumen treffen, und auf die 
maximale Änderung des Abtastsignales optimiert zu werden. Die Anordnung der drei Strahlen wird 
im folgenden Abschnitt beschrieben. Die zeitliche Überlagerung zwischen Pump-Strahl und den 
beiden Probe-Strahlen wird durch eine Eichmessung mit einem Germaniumplättchen bestimmt; 
daraus ergibt sich der Zeitnullpunkt der Verzögerungsstrecke (siehe unten). Der Fokus des 
Pumppulses (𝐷𝐷 ≈ 500𝜇𝜇𝜇𝜇) ist größer als der  des Probepulses (𝐷𝐷 ≈ 300𝜇𝜇𝜇𝜇). Somit liegt das 
gesamte abgetastete Probevolumen im angeregten Bereich. Die durch die Probe transmittierten 
Probe-Strahlen werden in das Spektrometer ((Triax 320, Jobin Yvon Horiba)) fokussiert und 
spektral aufgelöst auf einen 2-zeiligen MCT-Detektor mit jeweils 32 Elementen abgebildet. Das 
Signal wird danach verstärkt und mittels Computer aufgenommen. Der Computer wird auch 
verwendet,  um den Chopper und die Verzögerungsstrecke zu kontrollieren. 
 
 
Erzeugung der Anregungspulse  
 
Zur Anregung von Corrolen und Phytochromen wurden Pump-Wellenlängen im Bereich von 430 
- 730 nm mit Hilfe von nichtlinearen Prozessen (Kapitel 2.1) erzeugt. In dieser Arbeit wird die 
Erzeugung durch einen vierstufigen Aufbau erreicht. Eine schematische Darstellung des Pump 
Aufbaus ist in Abbildung 2.7 dargestellt. Aus dem Lasersystem kommt ein stabiler Laserstrahl mit 
λ = 800 nm, der  in zwei Strahlenteile aufgespalten wird. Einer der beiden Strahlen wird zur 
Erzeugung des Weißlichts (Abb. 2.5) genutzt, das in der ersten Stufe als Seed verwendet wird. Der 
andere Strahl wird mehrmals aufgespalten, wobei der erste Teilstrahl zur Erzeugung der zweiten 
Harmonischen (SHG) in einem BBO-Kristall für die 1 Stufe genutzt wird. Der andere Teilstrahl 
wird  jeweils als Pump in den Stufen 2 und 3 genutzt. 
 
 

 



  

30 
 

 
 

 
Abbildung 2.7 Schematisch Darstellung des Pump Aufbaus, in der zweiten und dritten Stufen werden KTA 
oder BBO Kristalle je nach Bedarf verwendet. LP: Langpaßfilter, KP: Kurzpaßfilter, WL: Weißlicht. 
 
Für die 1. Stufe wird der von der zweiten Harmonischen erzeugte 400 nm-Strahl als Pump Strahl 
benutzt. Name und Typ des  zur Frequenzverdopplung genutzten Kristalls sind in  Tabelle 1 
gezeigt. In der ersten Stufe wird ein  Idler mit λ = 1029 nm erzeugt ( 1

400
= 1

654
+ 1

1029
). Der erzeugte 

Strahl wird durch einen Langpassfilter (RG 780) geschickt, damit nur der IR-Anteil in die 
kommenden  Stufen eingekoppelt und verstärkt wird. Die Stufen 2 und 3 sind identisch. In der 
Stufe 2 wird der IR-Strahl mit λ = 1029 nm als Signal genutzt und verstärkt, nebenbei wurde einen 
Idler-Strahl mit λ = 3595 nm durch einem OPA-Prozess erzeugt ( 1

800
= 1

1029
+ 1

3595
). Anschließend 

werden beide Strahlanteile in der 3. Stufe noch mal verstärkt. Dies ist nötig, weil die Intensität des 
IR-Strahls mit λ = 1029 nm in den ersten beiden Stufen nicht ausreicht, um genug Intensität bei 
450 nm durch SFG in der 4. Stufe zu konvertieren. Nach der 3. Stufe wird der Strahlanteil der 1029 
nm und der Restanteil der 800  nm jeweils durch Spiegel (HR1000-1500 nm, HR800 nm, 
Laseroptik GmbH ) ausgekoppelt und zur Erzeugung der 450 nm in der 4. Stufe mittels SFG 
genutzt. Nach der Erzeugung wird der Strahl durch einen Kurzpassfilter geschickt, um alle anderen 
Strahlanteile bis auf den Anteil bei 450 nm herauszufiltern. Das Spektrum des erzeugten Pump-
Strahls ist in Abb. 2.8 gezeigt. 
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Abbildung 2.8 Spektrum des Pump-Strahls mit einer Zentralwellenlänge von 450 nm und Halbwertsbreite 
von 4,5 nm. 
 
Das Spektrum des erzeugten Pump-Pulses ist in Abb. 2.8 gezeigt. Das Spektrum lässt sich gut 
durch eine Gauß-Funktion beschreiben. Für das Zeit-Bandbreiten-Produkt gilt die Ungleichung 
 
                                                ∆τ · ∆ν ≥ k,                                                         (2.22) 
 
wobei ∆ν die Halbwertsbreite der Frequenz mit ω=2πν und ∆τ die Halbwertsbreite der Pulsdauer 
ist. Die Konstante k bezeichnet das Transform Limit oder Fourier Limit. [75] 
Wegen der Unschärferelation wird die Dauer des Pump-Pulses das theoretische Minimum nicht 
unterschreiten.  Man kann das Limit der Pulsdauer auch durch Halbwertsbreite der Wellenlänge 
∆λ und Zentralwellenlänge 𝜆𝜆0 bestimmen:[76]               
 

           ∆𝜏𝜏 ≥ 𝑘𝑘 ∙ 𝜆𝜆0
2

∆𝜆𝜆·𝑐𝑐
                                                                                 (2.23) 

 
Für Gaußprofile ist das Transform Limit k=0.441. Somit ist die zum Spektrum zugehörige kürzeste 
Pulslänge des Pump-Pulses aus Abb. 2.8 66 fs.  
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Dieser vierstufige Aufbau  ist sehr vielseitig einstellbar. Man kann damit die Wellenlänge des 
Pump-Pulses im VIS und IR Bereich zwischen 400 nm bis 8000 nm schnell und flexibel umstellen. 
Beispielsweise kann man denselben Aufbau benutzen, um Pump-Pulse im Bereich von 500-1700 
nm zu erzeugen. Dazu muss nur die Frequenz des Signal- oder Idler-Strahls der dritten Stufe in der 
vierten Stufe, z.B. durch einen BBO Kristall, verdoppelt werden. Ansonsten kann zur Erzeugung 
eines Pump-Pulses bei 520 nm der Aufbau in der zweiten und dritten Stufen statt mit zwei Kalium-
Titanyl-Arsenat-Kristallen (KTA) mit zwei BBO Kristalle betrieben werden,  um Pulse bei 1486 
nm effizienter zu verstärken. Anschließend werden in der 4. Stufe  diese 1486 nm Pulse und 800 
nm Pulse mittels SFG zur Erzeugung der 520 nm genutzt. Zur Erzeugung eines IR Pump-Pulses 
z.B. bei 7000 nm (1428 cm-1) benötigt man nur einen Silberthiogallatkristall (AgGaS2 oder AGS) 
in der vierten Stufe. Der Signal (1435 nm) und der Idler-Strahl (1806 nm) der dritten Stufe werden 
auf einen Punkt in dem AgGaS2 fokussiert und überlagert. Eine Differenzfrequenz wird aus diesen 
beiden Strahlen durch den DFG Prozess gebildet. 
 

Stufe Prozess 𝝀𝝀𝑷𝑷 
(𝒏𝒏𝒏𝒏) 

𝝀𝝀𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔𝒔 
(𝒏𝒏𝒏𝒏) 

𝝀𝝀𝒔𝒔 
(𝒏𝒏𝒏𝒏) 

𝝀𝝀𝒊𝒊 
(𝒏𝒏𝒏𝒏) 

Verwendete
r Kristall 

Kristall  
Dick 

Kristall  
Type 

1 OPA 400 WL 657 1029 BBO 1mm     I 
2 OPA 800 1029 1029 3595 KTA 2mm II 

3 OPA 800 1029 1029 3595 KTA 5mm II 

4 SFG 800 1029 450 1029 BBO 2mm I 

 
Tabelle 2.1: Erzeugung der Anregungspulse mit λ = 450 nm im OPA. 

 
Für die optimale Verstärkung des Aufbaus müssen sich die Strahlen aller Stufen sowohl räumlich, 
als auch zeitlich überlagern. Die räumliche Überlagerung wird durch Fokussierung und mit Hilfe 
von Spiegeln erreicht. Die zeitliche Überlagerung wird durch Veränderung der 
Verzögerungsstrecke erreicht. Die Winkel des Kristalls werden so eingestellt, dass die Energie des 
erzeugten Lichts optimiert ist. Eine ausführliche Übersicht der Prozesse, Kristalltypen und 
Wellenlängen für jede Stufe des Lichterzeugungsprozesses bei einer Zentralwellenlänge von 450 
nm ist in Tabelle 2.1 gegeben.  
 
Erzeugung der Abtastpulse 
 
Die zu dieser Arbeit geeigneten Infrarot-Abtastpulse (Probe-Puls) im Bereich von 1500 cm-1 bis 
1800 cm-1 werden durch einen dreistufigen Frequenzkonversionsprozess erzeugt. Der Aufbau ist 
ähnlich zu dem von R. Kaindl et al. vorgestellten Aufbau [77]. Er besteht aus einem zweistufigen 
OPA Aufbau und einem DFG Aufbau.  
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Für die IR-Abtastpulse wird ein kleiner Teil des fundamentalen 800 nm-Strahls  in eine Saphir-
Platte fokussiert,  um ein Weißlicht zu erzeugen, das danach als Seed-Strahl für den OPA in der 
ersten Stufe verwendet wird. Das Weißlicht wird zeitlich und räumlich mit den 800 nm Pump in 
einem BBO-Kristall (Typ II, d=4 mm) überlagert. Signal- und Idler-Puls  der ersten OPA Stufe 
werden in der zweiten Stufe verstärkt: Sie werden in den BBO zurückgesendet  und mit einem 
zweiten Pump-Strahl überlagert. Die erzeugten Signal- und Idler-Pulse der zweiten Stufe werden 
für einen DFG-Prozess in einem AgGaS2  Kristall (Silberthiogallatkristall, Typ I, d=1 mm) in der 
dritten Stufe verwendet.   Der gewünschte IR-Puls liegt im  benötigten Spektralbereich von 1000 - 
3500 cm-1 und ist kontinuierlich abstimmbar bei einer typischen Pulsdauer von 160 fs und einer 
spektralen Breite von ~100 cm-1 (FWHM). Ein typisches Spektrum der Abtastpulse ist in Abb. 2.9 
gezeigt.  Weil das Wasser in der Luft teilweise den Probe-Puls absorbiert, gibt es auf dem breiten 
Probe-Puls-Spektrum deutlich ein paar schmale Absorptionsbanden. Um diesen Einfluss zu 
minimieren, wird die Luft im Bereich der Probenkammer während der ganzen Messung getrocknet. 
Alle Messungen werden bei  eine Luftfeuchtigkeit unter 5% ausgeführt. 
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Abbildung 2.9  Spektrum eines verwendeten Probe-Strahls mit einer spektralen Breite von ~100 cm-1. Die 
spektralen Einbrüche kommen von H2O-Dampf-Absorption. 
 
 
Überlagerung der Lichtpulse in der Probe 
 
Ein Highlight des experimentellen Aufbaus ist die gleichzeitige Überlagerung der beiden linear 
polarisierten Probe-Strahlen, deren  Polarisationsrichtungen exakt senkrecht  zueinander sind, mit 
einem linear polarisierten Pump-Strahl. Mit diesem Aufbau kann man die Winkel zwischen dem 
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abgetasteten Schwingungsübergangsdipolmoment μvib und dem angeregten elektronischen 
Übergangsdipolmoment μel desselben Moleküls messen. Weiterhin kann mit Hilfe theoretischer 
Berechnungen die räumlich Lage der μvib bestimmt werden (siehe Abschnitt 3.1). Dabei ist zu 
beachten dass kleine Abweichung der Polarisationsrichtungen direkt zu verfälschten Ergebnissen 
führen kann. Deshalb werden Polarisationsfilter für alle drei Strahlen eingesetzt, und die Strahlen 
werden danach in einer bestimmten räumlichen Zuordnung, wie in Abb. 2.10 gezeigt,  überlagert. 
 
 

 
 
Abbildung 2.10 a) Schematische Darstellung der räumlichen Überlagerung zweier Probe- Strahlen mit dem 
Pump-Strahl. b)  Räumliche Zuordnung der Strahlen. Probe I: der horizontal polarisierte Probe-Strahl, Probe 
II: der vertikal polarisierte Probe-Strahl. Pump: Der Pump- Strahl, dessen Polarisationsrichtung umstellbar 
ist. 
 
