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Summary I

Summary

The distribution of knowledge, rules and laws in the form of stored information has begun
with simple stone tablets and papyrus rolls. It developed printed media and nowadays the use
of computers for data storage is common. Magnetic hard drives can store a few terabits. The
optical information storage with CDs (compact discs) and DVDs (digital versatile discs) is
widespread. However the number of pits and flats is limited and a regular CD can only store
up to 700 MB. By decreasing the laser spot size and using other wavelengths the capacity
volume for storage expands up to 50 GB in a blue ray disc. But still the limits of data storage
are not yet exhausted. The optical data storage can be extended into five dimensions,
including the spatial resolution in XYZ-direction of the storage medium and the readout
wavelength for different dyes. Furthermore the polarization state of light provides an
additional degree of freedom to increase capacity. Optical polarization data storage is also
possible with Bakteriorhodpsin (BR). Research on BR has been done since its discovery in
the 1970s. In recent years more and more possibilities for technical applications of this
biomolecule have been discussed. BR has an enormous stability against thermal and chemical
stress, therefore it is ideal for technical applications.

The combination of existing techniques with BR is an important requirement for the market
introduction of products containing BR. These products include for example photochromic
security inks using molecular effects of BR, inspired by the proton pump mechanism of this
protein in nature. BR also has a huge potential in the application as optical polarization-
encrypted data storage. Therefore, the already known technique of data storage in BR has to
be investigated with regard to the writing and reading mechanism. Moreover, the molecular
effect, which leads to a macroscopic measurable polarisation change of incident light has to
be devised. A combination of UV-Vis-spectroscopy, CD-spectroscopy and atomic force
microscopy of laser irradiated samples was able to show the structural changes on the
molecular level. Together with MS-analyses the irreversible reaction of laser induced two
photon photo-bleaching has been solved in this work.

In this PhD thesis techniques and procedures were combined to produce polarization data
storage containing BR. The effect of polarisation storage was analyzed and described
employing the Stokes formula. The capacity of data storage increases enormously by using a

polarisation system.



Kurzfassung II

Kurzfassung

Die Weitergabe von Wissen, Regeln und Gesetzen in Form von gespeicherten Informationen
hat mit einfachen Steintafeln begonnen und sich iiber Papyrusrollen, dem Buchdruck bis hin
zur Verwendung von Computern zur Datenspeicherung entwickelt. Magnetische Festplatten
kommen heute bis auf einige Terabits  Speichervolumen. Die  optische
Informationsspeicherung in Form von CDs (Compact Discs) und DVDs (Digital Verstile
Discs) ist weit verbreitet. Die Nummer der Pits and Lands ist limitiert und eine normale CD
erlaubt eine Speicherung von bis zu 700 MB. Durch kleinere Laserspots, anderen
Wellenldngen zum Auslesen und engere Beschreibung der Datendiscs wurde bei Blue Rays
das Datenvolumen bis auf 50 GB erweitert. Auf diesem Wege sind die Grenzen der
Datenspeicherung noch nicht ausgereizt. Die optische Datenspeicherung ldsst sich in fiinf
Dimensionen ausweiten, dazu gehoren neben der Ortsauflosung in XYZ-Richtung des
Speichermediums noch die Auslesewellenlinge fiir verschiedene Farbstoffe sowie die
Polarisationsrichtung des Lichts. Optische Datenspeicherung ist auch mit Bakteriorhodopsin
(BR) moglich. Seit der Erforschung des BR in den 70ern wurden bis heute verschiedene
technische ~Anwendungen des Biomolekiiles diskutiert. So sind photochrome
Sicherheitstinten, die den Protonpumpmechanismus des Proteins nutzen, von Interesse. Ein
anderes grof3es Potential ist die Polarisationsdatenspeicherung. Das Ziel dieser Dissertation ist
es, die Verdnderungen aufzuzeigen, die bei der Polarisationsdatenspeicherung eintreten,
beginnend im molekularen bis hin zum makroskopisch messbaren Effekt. Der fiir die
Datenspeicherung von Fischer und Mastay postulierte Zustand P3gp wurde bereits frither
schon UV-Vis spektroskopisch untersucht. In dieser Arbeit werden mit CD-Spektroskopie,
AFM und SAXS strukturelle Verdnderungen auf der mikroskopischen Ebene diesen Zustand
nach Bestrahlung mittels Pulslaser aufkldren. Ergidnzt durch massenspektrometrische

Messungen kann die Ursache der Irreversibilitidt des Schreibvorgangs aufgeklirt werden.

Im zweiten Teil werden die externen Einfliisse auf das Datenspeichern aufgezeigt. Der
makroskopisch messbare Effekt des Datenspeicherns wird mittels Polarimetrie untersucht.
Mit einer mathematischen Beschreibung durch den Stokes-Formalismus wird der Effekt der
Polarisationsdatenspeicherung beschrieben. Die Speicherkapazitit eines

Polarisationsdatenspeichers iibersteigt herkommliche Datenspeicher um ein vielfaches.
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1 Bakteriorhodopsin

1.1 Halobacterium salinarum

Das Retinalprotein Bakteriorhodopsin (BR) des extremophilen Halobacterium salinarum™

wurde 1971 von Oesterhelt und Stoeckenius isoliert und charakterisiert.”) Das BR liegt in der
Zelloberfliche des H. salinarum in Form der Purpurmembran (PM) vor. BR dient als
Lichtenergiekonverter, da es als lichtgetriebene Protonenpumpe einen Protonengradienten
zwischen dem inner- und extrazelluldren Bereich der Zelle herstellt. Dieser entstehende
Protonengradient, der iiber die Zellmembran generiert wird, dient der membrangebundenen
ATP-Synthase zur ATP-Synthese aus ADP, bei der die Protonen wieder in das Zellinnere
diffundieren. Somit bleibt der Stoffwechsel auch unter anaeroben Bedingungen erhalten.” ™ In
der Zellmembran des H. salinarum befinden sich neben dem BR noch drei weitere
photoempfindliche Proteine. Das Halorhodopsin (HR) wirkt als eine nach innen gerichtete
Chloridpumpe. Dadurch 14dt sich die Membran negativ auf, die Gegenionen wandern passiv
iiber Tonenkanile ein und der osmotische Druck der Umgebung kann ausgeglichen werden."!
Mit Hilfe des Flagellarmotors und der Sensorproteine SR I und SR II als Lichtsensoren ist
H. salinarum in der Lage optimale Standorte fiir phototropes Wachstum aufzusuchen.'®”!
H. salinarum gehoért zu den halophilen Archaea, die zum Uberleben extreme
Salzkonzentrationen von mindestens 1,5 mol/l NaCl (9%) benétigen. Optimale

Lebensbedingungen liegen zwischen 3,5-4,5 mol/I NaCL™®

H+ H+

Flagellen

M e

Abb. 1: Skizze von Halobacterium salinarum mit Flagellen und Energiegewinnung durch Protonentransport.”’