In Abb. 2.10 a) ist eine schematische Darstellung der räumlichen Überlagerung des Pump-Strahls 
mit den zwei Probe-Strahlen (der Pump-Strahl in blau) gezeigt. Die Polarisationsrichtung des 
Pump-Strahls ist während der Messung zwischen horizontal und vertikal umstellbar. Die Probe-
Strahlen, die in grün und rot dargestellt sind, sind  jeweils horizontal und vertikal polarisiert. Die 
Strahlen überlagern sich  im Probenvolumen in folgender Weise:  Zuerst  soll der Pump-Strahl 
senkrecht zur  Tischebene eingestellt sein und unverändert bleiben, dann werden die Probe-
Strahlen im Probenvolumen zur Überlagerung auf das vom Pump-Puls angeregte Volumen 
gebracht. Wenn man in Ausbreitungsrichtung des Pump-Strahls schaut, sind die Orientierungen 
der Probe-Strahlpolarisationen so angeordnet wie in Abb. 2.10 b) dargestellt. Der vertikal 
polarisierte Probe-Strahl (Probe II, rot) bleibt immer in einer horizontalen Ebene mit dem Pump-
Strahl, und der horizontal polarisierte Probe Strahl I bleibt immer in einer vertikalen Ebene (Probe 
I, grün) mit dem Pump-Strahl. Bei dieser Anordnung ist die Polarisationsrichtung der Probe-
Strahlen im Strahlverlauf immer unverändert und der Pump-Strahl immer exakt parallel bzw. 
senkrecht zum Probe-Strahl unabhängig davon, ob er gerade vertikal oder horizontal polarisiert ist. 
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Abbildung 2.11 Ein Messergebnis eines Germaniumplättchens. (a) Die Absorptionsänderungen der Probe-
Strahlen (Ge-Signals), (b) Ableitung der Ge-Signale und dazu angepasste Gausskurven.  Die 
Halbwertsbreite (FWHM) der Gausskurven sind jeweils 360 fs und 380 fs. 
 
Die zeitliche Überlagerung und der Zeitnullpunkt der Verzögerungsstrecke werden mit Hilfe eines 
Germaniumplättchens bestimmt. Dieses befindet sich in einer Probenkammer, die den in der 
Messung verwendeten Probekammern gleicht. Germanium besitzt bei Raumtemperatur (300 K) 
eine Bandlücke von 0,67 eV≈ 1851 nm [78].  Der VIS-Pump-Strahl hat  daher genug Energie, um 
Elektronen vom Valenzband in das Leitungsband zu bringen. Vor dem Zeitnullpunkt trifft der 
Probe-Puls vor dem Pump-Puls auf das Germaniumplättchen. Die Elektronen des 
Germaniumplättchens sind noch nicht durch den Pump-Puls in das Leitungsband gehoben worden, 
weshalb keine Probe-Strahlen absorbiert werden. Nach dem Zeitnullpunkt trifft der Pump-Puls vor 
dem Probe-Puls auf das Germaniumplättchen und ein Teil der Elektronen wurde ins Leitungsband 
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angeregt. Diese Elektronen im Leitungsband absorbieren IR-Licht, wodurch die IR-Absorption 
instantan erhöht ist. Durch das Messen der Intensitätsänderung des Germaniumplättchens werden 
der Zeitnullpunkt und die Zeitauflösung bestimmt.  
 
Eine Zeitnullpunktbestimmung ist in Abb. 2.11 dargestellt. Wie in Abb. 2.11 a) gezeigt liegt die 
Absorptionsänderung (Ge-Signal) in sub-ps Bereich. Das ist gut an der  Ableitung des Ge-Signals 
erkennbar. Wie in Abb. 2.11 b) gezeigt, kann die Ableitung des Germanium-Signals gut durch eine 
Gausskurve simuliert werden. Die Halbwertsbreite (FWHM) der Gausskurve ist die Zeit, in der das 
System auf die Anregung durch den Pump-Puls antwortet (system response time). Für beide 
Probestrahlen gibt es eine Antwortzeit von ~360 fs. Mit dieser Auflösung können strukturelle 
Veränderungen der Moleküle gut verfolgt werden. Die Zeitauflösung der Experimente ist 
hauptsächlich  durch die verschiedenen Gruppengeschwindigkeiten der Pump- und Probe-Pulse 
begrenzt [68] [69]. Sie ist bei  allen durchgeführten Messungen unter 400 fs. 
 
Probekammer 
 
Die Probekammer besteht aus zwei Glasscheiben (1 mm dick), die durch eine Halterung 
zusammengeschraubt sind. Zwischen den zwei Scheiben befindet sich ein Teflonring, der je nach 
Messung 50 𝜇𝜇𝜇𝜇 oder 100 𝜇𝜇𝜇𝜇 dick ist. In den Zwischenraum werden die Proben gefüllt. Die 
verwendeten Gläser bestehen aus Kalziumfluorid oder Bariumfluorid. Beide Materialien besitzen 
eine hohe Durchlässigkeit für IR- und sichtbares Licht. 
 
Während der Messung wird die Probekammer mit Hilfe zweier Elektromotoren automatisch 
bewegt, um die Proben gleichmäßig zu bestrahlen und ein Erhitzen bzw. ein Zerstören der Probe 
zu vermeiden. Lissajous-Figuren werden als Bewegungsmuster gewählt, weil damit die Zeit bis zu 
einer wiederholten Beleuchtung desselben Probenvolumens maximiert wird. Mit diesem 
Bewegungsmuster trifft der Pump-Strahl dasselbe Probenvolumen erst  wieder nach ~2 Minuten. 
So kann man auch sicherstellen, dass sich die Moleküle vor der Anregung im Grundzustand 
befinden.  
 

2.2.3 Signaldetektion und Aufnahmen 

 
Die beiden Probe-Strahlen werden nach dem Abtasten der Probe in das Spektrometer eingekoppelt, 
und auf dem zweizeiligen MCT-Detektor spektralaufgelöst abgebildet. Die spektrale Auflösung 
des Detektors im untersuchten Messbereich  ist ~1,5 cm-1. Mit einem Mal können ~50 cm-1 breite 
Spektren bei einem durchgeführten Experiment abgetastet werden. 
 
Die Verzögerungszeiten werden so gewählt, dass in einem Bereich von 2 ps um den Zeitnullpunkt 
mit einer konstanten Schrittweite von 50 fs gemessen wird. Vor -2 ps und nach +2 ps  werden die 
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Verzögerungszeiten nach einer logarithmischen Skala äquidistant verteilt  gewählt. Für die meisten 
Experimente wird die Absorptionsänderung von -20 ps, und je nach Probe bis 100 ps bzw. bis hin 
zu 1,2 ns gemessen. Für jede Verzögerungszeit Δt werden die Intensität I der beide Probe-Strahlen 
mit Pump-Licht (IHori und IVert) und ohne Pump Licht (I0 Hori und I0 Vert) detektiert. Die 
Absorptionsänderung der optischen Dichte wird über ein mit LabView 7.1 geschriebenes 
Programm und folgenden Messgleichungen gemessen: 
 
                                           ∆𝑂𝑂𝑂𝑂𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻 = − log 𝐼𝐼𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻−𝐼𝐼𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻

𝐼𝐼0 𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻−𝐼𝐼𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻
× 1000                                               (2.24) 

                                           ∆𝑂𝑂𝑂𝑂𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉 = − log 𝐼𝐼𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉−𝐼𝐼𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻
𝐼𝐼0 𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉−𝐼𝐼𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻

× 1000,                                                         (2.25) 

 
wobei  IHin  die Intensität der Hintergrundstrahlung ist; diese wird einmalig vor der Messung bei 
geblocktem Pump-, sowie Probe-Licht aufgenommen. Die Auflösung der Absorptionsänderung ist 
0,2 mOD (ohne Mittelung), begrenzt durch die Verstärkerelektronik. 
 
Die Messungen selbst werden mehrfach wiederholt und  die endgültigen Ergebnisse werden aus 
mehreren Tagesmessungen mit jeweils frisch angesetzten Proben gemittelt. Der Vorteil, die 
Messung aus mehreren Scans zu mitteln, anstatt sie aus nur einem Scan mit einer riesigen 
Schusszahl durchzuführen, ist folgendermaßen begründet: 1. Manche Proben veralten schnell 
während der Messungen (z. B. durch Strukturänderungen der Probe oder Konzentrationsänderung 
durch Aggregation der Proben). Ein kurze Messung wird wenig von der Veränderungen der Probe 
beeinflusst. 2. Aus mehreren Scans gemittelte Messergebnisse sind nicht oder nur wenig mit den 
langsamen Schwankung der Pump- und Probe-Leistung zu korrelieren. Somit erhöht sich damit die 
Wahrscheinlichkeit, für jeden Zeitpunkt eine rauscharme Messung zu erhalten.  
 
Für alle Experimente wird jeweils eine Eichmessung mit einem Polymerfilm durchgeführt, um  das 
Spektrometer spektral zu eichen. Vor und nach jedem Experiment werden VIS- und IR-
Absorptionsspektren von der untersuchten Probe aufgenommen. Die Aufnahme der 
Absorptionsspektren erfolgt ebenfalls bei Raumtemperatur. Die Auswertung der Daten und die 
Berechnungen der Ergebnisse werden im Kapitel 3 besprochen. 
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Kapitel 3                                      
Analytische Methoden 
 

3.1 Korrekturen der gemessenen Werte 
  
Bei den Winkel balancierten polarisations- und zeitaufgelösten Femtosekunden VIS Pump - IR 
Probe Messungen werden zwei Probestrahlen mit einem Pumpstrahl überlagert. Typischerweise 
erhält man bei der Überlagerung des Pumpstrahls mit den zwei Abtaststrahlen eine kleine 
Abweichung im Strahlüberlapps zwischen dem Pump und Probestrahl im Probevolumen. Die 
Genauigkeit der Winkelbestimmung wird davon beeinflusst, deshalb müssen die gemessenen 
Signale des vertikal und des horizontal polarisierten Probestrahl korrigiert werden, um den Einfluss 
der unterschiedlichen Überlagerung heraus zu rechnen. 
 
Ein Beispiel für eine Überlagerung ist in Abb. 3.1 dargestellt. Der Pump Querschnitt ist doppelt so 
groß, wie die Querschnitte der beiden Probestrahlen. Somit lässt sich sicherstellen, dass das 
abgetastete Probevolumen effektiv angeregt wird. Da einer der zwei Probestrahlen in seiner 
Polarisationsrichtung durch ein Periskop gedreht wurde, stehen die Profile der Probestrahlen-
Querschnitte senkrecht zueinander. Die Pump-Polarisation wird durch das in Abschnitt 2.4 
erwähnte λ/2-Plättchen nach jeder Messung gedreht, und dann wird die Messung wiederholt. Die 
beiden Pump-Polarisationen werden mit P1 und P2 bezeichnet, für die jeweils erste und zweite 
Messung. 
 
Wenn bei der ersten Messung  die Polarisation des in Abbildung 3.1 rot dargestellten Probestrahls 
parallel zur Pump-Polarisation (P1║) ist, wird sie in der zweiten Messung durch die 
Polarisationsänderung des Pump-Strahls senkrecht zur Pump-Polarisation (P2⊥) stehen. Dies gilt 
umgekehrt auch für den in grün dargestellten Probestrahl. Sie ist  in der ersten Messung senkrecht 
( P1⊥ ) und in der zweiten Messung Parallel (P2║) zur Pump-Polarisation. Das isotrope Signal  für 
beide Messreihen (ISO) ist gegeben als: 
 
 
                                           Iso1 = (α P1║ + 2 P1 ⊥) / 3                                                                                (3.1) 
 
                                           Iso2= β (P 2║+ 2 α P2⊥) / 3                                                                    (3.2) 
 
α bezeichnet hier den Korrekturfaktor zur Berücksichtigung der unterschiedlichen räumlichen 
Überlappungen der Probestrahlen mit dem Pumpstrahl und der heterogenen Überlagerung 
aufgrund der anisotropen Energie- und Wellenlängenverteilung innerhalb des Pump-Spots. Ein 
zweiter Korrekturfaktor β berichtigt eine Amplitudenänderung der Signale zwischen den 



  

39 
 

Messungen. Mögliche Ursachen für eine Amplitudenänderung sind  Schwankung der Pumpenleistung 
oder kleine Konzentrationsänderungen in der untersuchten Probe. 
 

 
 
Abbildung 3.1   Schematische Darstellung eines räumlichen Überlapps, im Fokus der Strahlen. Der 
Pumpstrahlfokus (schwarz)  überlagert mit den beiden Probe-Strahlfoki (grün und rot) in der Probe. 
 
Da die Messungen unter den gleichen Bedingungen durchgeführt werden, sollten nach der Korrektur  mit 
den Faktoren α und β Iso1 und  Iso2 identisch sein. Aus demselben Grund lassen sich auch die 
isotropen Signale Iso3 und  Iso4 durch umformen der Terme aus Gleichungen 3.1 und 3.2 berechnen. 
 
 
                                       Iso3  = (β∙P2║+ 2  P1⊥) / 3                                                                             (3.3) 
                                       Iso4  = (α∙P1║+ 2  α∙β∙P2⊥) / 3                                                                  (3.4) 
 
Die vier Gleichungen mit identischen Signalen  iso1, iso2, iso3 und iso4 ergeben dann eine eindeutige 
Lösung  für die parallel- und senkrecht-polarisierten Signale und die Korrekturfaktoren α und β: 
 
                                        α = [(P2║∙ P1⊥) / (P2⊥∙P1║)]  ½                                                                      (3.5) 
                                        β = [(P1║∙ P1⊥) / (P2⊥∙P2║)]  ½                                                                  (3.6) 
 
α und β werden hierbei durch ein zu diesem Zwecke eigens entwickeltes Matlab Programm 
berechnet. Im idealen Fall sind α und β = 1. Je weiter die Werte davon abweichen, desto schlechter 
war der Überlapp der drei Strahlen, bzw. desto instabiler ist das Messsystem. In unserem Setup lagen 
die Werte für α zwischen 0,96 und 1,04, dies ist auf die unterschiedlichen Formen der Probestrahlfoki 
zurückzuführen. Die Werte für β lagen immer zwischen 1 und 1,2, was hauptsächlich die Abnahme 
der Pumppulsenergie zwischen den verschiedenen Messungen anzeigt. 
 
Die Daten der Rohmessungen werden mit α und β korrigiert: 
 
                                         P1║korr= α∙P1║                                                                                        (3.7) 
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                                         P1⊥korr= P1⊥                                                                                                      (3.8) 
                                         P2⊥korr= α∙β∙P2⊥                                                                                  (3.9) 
                                         P2║korr= β∙P2║                                                                                     (3.10) 
  
Außerdem wird bei niedriger Signalstärke die Genauigkeit des Winkels auch durch Variationen in 
der Pumpintensität, der Probenhomogenität und Proben-Stabilität stärker beeinflusst. Um diesen 
Einfluss zu minimieren, messen wir bei manchen Messungen  mit 1000 Shots zu jedem 
Delayzeitpunkt, um dann das gemittelte Ergebnis zu benutzen. Das Messergebnis eines einzelnen 
Shots ist hierbei definiert als Ergebnis, das aus einem einzelnen Pump-Puls ermittelt wird. 
 

3.2 Analyse der gemessenen Werte 
 

3.2.1 Schwingungsübergänge im Molekül 

 
Elektronische Übergänge von einem Ausgangszustand in einen anderen Zustand können mit Hilfe 
von fs-Spektroskopie beobachtet werden. Um die Messergebnisse zu verstehen, wird hier ein 
Jablonski-Diagramm verwendet. 
 
Bei elektronischer Anregungen wird davon ausgegangen, dass der Wechsel von Elektronen 
zwischen verschiedenen Zuständen so schnell stattfindet, dass sich der Kernabstand während der 
Anregung nicht ändert. Bei Anregung in einen höheren elektronisch angeregten Zustand Sx wird 
von der Gültigkeit der Kasha-Regel ausgegangen [79]. Die verschiedenen Energieniveaus 
elektronischer Zustände und deren Übergänge innerhalb eines Moleküls sind in Abb.3.2 skizziert. 
Nach der Absorption befindet sich das angeregte Molekül zuerst in einem heißen elektronisch 
angeregten Zustand. Es kann auf verschiedene Wege Energie abgeben. Es gibt verschiedene 
Prozesse, bei denen das angeregte Molekül in einen energetisch niedrigeren elektronischen Zustand 
übergehen wird. Innerhalb desselben elektronischen Zustands kann Energie durch 
Schwingungsrelaxation umverteilt werde. Dabei werden hochenergetische Schwingungen auf  
niederenergetische Schwingungen des Moleküls und des Lösungsmittels umverteilt. [80] Dieser 
Prozess führt das System in den relaxierten elektronisch angeregten Zustand über. Anschließend 
relaxiert es in den ersten elektronisch angeregten Singulett-Zustand S1 durch 
Schwingungskopplung zwischen den Schwingungsniveaus eines elektronisch höher angeregten 
Singulett Zustands und dem ersten Singulett-Zustand (Internal Konversion). Die beiden Prozesse 
dauern um die 10-14 s bis 10-11 s. Danach  gelangt das Molekül meistens durch einen strahlenden 
Übergang (Fluoreszenz) zum  elektronischen Grundzustand. 
 
 

http://de.wikipedia.org/wiki/Elektron
http://de.wikipedia.org/wiki/Atomkern
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Abbildung 3.2 Jablonski-Diagramm  : Dartellung der Übergänge von Valenzelektronen nach Anregung. 
S0:Singulett-Grundzustand; S1:erste angeregte Singulettzustände; T1: erste angeregte Triplettzustände, S2: 
zweiter angeregte Singulettzustände [81]. Die Darstellung ist [82] entnommen. 
 
Die Absorption geht vom abgekühlten Grundzustand aus und erreicht oftmals höher angeregte 
Schwingungsniveaus im elektronisch angeregten Zustand. Die Fluoreszenz beginnt umgekehrt im 
schwingungsrelaxierten angeregten Singulett-Zustand S1 und geht in den elektrischen 
Grundzustand oftmals mit angeregten Schwingungsmoden über. Durch Relaxation des 
Lösungsmittels oder der Umgebung sinkt die Energie des elektronisch angeregten Zustands. 
Deshalb gibt es eine Wellenlängenverschiebung zwischen Absorptions- und Emissionsspektrum, 
den man als Stokes-Verschiebung bezeichnet [83]. Wenn es einen mit S1 stark wechselwirkenden 
Triplettzustand T1 gibt, und dieser Triplettzustand auch energetisch ähnlich, aber tiefer als der S1 
liegt, dann kann ein Anteil der Moleküle durch „Intersystem Crossing“ (ISC) in den Triplettzustand 
gelangen. Der Triplettzustand kann im Grunde genommen nicht in einen Singulettzustand 
relaxieren, da eine Spinumkehr „verboten“ ist. Bei ähnlich gelagerten Energieniveaus kann durch 
starke L-S- oder S-S- Kopplung, insbesondere durch Anwesenheit von schweren Atomen, der S-
T-Übergang wahrscheinlicher werden (z. B. Br8Al(tpfc)(py)2). Die Relaxation von T1 in der S0 

Zustand dauert typischerweise länger (~10-3 - 10-2 s) und wird Phosphoreszenz genannt [84]. Der 
S-T-Übergang tritt bei Al-Corrole (Al(tpfc)(py)2) und bromiertem Al-Corrole (Br8Al(tpfc)(py)2) 
auf. Aus diesem Grund sind diese Moleküle interessante Kandidaten für die photodynamischen 
Therapie (Anti-Krebs-Therapie). 
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Die oben erwähnten elektronischen Übergänge können mit Hilfe von Femtosekunden VIS Pump - 
IR Probe-Spektroskopie beobachtet werden. Um die Übergänge in Echtzeit zu verfolgen, werden 
die Absorptionsänderungen wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben aufgenommen. Wenn die 
Verzögerungszeit zwischen den Pump-und Probe-Pulsen sich verändert, wird somit für jedes 
Zeitintervall eine spektrale Absorptionsänderung und somit der zeitliche Verlauf der 
photoinduzierten Reaktion gemessen. Vier  Hauptbeiträge der angeregten Moleküle lassen sich 
hierbei charakterisieren: 

 
 
Abbildung 3.3 Isotrope Absorptionsänderungsspektren von Pr-Phytochrom im Frequenzbereich der (C=O)  
Streckschwingung nach Anregung bei 660 nm, für verschiedene Verzögerungszeiten zwischen Pump- und 
Probe-Puls. 
 
(1) Bleich-Signal 
 
Bei der Anregung, wird die Besetzung des Grundzustandes durch die Entvölkerung vermindert. 
Die Besetzungsdichte wird verringert, was zu einer verringerten Absorption führt. (Negativanteil, 
ΔOD < 0). In der Regel geschieht dies an den Positionen, an denen auch die stationären 
Absorptionsbanden liegen. Diese Absorptionsbanden bezeichnet man als „Bleichbande“ oder 
„bleach“. 
 
 (2) Angeregte-Zustands-Absorption (ESA) 
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Durch die Anregung mit Pump-Pulsen findet eine Bevölkerung von höher angeregten Zustände Sn 
statt. Die angeregten Moleküle haben dadurch neue Übergangsmöglichkeiten zu höher angeregten 
Zuständen 𝑆𝑆𝑛𝑛′  und die Absorption steigt. Die ESA führt zu positiven Absorptionsänderungsbeiträgen 
(ΔOD ˃0). 
 
(3) Absorption von neuen Produkten 
 
Wenn die zu untersuchende Probe sich durch Anregung strukturell verändert, können die 
Reaktionsprodukte zu zusätzlichen Produktbanden führen. Die neu aufgetauchten Produktbanden 
bewirken ebenfalls eine positive Absorptionsänderung, wie bei der Bildung von Lumi-R durch die 
elektronische Anregung von Phytochrom in der Pr-Form. 
 

 

 
Abbildung 3.4  Isotrope Absorptionsänderungen entlang der Zeit- und der Spektral-Achse: Phytochrom 
Cph1Δ2 angeregt bei 660 nm, abgetastet von 1620 cm-1 bis 1725 cm-1 im Bereich von 3 bis 100 ps. 
 
(4) Stimulierte Emission 
 
Angeregte Moleküle können vom Probe-Puls stimuliert werden und ihre Energie durch Emission 
freigeben. Das führt zu einem negativen Absorptionsänderungsbeitrag (ΔOD < 0).  Dies ist sehr 
häufig in VIS Pump-VIS Probe Messergebnissen zu sehen. Bei VIS Pump-IR Probe Messungen ist 
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selten stimulierte  Emission in der Schwingungsmode zu sehen, da die elektrische Anregungen 
meisten sehr schnell (innerhalb von wenigen 10 fs) in den Schwingungsgrundzustand bzw. eine 
nicht- invertierte Verteilung relaxiert.  
 
Die gemessenen Absorptionsänderungen werden in Form einer Matrix gespeichert. Als Beispiel zeigt Abb. 
3.4 die isotropen Messergebnissen ((2∙Ipara+Isenk)/3)  der Phytochrom Cph1Δ2 Messung: Die X-Achse stellt 
die Frequenz dar, die Y-Achse den Zeitverlauf und Z-Achse die Absorptionsänderung. Zur Analyse der 
Daten werden die Spektren bei ausgewählten Verzögerungszeiten oder der zeitlichen Verlauf des Signals 
(Transienten) bei ausgewählten Wellenlängen dargestellt. 
 

3.2.2 Zeitkonstanten und Simulation des Spektrums  

 
“Global fit” der Transienten 
 
Nach der Anregung in einen elektronisch angeregten Zustand relaxiert die Probe typischerweise in 
den Grund- oder Produktzustand auf einer ps- bis ns-Zeitskala. Die Besetzung des angeregten 
Zustands ändert sich im Zeitverlauf, es ändert sich zudem auch die Signalstärke.  Die Lebensdauer 
des angeregten Zustands soll nun aus den Messdaten bestimmt werden. Wenn man davon ausgehen 
kann, dass sich die Form der Spektren A(𝜆𝜆, 𝑡𝑡) nur wenig oder gar nicht mit der Zeit t ändert, kann 
folgende Funktion gewählt werden, um die Daten zu fitten: 
 

                                 y = y0 + ∑ 𝐴𝐴1(𝜆𝜆)𝑛𝑛
1  · 𝑒𝑒 −

𝑡𝑡
𝜏𝜏1+…+An (λ) · 𝑒𝑒 −

𝑡𝑡
𝜏𝜏𝑛𝑛                                                     (3.11) 

 
wobei τ die Zerfallszeit und An (λ) die zur Zerfallszeit  𝜏𝜏𝑛𝑛  assoziierte spektrale Amplitude ist. Sie 
wird auch als Zerfallsassoziiertes Spektrum (decay associated spectra, DAS) bezeichnet. DAS stellt 
die spektrale Komponente dar und kann generell nicht direkt den einzelnen Spezies zugeordnet 
werden. Die Anzahl n der vorhandenen Zerfallskomponenten ist im Allgemein unbekannt, und lässt 
sich nicht direkt aus experimentelle Daten bestimmen. Diese wurde durch ausprobieren ermittelt. 
Fehlende Zeitkonstanten werden mit den “Regular residuals“ aus den Fitergebnissen sichtbar. Eine 
Analyse des Rauscheinflusses und eine alternative Methode zum Abschätzen der nötigen 
Komponenten, basierend auf der Ableitung des Signals nach der logarithmierten Zeit und ist in [85] 
gegeben. 