1.2 Struktur und Aufbau des Bakteriorhodopsins

Bakteriorhodopsin besteht aus einer Polypeptidkette mit 248 Aminosduren mit einem

Molekulargewicht von 26 kDa in Form von sieben annihernd parallelen o-Helices und einem
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B-Faltblattbereich in der Schleife zwischen den Helices B und C (sieche Abb. 2). Im Inneren
der Helices befindet sich das Retinal, das an die e-Aminogruppe des Lysins-216 als Imin
(Schiff 'sche Base) gebunden ist. Das Retinal trennt das Transmembranprotein in einen
zytoplasmatischen und einen extrazelluldren Teil. Das konjugierte Doppelbindungsystem des
Retinals wird durch eine Proteintasche stabilisiert, dabei sind vor allem die Tryptophanreste
(W86, W182 und W189) beteiligt.[m'“] Dies fiihrt zu einer bathochromen Verschiebung der
Absorption zu 570 nm. Freies Retinal hat hingegen eine Absorptionsbande bei 380 nm.
Desweiteren sind um die Retinalbindungsstelle mehrere Wassermolekiile (401, 402 und 406)
gefunden worden, die stabilisierende Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den positiven
Ladungen am Stickstoff der Schiff schen Base und der endstindigen Aminogruppe des Arg82
und den negativen Carboxylatgruppen von Asp-212 und Asp-85 ausbilden."'>"! Bereits 1975
wurde die Struktur des BRs mit Elektronenbeugung aufgeldst.!'* Im Laufe der Jahre wurde
die Struktur in hoéherer Auflésung (1,8-2,0 A),[m] weiterhin  mit Elektronen-

kristallographie[ls'm

und Rontenstrukturanalyse untersucht, dadurch konnte der Protonenweg
aufgeklirt werden."®'” Zur Bestimmung der Lage und Orientierung des Retinals wurden
Neutronenstreuexperimente mit selektiv deuterierten Retinalen durchgefiihrt. Der Winkel der
Polyenkette beziiglich der Membrannormalen wurde auf 70,03° + 0,4 zu der extrazellulidren

Seite abgeschitzt.

Abb. 2: Schematische Darstellung eines BR-Monomers erstellt aus PDB-Eintrag 13CW. Die 7 a-Helices (A bis
G) sind violett dargestellt, die interhelikalen Loops cyan, das Retinal gelb. (a) Seitenansicht (b) Ansicht von der

extrazelluldren Seite.
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1.3 Purpurmembran

Bakteriorhodopsin bildet Trimere aus, die in der Purpurmembran (PM) als ein hexagonaler
zweidimensionaler Kristall angeordnet sind. Die zweidimensionalen Proteinkristalle sind
gegeniiber chemischen und physikalischen Einfliissen wie Temperatur®”, Solvens',
pH-Wert, hoher Salzkonzentration und Trocknungsgrad enorm stabil. Fiir die regelmifige
Anordnung der PM sind spezielle Aminosaureseitengruppen des BRs gegeniiber einzelner
Glycerinethergruppen der Lipiddoppelschicht verantwortlich. Die Purpurmembran besteht aus
BR und ungefiihr 10 Lipidmolekiilen pro BR."** In Abb. 3 ist schematisch die Einbettung in
die natiirliche Lipidumgebung gezeigt. Die Trimere (purpur) ordnen sich in einem

hexagonalen 2D-Kristall an. Der Gitterabstand von Trimermitte zu néchster Trimermitte

betrigt 6,2 nm. Ein einzelner PM-Patch ist etwa 5 nm dick und hat eine Breite von

wenigen pm.

extrazellulare
Seite

zytoplasmatische Seite

Abb.3: (a) Hexagonale Anordnung der BR-Trimere. (b) Einbettung der BR-Trimere in die
Lipiddoppelschicht.*?*! Das Gitter hat einen Abstand der Trimere von 6,2 nm (Darstellung der BR-Trimere
nach PDB-Eintrag 1BRR, Darstellung der Monomere nach PDB 13CW)

1.4 Der Protonentransport durch das Bakteriorhodopsin

Durch die Absorption eines Photons durchlduft das BR einen Photozyklus. Dieser wird mit
dem IST-Modell beschrieben. Dabei steht I fiir die Isomerisierung des Retinals, S (switch) fiir
die Anderung der Zuginglichkeit und T fiir den Transport von Tonen.”™ Im Detail wird nach
Lichtabsorption eine Photoisomerisierung des an Lysin-216 gebundenen Retinals von all-
trans nach 13-cis induziert (siehe Abb. 4). Dies 16st die Abgabe des Protons am Stickstoff der
Schiff’'schen Base an Aspartat-85 aus und fiihrt zu einer Ubertragung eines an
Asparaginsdure-96 gebundenen Protons auf den Stickstoff der Schiff’'schen Base.

AnschlieBend kommt es zu einer Riickisomerisierung des Retinals in die all-trans
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Konfiguration. Die Wiederherstellung des Ausgangszustandes erfolgt durch Reprotonierung

des Aspartat-96 von der zytoplasmatischen Seite und die Protonenabgabe der Asparaginsdure

85 an die extrazellulire Seite. BR kann dadurch wieder photochemisch angeregt werden.*®!

®_BO
N
' H
Bs7o all-trans, 15-anti Dssg 13-cis,15-syn
C
RN
\ﬁ—H
BO

Mgyqo 13-cis,15-anti

Abb. 4: Darstellung der photoinduzierten Isomerisierung des Retinals. (a) all-trans-Retinal, (b) 13-cis-Retinal.

In Abb. 5 ist der nach Varo und Lanyi beschriebene Photozyklus gezeigt.””! Die
verschiedenen Photointermediate werden mit Grof3buchstaben bezeichnet, deren Indizes die

entsprechenden Wellenldngen der Absorptionsmaxima angeben.

a D4 b D4
Os40 +— Bszo Bsro==p F,,
Ns6o Jooo Paso P30

Ubergang durch

K590 ===l Einphotonenabsorption
\ / == Zweiphotonenabsorption
. +— Lss <«—> thermisch

Abb. 5: Der Photozyklus von Bakteriorhodopsin.' %!

Die Konfiguration des Retinals ist bei fast allen Zustidnden 13-cis, bei den Zustdnden Bs7¢ und

Ogqo ist sie hingegen all-rrans.'"¥' Es existiert ein irreversibler Ubergang M, — M,
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innerhalb des Photozyklus. Im Dunkeln relaxiert BR zum dunkeladaptierten BR. Es ist eine
Mischung von 6:4 Dsyg (13-cis-Retinal) und Bsyo (all-trans-Retinal). Durch Belichtung mit
Tageslicht wird BR fast quantitativ in den Bs7o-Zustand transferiert.

Fir die Verwendung von BR als optischer Datenspeicher sind vor allem die Zusténde
auBerhalb des Photozyklus von Interesse. Mittels Pulslaser der Wellenldnge A = 532 nm wird
BR durch Zweiphotonenabsorption vom Bs7p-Zustand in den Fgpo-Zustand iiberfiihrt. Dieses
hat eine Farbidnderung von purpur nach blau zur Folge, die bei weiterer Bestrahlung in den
gelblichen Psgp-Zustand wechselt. Das so erhaltene photochemisch erzeugte Material wird
laserinduzierte blaue Membran (LIBM) genannt.'””’ Nach dem Modell von Fischer fiihrt die
Absorption eines Photons zunédchst zu einem angeregten Zustand B/Bgppep, der in den Jgps-
Zustand iibergeht und somit dem normalen Photozyklus folgt. Ein zweites Photon kann von
einem der frithen Zustinden B/Bgchnen, Jo25 und Ksog absorbiert werden, dabei entsteht der Fgyo-
Zustand. Dieser kann durch Photonenabsorption in den Psgp-Zustand iiberfithrt werden.
Diesem Modell entsprechend ist der P350-Zustand das Produkt zweier aufeinander folgender

photochemischer Prozesse (siehe Abb. 6).

a b c 2x hy a b c x hv a b c
= —
B570B570B570 F620B570B570 P360B570B570

Abb. 6: Bildung des P3¢-Zustands nach dem Modell von Fischer.

Die Indices a, b, c¢ stehen hierbei fiir die jeweiligen BR-Monomere im Trimer. Durch die
irreversible Erzeugung des P3g0-Zustandes eines BR-Molekiils im Trimer entsteht optische
Anisotropie, auf die im Kap. 4.4.3 eingegangen wird. Im Allgemeinen werden die durch einen
Zweiphotonenprozess bzw. eine Zweiphotonenabsorption (TPA - two photons absorption)
geblichene Membran auch als TPP-Produkt bezeichnet (TPP - two photon photobleaching)

unabhiingig davon, ob es sich um den P3¢y oder P349 Zustand handelt.

1.5 Gentechnisch produzierte Mutanten des Bakteriorhodopsins

Durch Punktmutation einzelner Aminoséduren konnen spezielle Eigenschaften erzielt werden,
die gerade im Hinblick auf die technische Anwendung interessant sind. Die am héufigsten
verwendete Mutante neben dem BR-WT ist BR-D96N. Durch Austausch eines Aspartatrestes
(D) mit einem Asparaginrest (N) kann die Reprotonierung nur direkt von der
zytoplasmatischen Seite erfolgen und eine Erhohung der Population des M-Intermediates wird

erreicht.
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Die Punktmutation von BR-WT am Aspartat 85 fithrt zu den Mutanten D85T oder D85S,
dadurch wird die Protonenpumpe BR in eine lichtgetriebene Anionenpumpe konvertiert.
Durch den Austausch des Aspartats (Asp, D) zu Threonin (Thr, T) bei der D85T-Mutante
ergeben sich strukturelle Verdnderungen und eine Rotverschiebung des BR-

Absorptionsmaximums von A__ =567 nm nach ca. 615 nm tritt auf.?*>’

Dariiber hinaus kann in der Néhe der Schiff 'schen Base ein Anion gebunden werden und es
kommt dann zu einer Blauverschiebung des Absorptionsmaximums in Abhiéngigkeit des
Anions. Dabei bewirkt ein Chloridion die stirkste Verschiebung (Chloridion > Azidion >

Bromidion > Nitration > Perchloration > Sulfation).[34]

1.6 Verwendungspotential von BR als Sicherheitsmerkmal

In der Vergangenheit wurden bereits die Vorziige von PM fiir verschiedene Anwendungen
postuliert und exemplarisch gezeigt. BR in der Verwendung als neues Sicherheitsmerkmal fiir
Dokumente, Ausweise oder auch Eintrittskarten bietet mehrere Stufen der Kontrolle. So ist

BR ein:

e Photochromes Material:

= optisch leicht zu testen, nicht fotokopierbar
» verdruckbar (Inkjetdruck, Siebdruck) und vergiefSbar

e Optischer Datenspeicher:

» bei hoher OD als Guss, Druck oder Beschichtung auf Papier, Folie, etc.

als beschreibbarer Speicher nutzbar
» durch Zweiphotonenprozess sehr prizise Adressierung moglich

= Mehr Informationsgehalt als bei klassischen optischen Datentrigern

durch Nutzen der Polarisation moglich

e Riickverfolgbares Material:

» Sequenzmodifizierung zur Identifikation des Herstellers / Verwenders

in Kooperation mit dem MPI Miinchen

In dieser Arbeit liegt der Schwerpunkt auf der Verwendung von BR als optischer
Datenspeicher. Die molekulare Aufkldrung des Prinzips der Datenspeicherung sowie die

makroskopische Beschreibung der Polarisationsinderung beim Beschreiben von BR-Filmen
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werden gezeigt. Dariiber hinaus wird das Datenauslesen mit einem entwickelten optischen
Speicherlesegerdt ~ vorgestellt. Die  bisherigen  Kenntnisse in den einzelnen
Forschungsschwerpunkten werden zum Beginn der jeweiligen Hauptkapitel aufgegriffen. Im
niachsten Kapitel folgt zum besseren Verstindnis der Polarisationsdatenspeicherung ein
Exkurs in die Optik iiber die Eigenschaften von Licht, insbesondere der mathematischen

Beschreibung von polarisiertem Licht.
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2 Optische Beschreibung der Polarisation mittels Stokes-

Formalismus

Da zum Verstindnis der Polarisationseigenschaften von Licht haufig Srokes-Vektoren
verwendet werden, werden diese hier kurz erldutert. Mit den Stokes-Vektoren konnen im
Gegensatz zu den Jones-Matrizen auch nicht vollstandig polarisierte Wellen beschrieben

werden.

2.1 Herleitung der Stokes-Parameter

Zur Bestimmung der Polarisation von Licht wird mit einem Polarimeter die Intensitidt des

Lichtes detektiert und in Form der vier Stokes-Parameter (S,,S,,S,,S;) bzw. als I, Q, U, und

V angegeben. In Gleichung (1) ist der Stokes-Vektor als einspaltige Matrix dargestellt.