Um den Zeitpunkt t=0 treten nichtlineare Effekte auf, die durch den Pump-Strahl verursacht werden 
und schnell abklingen (siehe Kap 2.1.2). Daher werden zur Bestimmung der Zerfallszeiten τn und 
für alle weiteren Fits der Transienten erst Signale ab t= 400 fs genutzt. 
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Simulation des Spektrums  
 
Die gemessenen transienten Absorptionsänderungen sind IR-Spektren, die durch Übergang von  
Absorptionsbanden des elektronischen Grundzustands (Bleichbande) und Absorptionsbanden des 
elektronisch angeregten Zustands (ESA) entstehen. In manchen Fällen kommen dazu auch neue 
Absorptionsbanden von Produkten. Wegen der Überlagerung können Anzahl, Lage und 
Halbwertsbreite im untersuchten Spektralbereich nicht direkt aus dem Messergebnis abgelesen 
werden. Das erschwert die Auswertung sehr. Mit Hilfe des stationären IR-Absorptionsspektrums 
kann man die Schwingungsbanden im elektronischen Grundzustand bestimmen. Danach werden 
die Schwingungsbanden im elektronisch angeregten Zustand durch Vergleichung des stationären 
IR-Absorptionsspektrums mit den aus den Experimenten gewonnenen DAS Spektren bestimmt. 
Alle Informationen der Schwingungsbanden sowie  Position, Breite und Fläche werden durch eine 
Simulation ermittelt.  
 
Der erste Schritt der spektralen Trennung ist der Hintergrundabzug (die Untergrundkorrektur der 
Spektren). Der Untergrund beinhaltet keine Informationen über das elektronische 
Übergansdipolmoment der zu untersuchenden Probe und kann den Fit nachteilig beeinflussen. 
Deshalb muss er zuerst subtrahiert werden. In dieser Arbeit wird der Mittelwert der 
Absorptionsänderung zwischen -30 ps bis -15 ps als Untergrund des Experiments genommen und 
von der Absorptionsänderungen  zu jeder Delayzeit nach t=0 abgezogen. Als Ursache des 
Untergrundes sind verschiedene absolute Empfindlichkeiten der einzelnen Detektorelemente zu 
nennen. 
 
Zur Identifizierung der einzelnen Beiträge zum gemessenen Spektrum werden die Parameter der 
Schwingungsbanden im elektronischen Grundzustand mit Hilfe des stationären IR 
Absorptionsspektrums bestimmt. Weil die Absorptionsbande eine natürliche Linienbreite besitzt, 
werden Lorentz-Profile 

            𝑦𝑦(𝑥𝑥) = 𝑦𝑦0 + ∑ 2𝐴𝐴𝑖𝑖
𝜋𝜋

𝑛𝑛
𝑖𝑖=1

𝜔𝜔𝑖𝑖
(𝑥𝑥−𝑥𝑥𝑐𝑐𝑖𝑖)2+𝜔𝜔𝑖𝑖2                                               (3.12) 

 
zur Simulation benutzt, wobei Ai der Flächeninhalt des Lorentz-Profils  mit der Höhe Hi = 2Ai/ωi, 
der Halbwertsbreite ωi und der zentralen Lage xci der Bande ist. Die Lorentz Simulation wird mit 
Origin durchgeführt. Ein Beispiel ist in Abb. 3.5 a) gegeben. Dort ist das IR-Absorptionsspektrum 
von Al-Corrole im Bereich von 1460 cm-1 – 1550 cm-1 (schwarze Punkte) dargestellt und die 
simulierten kumulativen Peaks  (rote Linie) stimmen gut mit dem gemessenen Spektrum überein. 
Fünf Lorentz-Profile (grüne Linien) entsprechen 5 Schwingungsbanden  des Al-Corrols im 
elektronischen Grundzustand. Die Bande bei 1520 cm-1  liegt im untersuchten Bereich des Pump-
Probe Experimentes (1500 cm-1 – 1540 cm-1), ihre Parameter werden für die spektrale 
Identifizierung benutzt.  
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Abbildung 3.5 Simulation von Spektren von Al(tpfc)(py)2 Corrole mit zwei Pyridinen als Ligand: a) 
Lorentz-Fit des IR-Absorptionsspektrums im Bereich von 1460 cm-1-1550 cm-1, b) Lorentz-Fit des 
zerfallsassoziierten Pump-Probe Spektrums und das skalierte IR-Absorptionsspektrum. 
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Als Resultat aus dem letzten Schritt ist die Anzahl, Position und Halbwertsbreite der Bleichbanden 
im zerfallsassoziierten Spektrums schon bekannt. Im Anschluss werden die Schwingungsbanden 
im elektronisch angeregten Zustand, die mit der Bleichbande überlagert sind, durch Lorentz-
Simulation bestimmt. Das zerfallsassoziierte Spektrum wird ebenso wie  das stationäre IR-
Absorptionsspektrum mit Origin gefittet. Dabei werden die schon ausgewerteten Parameter der 
Bleichbande festgehalten, die Parameter der Absorptionsbanden des elektronisch angeregten 
Zustands durch den Fit-Prozess bestimmt.  
 
Abb. 3.5 b) zeigt eine Simulation des zerfallsassoziierten Spektrums von Al(tpfc)(py)2 Corrol. Das 
Spektrum lässt sich mit einer Überlagerung von zwei Lorentz-Profilen anpassen. Die 
resultierenden Peaks entsprechen der abgetasteten Schwingungsbande, dazu entspricht die grüne 
Kurve der Absorptionsbande im elektronisch angeregten Zustand, die blau Kurve der 
Absorptionsbande im elektronischen Grundzustand. Die Fehler der Lagen und Halbwertsbreiten 
der Schwingungsbanden werden durch Exhaustive Search Analyse (siehe unten) ermittelt. 
 

 

3.3 Winkelberechnung der Übergangsdipolmomente 
 

3.3.1 Experimentelle Berechnungen 

 
Photoselektion 
 
In unseren Experimenten sind sowohl der Pump- als auch der Probe-Puls linear polarisiert. Eine 
isotrope Verteilung der in gelöster Form vorliegenden Moleküle wird angenommen. Die Moleküle 
werden bevorzugt angeregt, wenn deren elektronisches Übergansdipolmoment 𝜇𝜇𝑒𝑒𝑒𝑒 parallel zur 
Polarisation des anregenden Lichtes (Vektor des elektrischen Feldes) ist. Wenn 𝜃𝜃  der Winkel 
zwischen dem elektronischen Übergangsdipolmoment 𝜇𝜇𝑒𝑒𝑒𝑒 und dem anregenden elektrischen Feld 
𝐸𝐸�⃗  ist, dann ist die Wahrscheinlichkeit einer Anregung 𝑃𝑃𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 proportional zu 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2(𝜃𝜃 ).  
 

𝑃𝑃𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎(𝜃𝜃 ) ∝ (𝜇⃗𝜇𝑒𝑒𝑒𝑒 ∙ 𝐸𝐸�⃗ )2 ∝ 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2(𝜃𝜃 )                                                        (3.13) 
 
Diese Selektion von Molekülen heißt Photoselektion [83] [86] [87] [88]. Sie führt zu einer 
Anregung von Molekülen die vorzugsweise entlang der Pumppulspolarisation ausgerichtet sind. 
Diese Verteilung ist in Abb. 3.6 dargestellt. 
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Abbildung 3.6  Photoselektion: Ausgehend von einer isotropen Probe regt ein linear polarisierter Pump-Puls 
entlang der z-Achse Moleküle an. Wie dargestellt hängt die Verteilung der angeregten 
Übergangsdipolmomente für ein Molekülensemble vom Winkel θ zur z-Achse ab. Sind die Absorption- und 
die Emissionübergangsdipolmomente kollinear, so entspricht die dargestellte angeregte Verteilung auch der 
Verteilung der fluoreszierenden Moleküle.[83] Die Länge der Vektoren zur Oberfläche (schwarze Pfeile) 
entsprechen der Intensitätsverteilung der angeregten Moleküle. 
 
Da nur ein elektronisches Übergangsdipolmoment durch die Photoselektion festgelegt wird, ist 
auch nur eine Achse (z-Achse), die parallel zu Polarisationsrichtung des Laserpulses verläuft, fest 
vorgegeben. Die angeregten Moleküle in einem isotropen verteilten Lösungsmittel besitzen von 
sich aus eine rotationssymmetrische Verteilung. Die Lage der ausgewählten elektronischen 
Übergangsdipolmomente μel der angeregten Moleküle  ist nicht bekannt und kann sich überall auf 
einer Kegelfläche um die z-Achse mit einem Öffnungswinkel θ befinden. Somit bilden die 
elektronischen Übergangsdipolmomente der angeregten rotierenden Moleküle  eine hantelförmige 
Verteilung, wie in Abb. 3.6 gezeigt. Werden nach Photoselektion Schwingungsübergänge 
abgetastet, dann kann wie in Abb. 3.7 dargestellt der relative Winkel zwischen dem elektronischen 
Übergangsdipolmoment μel und verschiedenen Schwingungsübergangsdipolmomenten μvib 
gemessen werden. Da die Übergangsdipolmomente fest mit der Molekülstruktur verknüpft sind, 
bleiben die Winkel bei gleicher Konformation immer konstant. 
 



  

49 
 

 
Abbildung 3.7 Photoselektion: Die zu untersuchenden Moleküle werden von einem vertikal polarisierten 
Pump-Puls (blauer Pfeil) angeregt. Die Verteilung der angeregten elektronischen Übergangsdipolmomente 
ist in Abb. 3.6 dargestellt. Für jedes einzelne angeregte elektronische Übergangsdipolmoment kann der 
Winkel zu Schwingungsübergangsdipolmomenten bestimmt werden. Die Wahrscheinlichkeit der Anregung 
von μvib ist proportional zu 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2(𝜃𝜃1). Die Lage eines IR angeregten Schwingungsübergangsdipolmomentes 
μvib (roter Pfeil) kann sich überall auf einer Kegelfläche mit dem Öffnungswinkel 𝜃𝜃1 befinden. Die Lage 
einer weiteren Schwingungsmode mit Schwingungsübergangsdipolmoment μvib (grüner Pfeil) der 
angeregten Moleküle kann sich überall auf einer Kegelfläche mit dem Öffnungswinkel 𝜃𝜃2befinden. Die 
Probe wird zeitversetzt mit vertikal und horizontal polarisierten Probe-Pulsen (gelber Pfeil) abgefragt und 
die relativen Winkel 𝜃𝜃1 und 𝜃𝜃2 bestimmt. Dieser Winkel bleibt konstant, selbst wenn die 
Photoselektionsverteilung zerfällt. 
 
Während der Messung werden zwei Abfragestrahlen (Probestrahlen) verwendet: Einer mit 
paralleler Polarisationsrichtung Iǁ zum Pump-Strahl, und einer mit senkrechter 
Polarisationsrichtung I⊥  zum Pump-Strahl.  Hierbei definiert man die  Anisotropie r durch: 
                           
                                                      r = 𝐼𝐼‖−𝐼𝐼⊥

𝐼𝐼‖+2𝐼𝐼⊥
                                                                               (3.14) 
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wobei 𝐼𝐼‖ und 𝐼𝐼⊥ die Absorptionsänderungen in ΔOD der Abfragestrahlen sind, die durch 
Experimente aus den gemessenen Probe-Intensitäten bestimmt werden. Sie beträgt für ein 
Ensemble angeregter Moleküle daher im Mittel 
 

                                                  r = cos𝜃𝜃1
2����������−sın2𝜃𝜃1sın2ϕ������������������

cos𝜃𝜃1
2����������+2sın2𝜃𝜃1sın2ϕ������������������                                                                            (3.15) 

 
Auf Grund der axialen Symmetrie ist 
   

                                                  𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠2𝜙𝜙�������� = ∫ 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠2 𝜙𝜙2𝜋𝜋
0 𝑑𝑑𝑑𝑑

∫ 𝑑𝑑 𝜙𝜙2𝜋𝜋
0

= 1
2
 .                                                                 (3.16) 

Und es ist 𝐼𝐼𝑥𝑥 =  𝐼𝐼𝑦𝑦 = 𝐼𝐼⊥ 
Dies führt zu 
 
                                       𝑟𝑟(𝑡𝑡) = 1

2
(3𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2𝜃𝜃1(𝑡𝑡)������������� − 1) = 𝑃𝑃2(𝑡𝑡)�������                                                            (3.17) 

 
wobei P2 das zweite Legendre-Polynom ist. In einem isotropen Medium gilt 
 
                                      𝑟𝑟(𝑡𝑡) = 𝑃𝑃2(𝑡𝑡)������� = 𝑃𝑃2(0)�������𝑒𝑒−6𝐷𝐷𝑟𝑟𝑡𝑡 = 𝑟𝑟(0)𝑒𝑒−6𝐷𝐷𝑟𝑟𝑡𝑡                                           (3.18) 
 
Wobei  der Rotationsdiffusionskoeffizient  𝐷𝐷𝑟𝑟 = 𝑘𝑘𝑘𝑘

8𝜋𝜋𝑅𝑅3ƞ
= 𝑘𝑘𝑘𝑘

6𝑉𝑉ƞ
= 1

6𝑇𝑇𝑐𝑐
 mit der 

Rotationskorrelationszeit Tc = Vη/ kT verknüpft ist, so dass sich                                        
                    
                                      𝑟𝑟(𝑡𝑡) = 𝑟𝑟(0)𝑒𝑒−𝑡𝑡/𝑇𝑇𝑐𝑐                                                                                 (3.19) 
 
ergibt. [89] [90] Das heißt, dass die Verteilung der elektronischen Übergangsdipolmomente mit der 
Zeit zerfallen und sich eine isotrope Verteilung ausprägt. Diese Reorientierung ist dabei temperatur- 
und viskositätsabhängig. 
 