S, I E; . +E;,

E _ S, _ 0 _ Eg,x - Eozy
S, U 2E, E,, cosd
S,) \V) |2E.E,, sind

(1)
Dabei beschreibt 1 die gesamte Intensitit des Lichtes, Q den Anteil des linear polarisierten
Lichtes in horizontaler (0°) bzw. vertikaler Richtung (+90° bzw. —90°), U ebenfalls den
Anteil des linear polarisierten Lichtes, jedoch in +45° bzw. —45°-Richtung und V den Anteil
des rechts- bzw. linkszirkular polarisierten Lichtes. Abb. 7 zeigt anschaulich die Erfassung

der verschiedenen Polarisationen als vektorielle Stokesgrofe.

|=|+._.

c
n

P "
-0 0

Abb. 7: Graphische Darstellung der Stokes-Parameter als Differenz von verschieden polarisierten Lichtarten
).[35]

(vertikal, horizontal, +45°, -45° und rechts- und linkszirkular
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Im Allgemeinen wird der Stokes-Vektor aus (1) normiert:

SO
- S
Sy = i !
SO SZ

5; @)

Im Folgenden wird ausschlieBlich der normierte Stokes-Vektor benutzt, auf den Zusatz
,hormiert* bzw. den Index ,N* wird verzichtet. Der Polarisationsgrad I1, DOP (degree of
polarisation), des Lichtes ldsst sich mit den Stokes-Parameter iiber (3) berechnen:

1

1= S—,/Sf +83+8; 3)

0
Ist II=1 bedeutet dies, dass das Licht vollstindig polarisiert ist. Liegt nur eine partielle
Polarisation vor, ist I1<1. Ein teilpolarisierter Lichtstrahl kann als Uberlagerung eines
polarisierten und eines unpolarisierten Lichtstrahls aufgefasst werden:

1\ (1 ((-TD)I

o| | o 0
U U 0
Vv Vv 0

“4)

Die Phasendifferenz wird iiber (5) aus den Stokes-Parametern berechnet:

o= arctan(s—3j
52 )

Zur Darstellung der Stokes-Vektoren wird die Poincaré-Kugel genutzt (sieche Abb. 8). Der
Radius der Kugel ist durch den Parameter S, bestimmt, durch die Normierung der Stokes-
Vektoren wird immer eine Kugel mit dem Radius 1 erhalten. Die 2.-4. Zeile des Stokes-
Vektors, mit den Stokes-Parametern S,, S, und S, stellen somit einen Punkt auf der
Kugeloberfldche dar. Ist das Licht rechtselliptisch polarisiert (S; > 0), wird der Punkt auf der
oberen Halbkugel dargestellt. Rechtszirkular polarisiertes Licht (S; =1) wird als ,,Nordpol*
der Kugel angegeben. Linear polarisiertes Licht (S; =0) wird durch Punkte in der
Aquatorebene dargestellt. Die untere Halbkugel stellt entsprechend linkselliptisch bzw.

linkszirkular polarisiertes Licht dar (S, <0).
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In Tab. 1 sind verschiedene Stokes-Vektoren S; dargestellt. So steht z.B. S, fiir vollstindig
horizontales polarisiertes Licht, da S, =1 und gleichzeitig S,,S;, =0. Es ist vollstindig

polarisiert, da IT = 1 betriigt.***"]

Tab. 1: Ubersicht iiber Stokes-Parameter und Beispiele fiir Polarisationen von Licht.

linear, horizontal 1 E

+

linear, vertikal 1

Eai
Il
|
o O —
‘—~—~m
3tl'it'J

linear, +45° 1 E
- 0
S ase =
1 E,
0
rechts-zirkular 1 £
- 0 :
S rechts = O
EX
1

links-zirkular

Wl
i:
1l
L oo~
xl"-']

unpolarisiert

—

S unpolarisiert =

c o o ~
El/ m
Jm

elliptisch 1

E/JJ,
Il
o o
> S o
|
4@_;”
¥
kl'l'l
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<R = JEE g,

Abb. 8: Darstellung der Polarisation auf der Poincaré-Kugeloberfliche. Beispielhaft sind einige lineare
Polarisationsrichtungen in rot dargestellt, elliptische und zirkulare Polarisationen in griin. Vollstindig

unpolarisiertes Licht entspricht einem Punkt in der Mitte der Kugel.

Eine weitere Methode die Polarisation auf der Poincaré-Kugeloberfliche zu beschreiben, ist
die Angabe des Elliptizititswinkels & (als Breitengrad) und des Azimutwinkels & (als
Lingengrad). Diese geometrische Lage ist in Abb. 8 blau eingezeichnet. Eine Ubersicht der

verschiedenen Bezugssysteme zur Beschreibung von Polarisationen ist in Tab. 2 dargestellt.

Tab. 2: Stokes-Parameter in anderen Bezugssystemen.

Bezugsgrofie S S, S, Ss
Lichtintensitait 1« T4y Lo =1, Loyse 1 40 Iy =1,
&-0-System 1 cos2€-c0s20 cos2€-sin26 sin2e

y-A-System 1 —cos2y sin2y -cosA  —sin 2y -sin A
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2.2 Matrizendarstellung von idealen optischen Bauelementen

Optisch transparente Bauelemente, die den Polarisationszustand des Lichtes dndern, werden

Polarisatoren genannt. Es wird zwischen folgenden Typen unterschieden:

Linearpolarisator: Im Idealfall werden beim Linearpolarisator (Polfilter) alle

- - E, e
Schwingungen des E -Vektors E :( o . @] in einer gegebenen Richtung unterdriickt
Oy

und in der dazu orthogonalen Richtung komplett durchgelassen. Je nach Winkel des
Lichtes zur Transmissionsachse des Polarisators wird Licht absorbiert. Folglich @ndert
sich bei bereits polarisiertem Licht die Intensitdt des so erzeugten linear polarisierten

Lichts. Dieses ist als das Malus sche Gesetz bekannt:

1(8)=1,cos’ 6 (6)

Phasenverzoger: Die Phasenverzogerung beruht auf Doppelbrechung. Dabei kommt es
zur einer Phasendifferenz fiir verschiedene Polarisationen Ex und ljfy des Lichts
durch unterschiedliche Ausbreitungsgeschwindigkeiten bzw. unterschiedliche
Brechungsindizes in der x- und y-Ebene. Betrigt die Phasendifferenz 6 =90 bzw.
0=xr/2 so handelt es sich um eine A/4-Platte. Bei einer A/2-Platte ist die
Phasendifferenz 6 =180 bzw. d =7 .

Isotroper Absorber: Dabei wird nur die Intensitit des Messsignals abgeschwicht. Es

kommt zu keiner Verdnderung der Polarisationsrichtung. Als Beispiel ist ein Graufilter

Zu nennen.

Depolarisator: Dieser Grenzfall beschreibt ein Objekt, das aus polarisiertem Licht

vollstindig unpolarisiertes Licht erzeugt. Typisches Bauelement ist eine Streuplatte.