In Gleichung 3.13 wurde gezeigt, dass die Anisotropie vom Mittelwert 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2𝜃𝜃  �����������abhängig ist. Für 
ein einzelnes Molekül, deren elektronisches Übergangsdipolmoment parallel zu z-Achse ist, ist der 
Winkel 𝜃𝜃 = 0 und es ist 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2𝜃𝜃  = 1 und r = 1. Allerdings ist es durch Photoselektion nicht 
möglich ein perfekt orientiertes Ensemble  mit 𝜃𝜃 = 0 zu erhalten. Deshalb ist die Anisotropie 
angeregter Moleküle r immer kleiner als 1. Für ein isotrop verteiltes Ensemble (𝐼𝐼𝑥𝑥� =  𝐼𝐼𝑦𝑦� = 𝐼𝐼𝑧𝑧�) ist 
der Mittelwert des Winkels 𝜃𝜃���� = 54,7° (magische Winkel), es folgt r=0.  
 
Wenn die Absorptions- und die Emissionsübergangsdipolmomente kollinear sind, ist das 
Übergangsdipolmoment eines Molekül mit einem Winkel 𝜃𝜃1zur z-Achse gegeben (Abb. 3.6). Die 
Zahl der angeregten Moleküle ist proportional zur Oberfläche der Kugel 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2(𝜃𝜃1)·  sin 𝜃𝜃1 𝑑𝑑𝑑𝑑. 
Deshalb gilt 
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                                   𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2𝜃𝜃1��������� = ∫ 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2(𝜃𝜃1)·𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2(𝜃𝜃1)· sin 𝜃𝜃1𝑑𝑑𝑑𝑑𝜋𝜋
0

∫  𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2(𝜃𝜃1)·sin 𝜃𝜃1𝑑𝑑𝑑𝑑𝜋𝜋
0

= 3/5                                         (3.20) 

 
und rmax = 0,4. Wenn die Absorption und die Emission eines isotropen verteilten Ensembles bzw. 
vom gleichen Übergangsdipolmoment erfolgt,  ergibt sich in der Regel zum Zeitpunkt t =0  direkt 
nach Anregung die Grenz-Anisotropie rmax=0,4 [83].  
 
In unserem Fall wird der Winkel zwischen 𝜇⃗𝜇𝑒𝑒𝑒𝑒 und 𝜇⃗𝜇𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 gemessen. Dieser ist konstant für ein 
Molekül mit fester Geometrie, das nicht isomerisiert. Der Winkel ist durch 𝜃𝜃2 gegeben (Abb. 3.7). 
Zuvor haben wir gezeigt, dass die Anisotropie abnimmt. Für den Fall, dass das 
Schwingungsübergangsdipolmoments 𝜇⃗𝜇𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 nicht parallel, sondern einen Winkel θ2 zu 𝜇⃗𝜇𝑒𝑒𝑒𝑒 bildet, 
dann befinden sich 𝜇⃗𝜇𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 auf einem Konus um die elektronischen Übergangsdipolmomente 𝜇⃗𝜇𝑒𝑒𝑒𝑒 mit 
dem Winkel θ2 (Abb. 3.7). Die Anisotropie ergibt sich dann aus der Grenz-Anisotropie rmax = 0,4 
und der Isotropie der achsialsymmetrischen Ausgangsverteilung r1 = P2(θ2).  Sie berechnet sich 
gemäß: 
                     
                               𝑟𝑟(𝑡𝑡 = 0) = 𝑟𝑟𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 ∗ 𝑟𝑟1 = 2

5
𝑃𝑃2(𝜃𝜃2) = 1

2
(3𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2𝜃𝜃2��������� − 1).                                  (3.21) 

 
Aus r(t=0) kann direkt θ2 bestimmt werden. Eine alternative Darstellung ist mit dem dichroitischen 
Verhältnis möglich. Das dichroitische Verhältnis ist definiert als: 
 
                                                             𝐷𝐷 = 𝐼𝐼‖

𝐼𝐼⊥
 .                                                                           (3.22) 

Aus 3.13 ergibt sich  
 
                                                            𝐷𝐷 = 1+2𝑟𝑟

1−𝑟𝑟
  .                                                                       (3.23) 

  
Der Winkel zwischen dem elektronischen Übergangsdipolmoment 𝜇𝜇𝑒𝑒𝑒𝑒 und dem 
Schwingungsübergangsdipolmoment  𝜇⃗𝜇𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 ist dann 
  

                                                     D =
1+4

5P2(θ2)

1−2
5P2(θ2)

                                                                                       (3.24) 

                                                ⇔  𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2𝜃𝜃2 = 2𝐷𝐷−1
𝐷𝐷+2

                                                                              (3.25) 

                                                ⇔  𝜃𝜃2 = 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎�2𝐷𝐷−1
𝐷𝐷+2

                                                                         (3.26) 

 
 
Der Zusammenhang zwischen 𝜃𝜃2und D ist in Abb 3.8 dargestellt. 
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Abbildung 3.8  Relativer Winkel ɵ 2 in Abhängigkeit vom dichroitischen Verhältnis D. Durch die Messung 
des dichroitischen Verhältnisses ist eine direkte Bestimmung von ɵ2 möglich. 
 
Bestimmung der Struktur und die Echtzeitverfolgung von Strukturänderungen 
 
Um strukturelle Informationen der zu untersuchenden Moleküle zu erhalten, sollen die 
dichroitischen Verhältnisse D. zum oder nahe dem Zeitnullpunkt ermittelt werden, weil die 
verteilten angeregten Moleküle sich nach dem Zeitnullpunkt durch die Orientierungsrelaxation 
reorientieren. Nur zum Zeitnullpunkt ist die Verteilung der angeregten elektronischen 
Übergangsdipolmomente exakt bekannt. Danach findet einen Zerfall der Anisotropie mit der 
Rotationskorrelationszeit statt. Für die Untersuchung der molekularen Struktur benötigt man somit 
die zerfallsassoziierten Spektren (DAS), welche aus dem globalen Fit der Transienten, oder den 
PFID-Analysen (siehe Abb. 3.5) extrahiert werden.  Für kleine Moleküle wie Corrole liegt die 
Rotationskorrelationszeit im Bereich von etwa 100 ps. Für Proteine können 
Rotationskorrelationszeiten im Bereich von Nanosekunden bis Mikrosekunden liegen, wenn das 
Molekül fest in das Protein eingebettet ist und wenig Bewegungsspielraum hat. Das ist fast immer 
der Fall für Chromophore in Photorezeptoren. 
 
Als Beispiel ist hier ein gemessenes Corrol Spektrum in Abb. 3.9 dargestellt. Beide Spektren lassen 
sich mit einer Überlagerung von zwei Lorentz-Profilen anpassen. Für jedes 
polarisationsaufgelöstes Spektrum erhält man durch die Simulation ein positives und ein negatives 
Signalband. Das negative Signal ist die Bleichbande bei 1522 cm-1 mit einer Breite von  8 cm-1, 
das positive Signal bei 1515 cm-1 hat eine Breite von 10 cm-1 und wird dem elektronisch angeregten 
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Zustand zugeordnet. Für die Strukturbestimmung sind die Flächen A∥ und A⏊ unterhalb der 
Lorentzkurven bei gleicher Position und Linienbreite entscheidend. Der relative Winkel zwischen 
dem 𝜇𝜇𝑒𝑒𝑒𝑒 und 𝜇⃗𝜇𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 wird wie in Gleichung 3.25 gezeigt, durch das dichroitische Winkelverhältnis 

𝐷𝐷 = 𝐴𝐴∥
𝐴𝐴⏊

: 𝜃𝜃 = 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎�2𝐷𝐷−1
𝐷𝐷+2

 bestimmt. Die Fehler der Winkel werden durch eine exhaustive search 

Analyse (siehe unten) berechnet. 

 
 
Abbildung 3.9 Zerfallsassoziierte Spektren (DAS) des Al(tpfc)(py)2 Corroles,  parallel (schwarze Kreise) 
und senkrecht (rote Kreise) polarisiert zu Pump Puls. Anregung bei 620 nm. Beide wurden angepasst mit 2 
Lorentzprofilen (grün). 
 
Die Rotationskorrelationszeit für Makromoleküle ( ≥30KDa ) liegt im ns bis ms Bereich. [91] Die 
lichtinduzierte Isomerisierung des Chromophors in Phytochrom findet auf der Pikosekunden-
Zeitskala statt. Daher kann man die Orientierungsrelaxation bei Messungen an Phytochrom 
(85KDa) ignorieren und den relativen Winkel an jedem Delayzeitpunkt (ps Bereich) berechnen. So 
bekommt man die Zeitentwicklung des relativen Winkels, was einer Verfolgung der 
Strukturänderungen in Echtzeit entspricht. Ein Beispiel ist in Abb. 3.10 gegeben.  
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Abbildung 3.10  Polarisationsaufgelöste Absorptionssignale von Phytochrom Cph1 in der Pfr-Form a) 
Parallel (schwarze Punkte) und senkrecht (rote Kreise) polarisierte Absorptionssignale im Zentrum der 
Bleichbande der ʋ(C19=O) Streckschwingung bei 1709 cm-1; b) Parallel (schwarze Punkte) und senkrecht 
(rote Kreise) polarisierte Absorptionssignale im Zentrum der ESA ʋ(C19=O)* Streckschwingung bei 1694 
cm-1; Simulationen für parallele (schwarze Linie) und senkrechte (rote Linie) Signale. c) Anisotropie der 
Bleichbande ʋ(C19=O) (rote Kreise und Linie) und der ESA ʋ(C19=O)* (schwarze Punkt und Linie). Die 
Anisotropie des angeregten Zustandes kann durch einen monoexponentiellen Zerfall von (0,7 ± 0,3) ps 
gefittet werden. [Anhang D] 
 
In Abb. 3.10 ist die Zeitentwicklung der parallelen und senkrechten Absorptionssignale von der 
Bleichbande der C19=O Streckschwingung (Abb. 3.10 a) und von der angeregten Zustandsbande 
(ESA) der  C19=O* Streckschwingung (Abb. 3.10 b) des Phytochroms in Pfr-Form dargestellt. 
Außerdem ist für beide Banden die zeitabhängige Anisotropie in Abb. 3.10 c) dargestellt. Im 
Vergleich zu der konstant bleibenden Anisotropie das  Bleichsignales (rote Kreise) zeigt die 
Anisotropie der ESA (schwarze Kreise) eine monoexponentielle Abnahme mit einer Zeitkonstanten 
von 0,7±0,3 ps. Die Orientierung der C19=O Streckschwingung hat sich nach der Anregung im 
angeregten Zustand innerhalb von einer ps geändert, wobei die Orientierung der C19=O 
Streckschwingung in dem Grundzustand konstant bleibt. Die relative Winkeländerung von 27o zu 
43o des 𝜇𝜇𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣

𝐶𝐶19=𝑂𝑂∗
 Schwingungsübergangsdipolmomentes kann man als eine Kombination von 

zwei unterschiedliche Prozessen erklären: Etwa ~65% der angeregten Chromophore gehen nach 
der Anregung in den Grundzustand zurück, die übrigen ~35% der Chromophore vollführen 
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während der Isomerisierung eine Drehung des Ring Ds. Dabei wird im Übergangszustand des 
angeregten Chromophors ein relativer Winkel von 90o angenommen, bevor die Lumi-F 
Grundzustandskonformation gebildet wird. Die Isomerisierung ist nach einer Pikosekunde 
abgeschlossen. Die Strukturänderung am Ring D des PCB Chromophors in Cph1Δ2 Phytochrom 
ist in Abb. 3.10 c dargestellt. Anhand des Anisotropiesignales kann die Photoisomerisierung und 
die damit einhergehende Drehung des Ring Ds in Echtzeit verfolgt werden. Damit wird erstmals 
die Strukturänderung des Chromophors direkt nachgewiesen. [Anhang D] 
 
Theoretische Berechnung 
 
Die theoretischen Berechnungen dieser Arbeit zu Al-Corrole und Cph1 Phytochrom entstanden in 
Kooperation mit Angelica Zacarias und Mohamed El-Amine Madjet. Eine auf der 
Dichtefunktionaltheorie (DFT) basierenden Methode wurde verwendet [92] [93].  
 