Einen Uberblick iiber die Miiller-Matrizen fiir typische optische Bauelemente unter

verschiedenen Ausrichtungen ist in der Tab. 3 zu finden. Dabei sind diese als idealisierte

GroBen dargestellt. Fiir die Beschreibung komplexer Systeme ist eine allgemeine Darstellung

notwendig.
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Tab. 3: Ubersicht von Miiller-Matrizen fiir Polarisatoren und Verzogerungsplatten.”®

Linearpolarisator
Horizontale Vertikale +45° Transmission -45° Transmission
Transmission Transmission
1 1 00 1 -1 0 O 1 01 0 1 0 -1 0
111 1 0 O 1/-1 1 0 0O 10 0 0 O 110 0 0 O
210 0 0 O 210 0 0 O 21 01 0 2(-1 0 1 O
00 0 O 0O 0 0O 00 0 O 0O 0 0 O
Verzogerungsplatte
Al4 (schnelle Al4 (schnelle A12 (schnelle Achse,
Achse, vertikal) Achse, horizontal) vertikal)
1 00 O 1 00 O 1 0 0 O
01 0 O 01 00 01 0 O
0 0 0 -1 0 0 01 00 -1 0
0O 01 O 0010 00 0 -1

Abschwichungsfilter  Isotroper Absorber

(25% Transmission)

1 00 O p 0 0 O
110 1T 0 O 0O p 0 O ‘ I
400 0 1 0 00 p O mltp:\/%
0 0 01 0 0 0 p
Depolarisator Depolarisator Grenzfall 1: Grenzfall 2:
1 0 0O 1 0 00O a=b=c=1 a=b=c=0
0 00O 0 a 00 Einheitsmatrix, vollstindige
0000 005 0 unverdnderte Depolarisation
0000 000 ¢ Polarisation

Mit Hilfe von den beschriebenen Miiller-Matrizen kann der Stokes-Vekor in verschiedene
Polarisationszustinde transformiert werden. Die Miiller-Matrix, eine 4x4-Matrix,
charakterisiert das optische Element mit dem polarisiertes Licht (die Lichtwelle) wechselwirkt
und beschreibt die Anderung der Intensitit und des Polarisationszustandes bei Reflexion an
einem Spiegel, bei Brechung oder Transmission durch ein Material. Dazu wird der Stokes-

5
Vektor S.., des einfallenden Lichts, mit der entsprechenden Matrix M, multipliziert und ein
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S as -Vektor erhalten. Wird ein aus mehreren Komponenten bestehendes System beschrieben,
erfolgt die schrittweise Multiplikation des Stokes-Vektors mit den entsprechenden Miiller-

Matrizen des jeweiligen Bauelements.

Saus :M3M2M1 Sein (7)

Fiir eine Beschreibung der Polarisationsdatenspeicherung in BR-Schichten muss fiir den BR-
Film eine Miiller-Matix aufgestellt werden. Dies ist fiir einen unbeschriebenen Film noch
einfach wird aber bei der Polarisationsdatenspeicherung kompliziert. Das Messverfahren und

die dazu entwickelte Modellumschreibung wird im Kap. 3.4.3 und Kap. 4.4.5 vorgestellt.
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3 Methoden

3.1 Beschichtungsverfahren

Zur Herstellung von optischen Datentrigern auf Basis von BR werden BR-Gelatinefilme im

GieBverfahren angefertigt und diese bei Bedarf im PVD-Verfahren mit Metallen bedampft.

3.1.1 BR aus GieBverfahren Rakeln

Die Herstellung von homogenen BR-Gelatinefilmen kann durch Auftragen einer viskosen
Suspension auf eine Oberfliche geschehen. Die Schichtdicke wird durch das Abziehen mit
einer Rakel, die eine definierte Spalthohe besitzt, eingestellt. Die optische Dichte des Films ist
somit lediglich von der Konzentration der Suspension sowie von der Spalthohe der Rakel
abhédngig. Fiir eine hohe Oberfldchengiite ist es besonders wichtig, dass die Rakel mit
gleichmifBiger Geschwindigkeit iiber das Substrat gefithrt wird. Dies kann durch einen
Filmapplikator (Fa. Gardner) gewihrleistet werden. Als Rakel werden bis zu 15 cm lange und
2 cm breite Metallprofile mit einer Spalthohe von 0,05-0,4 mm verwendet. Die Abb. 9 zeigt

die Form einer Rakel und deren Anwendung.

a b C

L—------Spaltbéhe_m &

{«— Spaltbreite————»!

Abb. 9: Skizze einer Rakel (a) Frontansicht, (b) Querschnitt, (c) Schematische Darstellung des Rakelns,
iiberfliissige Suspension wird vor der Rakel weggedriickt wird, dahinter hat die Suspension eine konstante

Hohe.”

Rakeln wird in industriellen Prozessen meist invers zu der hier beschriebenen Methode
angewendet, d.h. mit stehender Rakel und kontinuierlich bewegtem Substrat. Als Beispiel
sind die Papierindustrie und die Textilbeschichtung zu nennen.”® Im GieBverfahren wurden

fiir diese Arbeit hauptsidchlich BR-Gelatinefilme auf Glas hergestellt.

3.1.2 PVD - Physical Vapour Deposition

PVD ermoglicht das Beschichten von Substraten, wie z.B. einen BR-Film mit Metallen und
Legierungen. Das Aufdampfmaterial, das Target, besteht zum Beispiel aus Chrom, Silber oder
Gold. In einer evakuierten Kammer wird beim thermischen Verdampfen das Target aus einem

Schiffchen, das durch Stromdurchfluss erhitzt wird, verdampft. Trifft der Materialdampf auf
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das kiihlere Substrat, kondensiert er als diinne Schicht. Das Schiffchen besteht oft aus
Molybdén oder Wolfram. Bei der Abscheidung von Legierungen werden meist
Einzelkomponenten aus separaten Quellen mit unterschiedlichen Temperaturen verdampft.

Die Schichtdickenmessung erfolgt iiber einen Schwingquarz.

3.2 Laser

In den nachfolgenden Unterkapiteln werden die jeweils verwendeten Lasertypen und die

verwendeten Lasersysteme kurz vorgestellt.

3.2.1 He-Ne-Laser

Der Helium-Neon-Laser (/133P, 20 mW, Fa. Coherent) ist ein elektrisch gepumpter Laser.
Das aktive Medium besteht aus einem Gasgemisch aus ca. fiinf Teilen Helium und einem Teil
Neon bei einem Druck von 400 Pa. Zum Pumpen wird eine Glimmentladung in der Rohre
genutzt. Das Helium wird durch Elektronenstof3e auf ein bestimmtes Niveau angeregt. Die
Energie wird sehr schnell auf ein neutrales Neonatom, das ein Energieniveau knapp unter dem
des Heliumatoms besitzt, iibertragen. Das ist das obere Laserniveau. Der wichtigste
Laseriibergang findet bei 632,8 nm statt.'*” Der He-Ne-Laser wird vor allem fiir die

Messungen mit dem Polarimeter verwendet.