In ersten Schritten lassen sich mit DFT die atomare Struktur des Grundzustands und die 
elektronischen Zustände berechnen bis die Geometrie mit der minimalen Potentialenergie 
gefunden wird. Diese Geometrie sagt mögliche Absorptionsspektren sowie  Frequenz, Stärke und 
Richtung der Schwingungsmoden vorher. Die Orientierungen der abzutastenden 
Schwingungsübergangsdipolmomente werden auf dieser Basis ermittelt. 
 
Im nächsten Schritt wird der relative Winkel zwischen den abgetasteten 
Schwingungsübergangsdipolmomenten und dem angeregten elektronischen 
Übergangsdipolmoment durch die Messungen bestimmt. 
 
 Am Ende wird das Berechnungsergebnis mit den experimentell bestimmten relativen Winkeln 
zwischen den abgetasteten Schwingungsübergangsdipolmomenten und den angeregten 
elektronischen Übergangsdipolmomenten kombiniert, um die vorliegende Struktur der Moleküle 
zu überprüfen. 
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3.4 Weitere analytische Methoden 
 

3.4.1 Perturbed Free Induction Decay 

 

 
Abbildung 3.11: a) Elektrisches Feld eines eingehenden Probe-Pulses (rot), und die durch den Probe-Puls  
angeregte kohärente Polarisation, die Licht abstrahlt (schwarz, FID). b) Ein zeitlich nach dem Probe-Puls 
eingehender Pump-Puls (blau) verändert das FID-Signal (PFID). Aufgrund der zeitlichen Änderung des 
FID-Signals erhält das PFID-Signal eine spektrale Variation. Das PFID tritt nur bei negativer 
Verzögerungszeit (t˂0) auf. [96] 
 
Der Perturbed Free Induction Decay (PFID)) ist ein kohärentes Phänomen in der Femtosekunden 
Pump-Probe-Spektroskopie, das an Halbleitern [94] [95], Farbstoffen [96], Quantenpunkten [97] 
oder Hämoglobin [98] gut  beobachtet werden kann. Es tritt im negativen Zeitbereich auf, wenn 
der Probe-Puls dem Pump-Puls vorausgeht. Außerdem tritt der PFID nur auf, wenn die Dauer der 
Probe-Pulse kürzer als die Dephasierungszeit Tdeph ist. Die Dephasierungszeit Tdeph einer 
Absorptionsbande ist proportional zur inversen Bandenbreite (FWHM) ∆𝑣𝑣�  [96] und es gilt: 
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                𝑇𝑇𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑ℎ = 1
𝜋𝜋𝜋𝜋∆𝑣𝑣�

                                                                 (3.27) 
 
Um den PFID zu erklären, muss man den Free Induction Decay (FID) zuerst erklären. Wie in Abb. 
3.11 a) gezeigt, wird der IR-Probe-Puls von der Probe absorbiert, und erzeugt eine kohärente 
Polarisation in der Probe, welche anschließend mit ihrer eigenen Dephasierungszeit T2 zerfällt. 
Diese kohärente Polarisation strahlt Licht Er(t) in der gleichen Richtung wie der Probe-Puls ab und 
wird daher vom Detektor mit aufgenommen. Diese Strahlung nennt man den Free Induction Decay 
(FID). Wenn der Pump-Puls die Probe zeitlich nach dem Probe-Puls  erreicht (t˂0), wird die 
Gesamtintensität des aufgenommen Probe-Pulses nicht geändert. Aber der FID kann davon 
beeinflusst werden, da sich durch die elektronische Anregung die Resonanzenergie, 
Oszillatorstärke und/oder Dephasierungszeit der Probe ändern kann. Das führt zu einer 
Absorptionsänderung, die von dem Detektor detektiert werden kann, und die man dann PFID nennt 
(Abb3.11 b). Der PFID ist nur ein gestörter FID, des vom Probe-Puls induzierten 
Polarisationszerfalls.  Er enthält nur spektrale Informationen der untersuchten  Moleküle  im 
Grundzustand und angeregten Zustand, aber keine Information über die reale Dynamik, wie 
Energierelaxationsprozesse oder die photochemische Reaktion. Die Theorie der PFID Signale in 
der VIS-Pump-IR-Probe-Spektroskopie wird unter anderem in [96] und [99] vorgestellt. Es ist auch 
möglich, die PFID Signale aus dem Datensatz mittels geeigneter Medianfilter abzutrennen [98]. 
 
Die in dem PFID enthaltenen spektralen Eigenschaften der Probe kann man durch Datenanalysen 
ermitteln. Die Transienten im Zentrum der Bleichbande von Phytochrom Cph1 im negativen 
Zeitbereich sind als Beispiel in Abb. 3.12 dargestellt. Sie wurden monoexponentiell mit der 
Zeitkonstanten Tdeph = 1620 fs simuliert. Die Fehlerbereiche der Dephasierungszeit wurden durch 
ExSeAn (wie im folgenden Abschnitt erläutert) ermittelt. Der 1σ Fehlerbereich für Tdeph reicht in 
diesem Fall von 1350 fs bis 2000 fs, und der 2σ Fehlerbereich  reicht von 1160 fs bis 2260 fs. Die 
Halbwertsbreite der Lorentz-Linien ergibt sich durch die Tdeph  über vFWHM = 1/ (πc Tdeph) .[100] 
Das führt zu einem 1σ Fehlerbereich von 6 cm-1  bis 8 cm-1 und einem 2σ Fehlerbereich von 4,8 
cm-1 bis 9,3 cm-1 für die Halbwertsbreite der Schwingungsbande. Die relativen 
Absorptionsänderungen Apar und Asenk der Probe zum Zeitnullpunkt (t=0) können durch diese 
monoexponentielle Simulation konstruiert werden. Weiterhin kann man die Winkel zum 
Zeitnullpunkt berechnen. Um eine PFID Datenanalyse zu ermöglichen, sollte die Messpunktdichte 
so gewählt werden, dass zwischen -20 ps bis -350 fs ausreichend Messpunkte für die Simulation 
entstehen.  
 
Der Winkel zum Zeitnullpunkt kann aus dem PFID berechnet werden. Da der PFID nur im 
negativen Zeitbereich auftritt, werden die Berechnung der dichroitischen Verhältnisse bzw. 
relativen Winkel der Bleichbande nicht von den durch die Anregung  entstehende  ESA Banden 
beeinflusst.  Den Winkel der Bleichbande bestimmt man durch das dichroitische Winkel-
Verhältnis 𝐷𝐷 = 𝐼𝐼∥

𝐼𝐼⏊
, hier entsprechen  𝐼𝐼∥ und 𝐼𝐼⏊ den zerfallsassoziierten PFID Signalen am 

Zeitnullpunkt, der Index ∥ und ⏊ zeigt, wie die Polarisation des Probepulses zum Pump-Puls 
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orientiert ist. Aus Abb. 3.12 bestimmt man den relativen Winkel der Bleichband bei 1709 cm-1 von 
Phytochrom Cph1 zu 16° mit einem Fehlerbereich von 6°-25°. Der Fehler der Winkel ist durch 
eine exhaustive search Analyse (siehe unten) ermittelt. Der theoretisch ermittelte relative Winkel 
zwischen diesem angeregten μel und dem abgetasteten μvib beträgt 11,6°. Dieser experimentell 
bestimmte relative Winkel stimmt mit der theoretisch ermittelten Orientierungen überein d. h. die 
theoretischen Aussagen über die untersuchte Struktur stimmt mit den Messergebnissen überein. 
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Abbildung 3.12 Polarisationsaufgelöstes PFID-Signal im Zentrum der Bleichbande von Phytochrom Cph1 
ʋ(C19=O) bei 1709 cm-1. Transienten und Simulationen für parallele (schwarze Kreise und Linie) und 
senkrechte (rote Kreise und Linie) Abtastpuls-Polarisationen im Bezug zur Pump-Puls 
Polarisationsrichtung. Der Bereich der System Response wird im Fit nicht berücksichtigt und ist nicht 
gezeigt. 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

3.4.2 Exhaustive Search Analyse 

 
Die Exhaustive Search Analyse (ExSeAn) ist eine Analysemethode, welche die Fischer-Verteilung 
verwendet (F-Test), um zuverlässige Grenzen des Fehlerbereichs (z. B. 1-σ ,2-σ ,3-σ) bei 
mehrdimensionalen Parameterräumen abzuschätzen. Anders als beim “unidimensional search“ 
werden die Abhängigkeiten zwischen allen möglichen Fitparametern betrachtet, z. B. 
Korrelationen einzelner Parameter untereinander, oder Korrelationen zwischen zwei Parametern 
unter Begrenzung alle anderer Parameter [101] [102]. 
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Die F-Verteilung ist eine kontinuierliche Wahrscheinlichkeitsverteilung. Sie ist auch als die Fisher-
Snedecor Verteilung bekannt [103] [104]. Sie wird häufig verwendet beim Vergleich von 
statistischen Modellen, die zu einem Datensatz gefittet wurden, um das Modell zu identifizieren, 
das am besten zu diesen Daten passt.  
 
Wenn beim Fitten eines Datensatzes die zwei verwendeten Fit-Modelle nur eine unterschiedliche 
Anzahl von frei variierbaren Fit-Parametern haben, nennt man das Modell mit mehr frei 
variierbaren Fit-Parametern ein Vollmodel (Model 1), und das andere ein beschränktes Modell, 
oder eingebettetes Model (Model 2). Die Fischer-Verteilung für das Vollmodel und das 
eingebettete Model, die zu demselben Datensatz gefittet werden, ergibt sich aus 
 

                      𝐹𝐹𝛼𝛼(𝑚𝑚, 𝑛𝑛) = 𝐹𝐹𝛼𝛼(𝑃𝑃2 − 𝑃𝑃1, 𝐷𝐷 − 𝑃𝑃2) =
(𝑅𝑅𝑅𝑅𝑆𝑆2−𝑅𝑅𝑅𝑅𝑆𝑆1

𝑃𝑃2−𝑃𝑃1
)

( 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑆𝑆2
𝐷𝐷−𝑃𝑃2

)
                                                                   (3.28) 

 
Wobei RSS1 und RSS2 die Rest-Summe der Quadrate für die jeweiligen Fit-Modelle sind.  
 
                      RSS = ∑ [𝑓𝑓(𝑥𝑥𝑖𝑖) − 𝑦𝑦𝑖𝑖]2𝑘𝑘

𝑖𝑖=1                                                                                       (3.29) 
 
Die Summe geht von eins bis zum Index k=m, n, wobei m und n die Anzahl der Freiheitsgrade 
bezeichnet, P1 und P2 sind die Anzahl der jeweils frei variierbaren Fit-Parameter der Fit-Modelle 
und D ist die Anzahl der unabhängigen Messwerte des zu untersuchten Datensatzes. Die Werte der 
Vertrauensbereiche α (0 < 𝛼𝛼 < 1) sind in Statistik-Büchern aufgeführt. (z. B. [103]) 
 
                      𝑃𝑃{𝐹𝐹 > 𝐹𝐹𝛼𝛼(𝑚𝑚, 𝑛𝑛)} = ∫ 𝜓𝜓(𝑦𝑦)𝑑𝑑𝑑𝑑∞

𝐹𝐹𝛼𝛼 (𝑚𝑚,𝑛𝑛) = 𝛼𝛼                                                                        (3.30) 

 
𝜓𝜓(𝑦𝑦) ist die Wahrscheinlichkeitsdichte der Fischer-Verteilung 𝐹𝐹𝛼𝛼  (𝑚𝑚, 𝑛𝑛). Ein Wert α von 67,5% 
korrespondiert zum 1σ Bereich, 95% zum 2σ Bereich und 99% zum 3σ Bereich.  
 
Gleichung 3.28 zeigt die Formel, die von uns zur ExSeAn verwendet wird. Wenn man für die 
Parameter einen bestimmten Vertrauensbereich α festlegen möchte, sucht man zuerst den Wert von 
𝐹𝐹𝛼𝛼(𝑃𝑃2 − 𝑃𝑃1, 𝐷𝐷 − 𝑃𝑃2) aus. Beispielweise wenn man den Vertrauensbereich nur für einen Parameter 
bestimmen möchte, hält man beim zweiten Fitten (eingebettetes Model) diesen Parameter fest, und 
alle anderen Parameter bleiben nach wie vor frei variierbar. Dann ist 𝑃𝑃2 − 𝑃𝑃1 = 1 (Wenn man zwei 
Parameter festhält ist  𝑃𝑃2 − 𝑃𝑃1 = 2.). Danach berechnet man die Grenzwerte des RSS2 für 
gewünschte α–Werte mit:  
 

                         𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅2 = 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅1 𝑃𝑃2−𝑃𝑃1⁄
1

𝑃𝑃2−𝑃𝑃1
−𝐹𝐹𝛼𝛼(𝑃𝑃2−𝑃𝑃1,𝐷𝐷−𝑃𝑃2)

𝐷𝐷−𝑃𝑃2

                                                                                         (3.31) 
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Nun werden die Werte des festgehaltenen Fitparameters stufenweise geändert, bis die Grenzwerte 
(max. und min), der ausgerechneten RSS2 Werte erreicht sind. Dieser Vertrauensbereich liegt fast 
immer unsymmetrisch zum optimalen Fit-Ergebnis, das man aus dem ersten Fit (mit dem 
Vollmodel) erhält. 
 