3.2.2 Infrarot-Laser

Der hier verwendete IR-Laser ist ein wassergekiihlter CO,-Gaslaser (Skylaser 9060, Fa.
Pfeifer Technology + Innovation). Die Wellenlidnge eines CO,-Lasers liegt mit 10,6 um weit
auBerhalb des optisch transparenten Bereichs von Glédsern und wird von vielen organischen
und anorganischen Materialen (Kunststoffen, Holz, Metallen, usw.) absorbiert. Somit ist
passgenaues Schneiden, Gravieren und Perforieren moglich. Im Rahmen der Doktorarbeit
wird der CO;-Laser z.B. fiir das passgenaue Zuschneiden von Folien und Substraten fiir ID-

Karten eingesetzt.

3.2.3 Nd:YAG-Festkorperlaser

Fir das Beschreiben von BR-Filmen kommen frequenzverdoppelte diodengepumpte
Nd:YAG-Festkorperlaser zum Einsatz. Die Bezeichnung Nd:YAG steht fiir einen mit
Neodym dotierten Yttrium-Aluminium-Granat-Kristall ('Y;AlO,,). Dabei sind etwa 1% der
Y*-Gitterplitze mit Nd* besetzt. Daraus resultiert ein Vier-Niveau Energieschema, mit dem

intensivsten Laseriibergang bei 1064 nm. Durch Frequenzvervielfachung mittels BBO-
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Kristall ( S -BaB,0,) wird eine intensive Emission bei 532 nm, 355 nm und 266 nm erhalten.

Der IR-Anteil von 1064 nm kann mit einem IR-Filter geblockt werden.!*"! Fiir die Bestrahlung
von BR Suspension wird der Infinity 40-100 (Fa. Coherent) verwendet. BR beschichtete
Substrate sind sowohl mit dem Infinity bestrahlt als auch ortsaufgelost mit einem Galvano-
Scannersystem (SCANgine® 1[4, Fa. Scanlab) zusammen mit einem Nd:YAG Puls-Laser
(Vector 532-1000-20, Fa. Coherent bzw. Explorer XP 532, Fa. Spectra-Physics) verwendet
worden. Fiir eine hohere Ortsauflosung ist das QuikLaze 50ST2 / TriLite-System (Fa.

NewWave Research) zum Einsatz gekommen.

3.2.3.1 Galvanoscannersystems fiir Vector 532 und Explorer XP 532

Eine schematische Darstellung des Aufbaus zeigt Abb. 10. Der Strahl wird aufgeweitet und
mit einem IR-Filter wird der Strahlungsanteil von 1064 nm vollstindig absorbiert. Durch die
Kombination einer drehbaren A/2-Platte und eines polarisierenden Strahlteilerwiirfels kann die
Laserleistung durch die Winkelstellung der A/2-Platte reguliert werden. Danach gelangt der
Strahl durch eine zweite A/2-Platte, um die Polarisationsebene des Lichts variieren zu konnen.
Anschlieend erreicht der Strahl iiber ein Spiegelsystem den Galvanoscanner (SCANgine®
14, Fa. Scanlab) und wird von diesem auf das Substrat fokussiert. Die genaue
Fokuseinstellung wird je nach Substrathohe am Verstelltisch eingestellt. Mit Hilfe der
Software (SAM2D, Version 2.7.0, Fa. SCAPS GmbH) werden der Galvanoscanner und der

Laser angesteuert.

Zalvanoscanner
2. N2-Platte
- Strahlteiler

Spiegel
e 1. MN2-Platte

H IR-Filter
Q Strahlaufiweitung

\ ND-YAG-Laser

Abb. 10: Optischer Aufbau des Lasersystems zum Beschreiben von BR-Filmen.
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Strukturen konnen auf Grund der niedrigen Repetierrate mit dem Vector-Laser mit
Geschwindigkeiten zwischen 20-300 mm/s geschrieben werden. Durch die hohere
Ausgangsleistung und hoherer Repetiersrate des Explorers sind deutlich hohere

Schreibgeschwindigkeiten bis 3000 mm/s méoglich.

3.2.3.2 QuikLaze 50ST2 / TriLite-System

Das Lasersystem (QuikLaze 50ST2 / TriLite, Fa. NewWave Research) besteht aus einem
Nd:YAG-Laser, bei dem durch Frequenzverdopplung und Frequenzverdreifachung zwischen
den Wellenldngen (1064 nm, 532 nm, 355 nm) gewihlt werden kann. Der Laserkopf ist auf
einem Mikroskop (PS-888L, Seiwa) montiert, somit kann zum einen die Probe wihrend des
Laserprozesses beobachtet werden. Zum anderen ermoglicht der Aufbau eine starke
Fokussierung des Laserstrahls durch ein Objektiv (wahlweise 20- bzw. 50-fache
VergroBerung). Zusammen mit der Software (StageLaze System, Fa. NewWave Research)
und einem xy-gesteuerten Probentisch kdnnen mikrometerkleine Strukturen prizise belichtet
werden. Die Repetiersrate kann zwischen 1 bis 50 Hz variiert werden, die Pulsldnge betrigt 3-
4 ns. Eine variable rechteckige Lochblende im Strahlengang ermoglicht es, den belichten
Bereich zu dndern, so dass Laserspots bis zur einer minimalen Strukturgroe von 1 um? auf
dem Substrat belichtet werden konnen. In Kap. 4.2.4 werden die mit nur 1 um breitem Strahl

belichteten PM-Proben vorgestellt.

3.3 Mikroskopie

Mikroskopische Methoden und bildgebende Verfahren werden zur Qualititskontrolle der
bestrahlten BR-Filme und Substrate eingesetzt. Zum Einsatz kommt in der Regel die
Durchlichtmikroskopie. Beim Durchlichtmikroskop wird das Licht mittels Kondensorlinse
auf das zu untersuchende Objekt gelenkt. Das darauf folgende Objektiv erzeugt von einem
kleinen Objekt ein vergroertes Zwischenbild, das von einem Okular erneut vergroflert wird.

Die Vergroerung des Mikroskops V,, ist gleich dem Produkt aus dem Abbildungsmafstab A
des Objektivs und der VergroBerung des Okulars V,,, die jeweils auf diesen angegeben sind.

vV, =A-V, (8)

Mikroskopieaufnahmen sind mit einem Lichtmikroskop (H600, Fa. Hund) und einer
Digitalkamera (DXM 1200, Fa. Nikon) gemacht worden. Fiir Proben, die eine
Reflexionsschicht besitzen, kommt die Auflichtmikroskopie zum Einsatz. Zur Untersuchung

von photoinduzierter Anisotropie in den BR-Filmen sind zwei Polarisationsfilter in den
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Strahlengang des Mikroskops eingebaut worden. Damit ist eine schnelle Beurteilung der

geschriebenen Polarisationsrichtungen in einem BR-Film moglich.

Zur Oberflichenanalyse und zur Bestimmung der Schichtdicke von BR-Filmen wird das
konfokale Laser-Scanning Mikroskop (LSM 5 PASCAL, Fa. Zeiss) oder das
WeibBlichtinterferometer (CyberScan CT100, Fa. CyberTechnologies) verwendet. Mit beiden
Methoden konnen Hohendnderungen, Materialstrukturierungen und  Schichtdicken

beriihrungslos erfasst werden.'*?