Ein Ablaufschema für den ExSeAn-Prozess durch Origin 8.5 lässt sich wie folgt beschreiben: 
 
1. Alle  Fit-Parameter von Origin werden mit einem passenden Fit-Modell bis zum Erreichen des 

minimalen  reduzierten Chi-Quadrat-Werte-Ergebnisses  χ2
m (RCS) gefittet.  

Das reduzierte Chi-Quadrat χ2
m

 mit einem Fit-Model Y= f(x) ist dabei gegeben als  
 

                                              𝜒𝜒𝑚𝑚
2 = ∑ 𝝎𝝎𝒊𝒊[𝒇𝒇(𝒙𝒙𝒊𝒊)−𝒚𝒚𝒊𝒊]𝟐𝟐𝒏𝒏

𝒊𝒊=𝟏𝟏
𝒎𝒎

,                                                                    (3.32) 
 
 

wobei m die Freiheitsgrade darstellt. Für einen Datensatz mit D Datenpunkten und einem Fit-
Model mit P variierbaren Fit-Parametern, ist m gegeben als m= D-P. Wenn ωi=1 (no weight 
Fitting) ist, ergibt dies 

                                                                  
                                               m* χ2

m
 = RSS .                                                                                   (3.33) 

 
2. Man hält die zu untersuchenden Parameter fest und benutzt die Fisher-Verteilung, um die neue 

freiheitsgradreduzierte Chi-Quadrat-Minimierung 𝜒𝜒𝑛𝑛
2 (n˂m) zu erreichen. Die reduzierte 

Anzahl der Freiheitsgrade ist n, bei einem oder mehreren festgehaltenen Fit-Parametern. 

 
3. Der festgehaltene Fit-Parameter wird stufenweise geändert (erhöht oder reduziert). Das 

erhaltene RSS2 oder χ2
n  wird mit dem RSS1 oder χ2

m, den optimalen Werten des ersten Fits, 
verglichen.  Dies wird solange durchgeführt, bis die Chi-Quadrat-Minimierung von χ2

n  (siehe 
Formel) oder der RSS2-Wert den gewünschten Grenzwert (3.34) erreicht haben. 

 

                            𝜒𝜒𝑛𝑛
2 = 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅2 𝑛𝑛⁄ = 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑆𝑆1 𝑃𝑃2−𝑃𝑃1⁄

1
𝑃𝑃2−𝑃𝑃1

−𝐹𝐹𝛼𝛼(𝑃𝑃2−𝑃𝑃1,𝐷𝐷−𝑃𝑃2)
𝐷𝐷−𝑃𝑃2

𝑛𝑛⁄ = 𝜒𝜒𝑚𝑚
2 ∗(𝐷𝐷−𝑃𝑃1) 𝑃𝑃2−𝑃𝑃1⁄

1
𝑃𝑃2−𝑃𝑃1

−𝐹𝐹𝛼𝛼(𝑃𝑃2−𝑃𝑃1,𝐷𝐷−𝑃𝑃2)
𝐷𝐷−𝑃𝑃2

𝑛𝑛�      (3.34) 

 
 

                                                        𝜒𝜒𝑛𝑛
2 = 𝜒𝜒𝑚𝑚

2 ∗(𝐷𝐷−𝑃𝑃1)

1−𝑃𝑃2−𝑃𝑃1 
𝐷𝐷−𝑃𝑃2

𝐹𝐹𝛼𝛼(𝑃𝑃2−𝑃𝑃1,𝐷𝐷−𝑃𝑃2)
𝑛𝑛�                                                   (3.35) 
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4. Man wiederholt Schritt 3 mit stufenweiser Änderung der Fit-Parameter in die andere Richtung, 
um den anderen Grenzwert (Maximum oder Minimum) des Fit-Parameters zu ermitteln.  

 
Auf diese Weise kann man jeden Vertrauensbereich in Abhängigkeit der untersuchten Parameter 
bestimmen, und erhält für jeden Vertrauensbereich mehrdimensionale asymmetrische 
Grenzflächen. In Abb.3.13 ist eine graphische Darstellung eines durch die ExSeAn bestimmten 
Vertrauensbereichs zu sehen. Dabei wurde anhand eines Phytochromdatensatzes aus Publikation 
(Anhang G) die Linienbreite des Peaks bei 1708 cm-1 aus dem PFiD-Signal aus Abb. 3.11 zum 
Zeitnullpunkt bestimmt. Es wurden die Wellenzahlen der Peakpositionen soweit verschoben, bis 
der 1σ Vertrauensbereich verlassen wurde. Die beiden beobachteten benachbarten 
Absorptionspeaks der C19=O Streckschwingung in Phytochrom Cph1∆2 wurden von uns zu zwei 
verschiedenen Grundzustandsstreckschwingungen zugeordnet. Es sollte hier getestet werden, ob 
die Peakpositionen bei 1700 cm-1 und 1708 cm-1 im Fit soweit verschoben werden können, dass 
sie einander überlagern, bzw. spektral überlappen. Dies könnte gegen die Existenz von zwei 
verschiedenen Spezies sprechen. 
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Abbildung 3.13  1σ Vertrauensbereich der zwei Peak-Positionen. Der Graph zeigt nicht nur die Grenzwerte 
des Fitparameters, sondern auch die Korrelation der zwei Peak-Positionen bei Variation aller anderen 
Parameter. 
 
Wie in Abb. 3.13 zu sehen ist, gibt es für jede Wellenzahlposition der ʋ(C19=O)a Absorptionsbande 
auf der y-Achse zwei 1σ-Grenzwerte der ʋ(C19=O)b Absorptionsbande auf der x-Achse und 
umgekehrt. Die v(C19=O)a Absorptionsbande liegt um 1700 cm-1 mit einem 1 σ Vertrauensbereich  
zwischen 1696 cm-1 und 1704 cm-1, und die v(C19=O)b Absorptionsbande liegt um 1708 cm-1 mit 
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einem 1σ Vertrauensbereich  zwischen 1706 cm-1 und 1710 cm-1. Jeder Punkt in Abb. 3.13 
(schwarze Quadrate)  stellt einen berechneten Grenzwert des Vertrauensbereichs dar. Innerhalb 
dieser „Grenzlinie“ liegen im 1σ-Bereich beide Absorptionsbanden. Sie haben unterschiedliche 
Wellenzahlen, was die Existenz von zwei verschiedenen Absorptionsbanden unterstreicht. Mit 
dieser von uns verwendeten Methode können zuverlässige Fehlerbereiche von Datensätzen 
angegeben werden, die die Asymmetrie und mehrdimensionale Abhängigkeit der Parameter 
untereinander berücksichtigt. 
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Kapitel 4    

Zusammenfassung und Ausblick 
 
In dieser Doktorarbeit habe ich die Winkel balancierte polarisationsaufgelöste Femtosekunden VIS 
Pump - IR Probe-Spektroskopie (bal-Pol-fs-PPS), selbst realisiert, charakterisiert und je nach 
Bedarf des Experimentes umgebaut. Diese neue Methode stellt eine alternative Methode zur 
traditionellen zeitaufgelösten IR Spektroskopie dar, die eine Echtzeitverfolgung von strukturellen 
Änderungen in Molekülen ermöglicht. Ich konnte mit dieser Methode erstmals die 
Orientierungsänderung des Phytochromchromophors in Echzeit verfolgen und somit den zeitlichen 
Ablauf der Photoisomerisierungen der Pfr→Pr und der Pr→Pfr Reaktion exakt bestimmen. Der 
Aufbau und seine Parameter wurden in Kapitel 2 beschrieben. Mit diesem Aufbau habe ich im 
Rahmen meiner Doktorarbeit zwei verschiedene Systeme, Phytochrome und Corrole, untersucht. 
Die Messdaten wurden mit der in Kapitel 3 beschreibenden Methode ausgewertet. Im Folgenden 
werden die Ergebnisse meiner Messungen an den beiden Systemen kurz zusammengefasst. 
 
4.1 Phytochrom Cph1∆2 
 
Zeitaufgelöste IR-Messungen an Phytochromen wurden bis jetzt kaum durchgeführt, da die IR-
Signalstärken im Vergleich zu anderen Photorezeptoren, wie bR oder PYP deutlich kleiner sind.  
In dieser Arbeit wurden neben Messungen an Agp1 Phytochrom hauptsächlich Messungen an 
Cph1Δ2 Phytochrom durchgeführt. Die photoinduzierte Dynamik der beiden Primärreaktionen von 
Phytochrom Cph1∆2 sind charakterisiert worden. Die Konformationsänderungen der PCB 
Chromophore im angeregten Zustand wurden  erfolgreich  in Echtzeit verfolgt und charakterisiert. 
 
Die Pr→Pfr Photoisomerisierung in pflanzlichen Phytochromen und Cph1 wurde mit 
ultraschnellen sichtbaren und Raman Methoden untersucht. Es wurden stets zwei Zeitkonstanten 
um 3 ps und 30 ps beobachtet. Obwohl keine zwingenden Hinweise für eine Photoisomerisierung 
mit 3 ps vorlagen, wurde überwiegend die schnelle Zeitkonstante mit der Photoisomerisierung 
verknüpft. [13] Die von mir gemessenen Schwingungsdynamiken der Pr→Pfr  Reaktion können 
sehr gut mit zwei exponentiellen Zerfällen beschrieben werden. Die Zeitkonstanten habe ich zu 
(4,7±1,4) ps und (30±5) ps ermittelt, die mit den veröffentlichten Werten gut übereinstimmen. Die 
Vertrauensbereiche wurden durch ExSeAn bestimmt. Im Gegensatz zu den Methoden die von 
anderen Arbeitsgruppen weltweit eingesetzt werden, ermöglicht die von mir verwendete Methode 
die Verfolgung von Orientierungsänderungen von Molekülgruppen. Während der 
Photoisomerisierung um die C14=C15 Bindung im elektronisch angeregten Zustand, wird 
angenommen, dass sich der Ring D dreht. Da der PCB Chromophor am Ring D eine 
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Carbonylgruppe (C19=O) besitzt, kann die Orientierung während der Photoisomerisierung anhand 
dieser v(C19=O)* Streckschwingung im elektronisch angeregten Zustand verfolgt werden. Das 
Schwingungsübergangsdipolmoment von Carbonylgruppen ist in guter Näherung parallel zur C=O 
Doppelbindung. Nachdem die v(C19=O)* Streckschwingung in den Daten identifiziert wurde, 
konnte ich die Drehung des Ring Ds anhand der Anisotropiedaten verfolgen. Die zeitaufgelösten 
Anisotropiedaten der v(C19=O)* Streckschwingung bestätigten die Orientierungsänderung des 
Ring D nach Photoanregung. Ich konnte erstmals eindeutig zeigen, dass die Isomerisierung mit der 
langen Zeitkonstante von 30 ps stattfindet. Die Zeitkonstante um 3 ps konnte nicht mit 
Orientierungsänderungen verknüpft werden. Aus meinen Daten konnte ich die relativen Winkel 
zwischen den Schwingungsübergangsdipolmomenten  𝜇𝜇𝑐𝑐19=𝑜𝑜,  𝜇𝜇𝑐𝑐1=𝑜𝑜, 𝜇𝜇𝑐𝑐19=𝑜𝑜∗, 𝜇𝜇𝑐𝑐19=𝑜𝑜

𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙−𝑅𝑅 , und 
dem elektronischen Übergangsdipolmoment μvib ( S0→S1 ) bestimmen. Die Kombination der 
experimentellen Daten mit DFT-Berechnungen bestätigen die ZZZssa Geometrie des PCB 
Chromophors im Pr Grundzustand und die ZZEssa Geometrie im Lumi-R Grundzustand. Der 
Zerfall des Anisotropiesignals mit 30 ps wurde von uns durch eine 90o Drehung  des Rings D im 
elektronisch angeregten Zustand mit anschließender Reaktion zu Lumi-R oder in den Pr-
Grundzustand erklärt. Dabei trägt nur etwa ein Drittel der angeregten Chromophore zur Drehung 
des Chromophors bei und etwa die Hälfte davon erreicht den Produktzustand Lumi-R. Das 
entspricht der von mir bestimmten Gesamtquantenausbeute von etwa 16% für die 
Photoproduktbildung und stimmt mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen gut überein.  
 