3.4 Spektroskopische Verfahren

3.4.1 UV-Vis-Spektroskopie

Anderungen der Absorptionseigenschaften von BR-Gelatinefilmen werden mittels
Zweistrahlphotometer (Lambda 35, Fa. Perkin Elmer) bestimmt, das zur Untersuchung den
Wellenldngenbereich von 180-900 nm abdeckt. Da ein UV-Vis-Spektrum stoffspezifisch ist,
dient es z.B. zur Identifizierung von Photointermediaten des BRs. Die UV-Vis-Spektroskopie
findet eine analytische Anwendung in niedrigen Konzentrationsbereichen, bei denen das

Lambert-Beer sche Gesetz gilt.

0

E=0D=—log(lij=—10g(T)=8-c-d 9)
Wobei E die Extinktion, ¢ die Konzentration, /y die Anfangsintensitit, / die durch Absorption

abgeschwichte Intensitit, € der molare, dekadische Extinktionskoeffzient, d die

Schichtdicke, T' die Transmission und OD die optische Dichte ist.

3.4.2 CD-Spektroskopie

Die Charakterisierung eines optisch aktiven Materials erfolgt mit Hilfe der CD-Spektroskopie.
Alle CD-Spektren werden mit einem J-810 Spektrometer (Fa. Jasco) aufgenommen. In Abb.
11 ist der Aufbau eines CD-Spektrometers gezeigt. Durch Akkumulation (Mehrfachaufnahme)

wird das Signal/Rausch-Verhiltnis einer CD-Messung verbessert.
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Abb. 11: Schematischer Aufbau eines CD-Spektrometers. Das unpolarisierte Licht wird zundchst
monochromatisiert, dann linear polarisiert und durch einen elektroptischen Modulator zirkular polarisiert. Die

Differenz des so modulierten Lichtstrahls nach Durchlaufen des Mediums wird detektiert.

Zur Funktion des CD-Spektrometers wird das wellenldngenabhingige Verhalten eines linear
polarisierten Lichtstrahls beim Durchlaufen des zu untersuchenden Materials betrachtet. Ein
linear polarisierter Lichtstrahl, der durch ein nicht absorbierendes optisch aktives Material
geleitet wird, erfihrt eine Drehung der Polarisationsebene (Schwingungsebene des
elektrischen Vektors E ). Dieses Verhalten ist wellenldngenabhédngig und wird als optische
Rotationsdispersion ORD bezeichnet. Beim Zirkulardichroismus ist das optisch aktive
Material absorbierend und es kommt nicht nur zur Drehung, sondern auch zu
unterschiedlicher Absorption des rechts- und linkszirkularen Anteils des linear polarisierten
Lichtstrahls. Infolgedessen entsteht elliptisch polarisiertes Licht.

Das linear polarisierte Licht, das sich in z-Richtung ausbreitet, kann vor dem Eintritt in ein
optisch aktives Medium durch zwei entgegengesetzte zirkulare Wellen beschrieben werden
(siche Abb. 12). Die Vektoren des links- und rechtszirkularpolarisierten Lichtes E, und E,
rotieren entgegengesetzt mit gleicher Phasengeschwindigkeit. Beim Durchlaufen des optisch
aktiven Mediums sind die Phasengeschwindigkeiten verschieden grof8 und diese Differenz

duBert sich als elliptische Verzerrung.'**!
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Gleiche Geschwindigkeit Ungleiche Geschwindigkeit Ungleiche Geschwindigkeit
Gleiche Durchlissigkeit Gleiche Durchlassigkeit Ungleiche Durchldssigkeit

Abb. 12: (a) Linear polarisiertes Licht als Superposition von zirkular polarisierten Licht mit gleicher Phase und
entgegen gesetzter Rotation. (b) Durch unterschiedliche Brechungsindices dndert sich die Geschwindigkeit einer
Komponente und damit die Polarisationsrichtung. (c) Bei unterschiedlicher Absorption von links- und rechts-

zirkularpolarisierten Licht ergibt sich elliptisches Licht.*"!

Die unterschiedlichen Intensititen Iz, Iy des Messstrahls nach Durchlaufen eines optisch
aktiven Mediums werden wie im Lambert-Beer schen Gesetz als Extinktionskoeffizienten

£ r1 eingesetzt. Ndhrungsweise gilt fiir Elliptizititen y :

1//=1n10'180
4r

'(EL _ER)'C d
(10)

Ein CD-Spektrometer ist in der Lage diese sehr geringen Absorptionsdifferenzen (10™ bis
10°) zwischen links- und rechtszirkular polarisiertem Licht trotz hoher Absorption von z.B.
OD=1,0 zu detektieren. Die Angabe der Absorptionsunterschiede erfolgt in CD-Spektren in
Form der molaren Elliptizitit ® oder im Falle von Aminosduren durch die mittlere molare
Elliptizitdt pro Aminosdure des Proteins @, (Mean Residue Weight).

. . . 2
©,0 _O-100-M 2300 Ae = | de8CM (11)
N, -c-d dmol

Mit Ae=Differenz des molaren zirkulardichroitischen Extinktionskoeffizienten, ©

Mittlere molare Elliptizitit, © = Elliptizitit [mdeg], M = Molmasse [g/mol], ¢ =

Konzentration und N, =Anzahl der Aminoséuren des Proteins.

CD-Signale treten bei Molekiilen mit einer Asymmetrie der Ladungsverschiebung auf.
Dadurch ergibt sich eine unterschiedliche Absorption von linkszirkular bzw. rechtszirkular
polarisiertem Licht. Die Asymmetrie kann durch den Chromophor selbst bedingt sein
(intrinsisch) oder durch eine excitonische Kopplung (gegenseitige Beeinflussung der

Ubergangsdipole) von Chromophoren in molekularen Komplexen induziert werden. Chirale
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Molekiile weisen eine intrinsische Asymmetrie auf. Auch durch sterische Anderungen des
Molekiils oder durch Wechselwirkungen mit z.B. Aminosédure-Seitenketten kann Chiralitét
induziert werden.'*

Excitonische Interaktionen von mehreren Chromophoren innerhalb eines Komplexes zeigen
sich in Form von asymmetrischen CD-Spektren, deren CD-Banden entgegengesetzte
Vorzeichen aufweisen und einen Nulldurchgang an der Stelle des Absorptionsmaximums des
Chromophors haben.