Ich habe in meinen Messungen eine hohe spektrale Auflösung von 1,5 cm-1 verwendet, die es 
erlaubte spektrale Signaturen genau zu untersuchen. Aus diesen Untersuchungen, die zudem noch 
polarisationsaufgelöst durchgeführt wurden, konnte ich deutliche Hinweise für eine strukturelle 
Heterogenität der Pr-Form im Grundzustand gewinnen. Zwei PCB Geometrien PCBa  und PCBb 
des Chromophors mit unterschiedlichen Ring-D-Orientierungen wurden anhand von zwei 
separierbaren v(C19=Oa)  und  der v(C19=Ob) Absorptionsbanden identifiziert. Die spektrale Lage 
dieser beiden Banden unterscheidet sich um 7 cm-1. Durch ExSeAn und PFID bestätigt sich, dass 
die 7 cm-1 Frequenzdifferenz reproduzierbar ist und nicht durch eine Überlagerung von Signalen 
entsteht. Die relativen Winkel zwischen den Schwingungsübergangsdipolmomente 𝜇𝜇𝑐𝑐19=𝑜𝑜𝑎𝑎, 
𝜇𝜇𝑐𝑐19=𝑜𝑜𝑏𝑏 und dem elektronischen Übergangsdipolmoment μvib sind jeweils ~29o und ~16o. 
Zusätzlich zeigt sich in den Daten der Transienten,  ein deutlich unterschiedliches Zeitverhalten 
für die v(C19=Oa)  und  die v(C19=Ob) Bleichbande. Ich konnte zeigen, dass Phytochrome mit der 
Chromophorkonformation PCBa eine Quantenausbeute von 29% haben, die zehnmal höher ist als 
die Quantenausbeute von PCBb mit ~3 %.  Die Pr-Grundzustandsheterogenität passt gut zu der 
NMR-Studie von Song. [16] Durch Kombination der experimentellen Daten, DFT Berechnung und 
NMR-Studie lässt sich die Heterogenität erklären. Die Carbonylgruppe am Ring D mit der PCBa 
Konformation ist über eine Wasserstoffbrückenbindung mit His 290 verbunden. Die PCBb 

Konformation weist eine Ring D Orientierung auf, die auf der anderen Seite der Molekülebene 
liegt und keine Wasserstoffbrückenbindung eingehen kann. Dies ist die inaktive Form mit 
verschwindender Quantenausbeute für die Produktbildung. Durch die Wasserstoffbrückenbindung 
wird PCBa leicht vorgebogen.  Diese Torsion  führt im elektronisch angeregten Zustand zu einer 
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höheren potentiellen Energie und ermöglicht eine Drehung des Ring Ds an dem Histidin vorbei. 
Die Wasserstoffbrückenbindung wird mit der elektronischen Anregung gebrochen. Zwei 
Veröffentlichungen der Messergebnisse über die Pr→Pfr Hinreaktion befinden sich im Anhang B 
und C [105, 106]. 
 
Die Rückreaktion Pfr→Pr wurde bis jetzt seltener untersucht als die Hinreaktion. Sie wurde mit 
zwei Zeitkonstanten um 0.5 ps und 3 ps charakterisiert, wobei eine eindeutige Zuordnung zur 
Isomerisierung bis jetzt nicht möglich war. Phytochrom bietet die einmalige Gelegenheit zwei 
verschiedene ultraschnelle Photoreaktionen desselben Chromophors in demselben Protein zu 
untersuchen. Meine Messungen an Cph1Δ2 Phytochrom in der Pfr-Form ergaben eine bi-
exponentielle Photoreaktion mit den Zeitkonstanten  von τ1= (0,7 ± 0,5) ps und τ2 = (5,3 ± 0,3) ps, 
wobei die Fehlerbereiche durch ExSeAn bestimmt wurden. Meine polarisationsaufgelösten 
Messungen zeigen sehr deutlich, dass ein Anisotropiezerfall der  ʋ (C19=O)* Streckschwingung 
des Ring Ds im elektronisch angeregten Zustand mit 0,7 ps erfolgt. Dadurch kann ich die schnelle 
Zeitkonstante von 0,7 ps dem Isomerisierungsprozess zuordnen. Auch für diese Photoreaktion war 
eine Verfolgung der Chromophorrotation in Echtzeit möglich. Die Photoreaktion im elektronisch 
angeregten Zustand zeigt zwei Populationen. Eine Population von etwa 65% führt keine 
Photoisomerisierung durch und weist eine Lebensdauer von etwa 5 ps auf. Die andere Population 
von etwa 35% vollführt eine Drehung des Ring D bis zum transition state mit einer Drehung von 
90°. Wir gehen davon aus, dass an diesem Punkt der Übergang in den Produktzustand Lumi-F mit 
(17±7)% und in den Pfr-Grundzustand über einen conical intersection erfolgt.   Eine 
Veröffentlichung der Ergebnisse über diesen Teil des Messergebnisses liegt im Anhang D [107] . 
 
Die Heterogenität im elektronisch angeregten Zustand könnte durch eine Heterogenität im 
elektronischen Grundzustand induziert sein. Weitere noch unveröffentlichte Ergebnisse legen 
diesen Schluss und den Einfluss von Wasserstoffbrückenbindungen im Pfr-Grundzustand auf 
diesen Prozess nahe. Durch unsere winkelaufgelöste Abtastung der Carbonylstreckschwingungen 
am Ring A (C1=O, C1=O*) und D (C19=O, C19=O*, lumi-FC19=O) konnte  die ZZEssa Konformation 
des PCB Chromophors in der Pfr-Form bestätigt und das erste Photoprodukts Lumi-F identifiziert 
werden. Mit der verwendeten hohen spektralen Auflösung von 1,5 cm-1 konnte ich eine strukturelle 
Heterogenität des Phytochroms im  Pfr-Grundzustand nachweisen. Es treten zwei v(C19=O) 
Absorptionsbanden auf, die durch 8 cm-1 Frequenzdifferenz voneinander getrennt sind. 
Untersuchungen ergaben unterschiedliche Dynamiken der beiden Absorptionsbanden, aber ähnlich 
große Quantenausbeuten. Die Schwingungsübergangsdipolmoment-Orientierungen der beiden 
Banden wiesen ähnliche, aber dennoch unterschiedliche Winkel relativ zum elektronischen  
Übergangsdipolmoment auf. Dieses Verhalten wurde durch ExSeAn und PFID nachgewiesen. Eine 
weitere Veröffentlichung über die strukturelle Heterogenität ist derzeit in Bearbeitung. [Anhang F] 
 
Für eine weitere Analyse der Wechselwirkungen zwischen dem Protein und dem Chromophor  ist 
geplant,  die hier vorgestellten Pr- und Pfr- Daten mit zukünftigen Untersuchungen an  
unterschiedlichen Mutanten des Phytochroms zu vergleichen.   
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4.2 Corrole 
 
Die Corrole stellen eine interessante und neue Klasse von Molekülen, ähnlich zu Porphyrinen dar. 
Im Gegensatz zu Porphyrinen können sie durch ihren flexibleren Makrozyklus mehr 
unterschiedliche Metallionen mit höheren Oxidationsstufen binden als Porphyrine. Dadurch 
ermöglichen Corrole neue chemische und katalytische Verfahren. Ihr Einsatz in der Chemie wächst 
beständig, allerdings sind photophysikalische Eigenschaften erst in Ansätzen charakterisiert.  Zur 
Bestimmung der Photoreaktion von Corrolen habe ich eine Vielzahl von Experimenten an Corrolen 
mit unterschiedlichen Anregungswellenlängen im Bereich der Soret und Q-Banden durchgeführt. 
Dazu wurde Aluminium Corrol bei 400 nm, 450 nm, 580 nm und 620 nm, und bromiertes 
Aluminium Corrol bei 400 nm, 450 nm, 590 nm und 640 nm angeregt. Beide Proben wurden im 
selben Bereich zwischen 1470 cm-1 und 1540 cm-1, wo die C=C Streckschwingung des Al-Corroles 
absorbiert, abgetastet. Eine Gesamtübersicht der elektronischen Übergänge der Q-bande für 
Aluminium Corrol wurde erstellt. Hinweise auf einen Triplett-Übergang für das bromierte und 
unbromierte Al-Corrole wurden gefunden. [Anhang G] 
 
Ich konnte die S0→S1 und S0→S2 Übergänge in der Q-Bande der Absorptionsspektren für das 
hexakoordinierte Al(tpfc)(py)2 und Br8Al(tpfc)(py)2 eindeutig zuordnen. Die Aufspaltung des Q-
Bands und die Winkel zwischen einem Schwingungsübergangsdipolmoment (VTDM) und dem 
elektronischen Übergangsdipolmoment (TDM) wurden mit (53±2)o und (34±2)o für 
hexakoordiniertes Al(tpfc)(py)2 bei Anregung mit 580 nm und 620 nm bestimmt.  Für 
hexakoordiniertes Br8Al(tpfc)(py)2 wurden Winkel von (51±2)o und (43±2)o bei Anregung bei 590 
nm und 640 nm gemessen. Die relativen Winkel zwischen den beiden niedrigsten elektronischen 
Übergangsdipolmomenten (TDM)  sind (90 ±8)o und (94 ±3)o für Al(tpfc)(py)2 und 
Br8Al(tpfc)(py)2. Eine Veröffentlichung der Ergebnisse befindet sich im Anhang D [108]. 
 
Untersuchungen der zeitaufgelösten Schwingungsdynamik zeigen eine positive Bande um 1500 
cm-1, die man sowohl bei Anregung im Q-Band als auch im Soret-Band sieht. Diese Bande zeigt 
sehr wahrsscheinlich Triplett-Bildung, da die Bleichbanden während des Anstiegs der neuen Bande 
erhalten bleiben. Diese Ergebnisse werden auch durch eine Arbeit an bromierten Aluminium 
Corrolen unterstützt. [31] Die Photodynamik des Aluminium Corroles wird in einer weiteren 
Veröffentlichung beschrieben. In dieser Arbeit wird die elektronische Dynamik mit der 
Schwingungsdynamik verbunden, um ein umfassendes Bild der Photoreaktion und Triplettbildung 
darzustellen. [Anhang G] 
 
Die weitergehenden Messungen werden sich auf neue Corrolesysteme und Corrole-Elektronen-
Transfersysteme konzentrieren. Denkbar wäre ein Donor-Akzeptor-System, das den Rücktransfer 
des Elektrons verhindert. Die Steuerung dieses Prozesses könnte durch Veränderung der 
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Anregungspulsform eingestellt werden. Ein Einsatz in der photodynamischen Therapie ist ebenso 
denkbar für Corrole mit hoher Singulett-Sauerstoffausbeute. Um die wichtigsten Ergebnisse und 
Schlussfolgerungen zusammenzustellen, werden schließlich acht Veröffentlichungen angehängt.  



68 

Anhang A 

Assignment of Aluminum Corroles Absorption Bands to Electronic Transitions by 
Femtosecond Polarization Resolved VIS-Pump IR-Probe Spectroscopy 

Yang, Y; Jones, D; von Haimberger, T; Linke, M; Wagnert, L; Berg, A; Levanon, H; Zacarias, 
A; Mahammed, A; Gross, Z; Heyne, K 

JOURNAL OF PHYSICAL CHEMISTRY A 2012, 116(3), p. 1023-1029; 
DOI 10.1021/jp211970j 

http://dx.doi.org/10.1021/jp211970j
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Anhang B 

Real-Time Tracking of Phytochrome's Orientational Changes During Pr 
Photoisomerization 

Yang, Y; Linke, M; von Haimberger, T; Hahn, J; Matute, R; Gonzalez, L; Schmieder, P; Heyne, 
K
JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY 2012, 134(3), p.1408-1411; 
DOI 10.1021/ja209413d 

http://dx.doi.org/10.1021/ja209413d 
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Anhang C 

Active and silent chromophore isoforms for phytochrome Pr photoisomerization: An 
alternative evolutionary strategy to optimize photoreaction quantum yields   
Yang,Y; Linke, M; von Haimberger, T; Matute, T; González, L; Schmieder, P; Heyne, K 
STRUCTURAL DYNAMICS 1 2014, 014701; 
DOI 10.1063/1.4865233 
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Anhang D 

Non-Bonded Interactions Drive the Sub-Picosecond Bilin Photoisomerization in the Pfr 
State of Phytochrome Cph1 

Yang, Y, Heyne, K, Mathies, RA, Dasgupta, J 

Chemphyschem. 2016 Feb;17(3):369-74; 
DOI: 10.1002/cphc.201501073 

http://dx.doi.org/10.1002/cphc.201501073 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26630441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heyne%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26630441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mathies%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26630441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dasgupta%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26630441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26630441


102 

Anhang E 
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