Im UV-Bereich lassen sich die Sekundéarstrukturen (a-Helix, B-Faltblatt und Zufallskniul)
unterscheiden. Bei einem Peptid mit o-Helix sieht man eine positive Bande bei 190 nm und
zwel negative Banden bei 205 nm und bei 220 nm. Das Spektrum eines Proteins wird additiv

aus der Summe seiner Sekundirstrukturen zusammengesetzt. Bei der Berechnung der

Strukturmotivanteile f, wird durch die Linearkombination von normierten CD-Spektren der

reinen Sekundirstrukturelemente «-Helix, P-Faltblitter (sheer), Schleifen (furn) und
Zufallskniduel (random coil) ein an das gemessene CD-Spektrum angepasstes CD-Spektrum

berechnet:!*®!

W = 2. Fraee W s + Fnee W eer + Frarn W i + Franton W) o (12)

3.4.3 Polarimeter

Die Bestimmung der Polarisationsidnderung in BR-Filmen nach Bestrahlung erfolgt mit dem
Polarimeter (PAX5720VIS-T, Fa. Thorlabs). Dieses beschreibt das Licht durch die Stokes-
Vektoren (siehe auch Kap. 2.1). Im Handel gibt es zwei gidngige Arten von Polarimetern: zum
einen das Vier-Detektor-Polarimeter und zum anderen das rotierende A/4 -Platte-Polarimeter.
Letzteres findet Einsatz im hier verwendeten Polarimeter. Hierbei besteht der Aufbau aus

einer drehbaren A/4 -Platte, einem linearen Polarisator und einer Photodiode (siehe Abb. 13).

hU,

rotierende
A/4-Platte
Polarisator

Photodiode

Abb. 13: Polarisationsdetektion im Polarimeter.
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3.4.4 Beschreibung der Polarisationsdetektion mit einem Polarimeter

Die Polarisation des einfallenden Lichtes wird abhingig vom Winkel S einer A/4-Platte

verdndert. Fillt zum Beispiel linear polarisiertes Licht auf eine A/4-Platte, deren schnelle
Achse parallel zum linear polarisierten Licht steht, findet keine Anderung der Polarisation
statt. Wird die A/4 -Platte jedoch um 45° gedreht, wird das vormals linear polarisierte Licht
rechtszirkular. Nach weiteren 45° steht die langsame Achse der A/4-Platte parallel zum
einfallenden Licht und die lineare Polarisation wird nicht beeinflusst. Eine Drehung um 135°
ergibt eine linkszirkulare Polarisation. Nach einer 180°-Drehung wird wieder die
Ausgangssituation erhalten.

Mittels des Polarisators erfolgt die Transformation von einer Polarisationsmodulation in eine
Amplitudenmodulation, da, wie oben beschrieben, nur parallel zur Transmissionsachse
polarisiertes Licht durchgelassen wird. Die Photodiode erzeugt daher einen Photostrom der
proportional zur Lichtintensitit und proportional zum Quadrat der Intensitét des elektrischen
Feldes ist. Der Photostrom besteht aus drei Anteilen, einem Gleichstromanteil, einem Anteil
aus der doppelten Drehfrequenz der A/4-Platte und einem Anteil aus der vierfachen
Drehfrequenz der A/4 -Platte inklusive einer Phasenverzégerung. Werden diese drei Anteile

aufsummiert, ergibt sich fiir die gemessene Intensitit (S ) des einfallenden Lichts auf der

Photodiode in Abhingigkeit des Drehwinkels S der A/4 -Platte des Polarimeters:

I (B)= 1 (I +gj —Vsin(2f) +ﬂc05(4ﬁ - arctangj
2 2 2 0 13)

Somit kann lineares, zirkulares oder elliptisch polarisiertes Licht detektiert werden.!*"*

Durch Bestimmen der Verhiltnisse des konstanten Anteils zu den 24 - und 4/ -Anteilen wird

der Stokes-Vektor ermittelt. Dieser besteht aus den Komponenten I, Q, U, V.

So

—_

=S ~

S
S,| S
S, (14)

Dieser Stokes-Vektor kann auf der Poincaré-Kugel dargestellt werden. Weitere Erlduterungen
zur Poincaré-Kugel sowie den Stokes-Vektoren, die diese Kugel aufspannen, sind bereits im

Kap. 2.2 vorgestellt worden.
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3.4.5 Infrarotthermografie (IR Kamera)

Grundlage fiir die Thermografie ist die Erkenntnis, dass Korper bei RT im infraroten Bereich
des elektromagnetischen Spektrums strahlen. Als ideales Modell wird ein schwarzer Strahler
angesehen. Dies ist ein Korper, der alle auf ihn fallende Strahlung absorbiert, an ihm treten
weder Reflexion noch Transmission auf. Ein schwarzer Strahler strahlt bei jeder Wellenlidnge
die maximal mogliche Energie ab. Beim idealen Strahler ist der Emissionskoeffizient € =1.
Die Wellenldnge bei der das ausgestrahlte Licht ein Maximum erreicht, ist durch das
Wien’sche Verschiebungsgesetz gegeben.
1 = 2898um - K
i T (15)
So ergibt sich bei 20°C ein Maximum der Wellenlidnge bei 10,17 pm. Dabei ist die Intensitit /
des Signals nach dem Stefan-Boltzmann Gesetz:
I=¢-o0- T (16)

Reale Proben werden als grauer Strahler bezeichnet und unterscheiden sich vom schwarzen
Strahler in einem Emissionskoeffizient zwischen O und 1. Die beriihrungslose Messung von
Temperaturen auf Objekten ist mit einer Infrarotkamera (VarioCAM® HR, Fa. Infratec)
moglich. Diese arbeitet mit ungekiihlten focal plane Mikrobolometerdetektoren aus
Vanadiumoxid (VOy) oder amorphen Silizium. Diese Bolometer @ndern ihren Widerstand bei
Absorption von Wirmestrahlung. Die verwendete IR-Kamera deckt den Spektralbereich von
7,5 bis 14 pm ab und eignet sich somit fiir Temperaturen zwischen -40°C und 1200 °C. Dabei
ist die thermische Auflésung <0,03 K.

3.5 Massenspektrometrie

Um Bakteriorhodopsin unfragmentiert massenspektrometrisch zu untersuchen, wird das etwa
26 kDa schwere Molekiil delipidisiert. Durch einen Verdau konnen Proteine in kleinere
Fragmente unterteilt werden. Dazu kommt fiir BR der Bromcyanverdau zum Einsatz.

Uber Kopplung mit einem chromatographischen Verfahren LC/MS kénnen solch komplexe
Proben aufgetrennt werden und in das Massenspektrometer injiziert werden. So konnen z.B.
Proteinfragmente aufgrund ihrer unterschiedlichen Hydrophilitit und GroBle getrennt werden.
Als lonisierungsmethode wird fiir Proteine wie BR die Elektrospray-Ionisation (ESI) oder die
“matrix-assisted laser desorption ionization* (MALDI) verwendet. Dadurch entstehen
gasformige lonen, die aufgrund ihres Masse zu Ladungsverhiltnisses (m/z) innerhalb des

Massenspektrometers unterschiedlich beschleunigt und dadurch getrennt detektierbar sind.
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Durch eine Ionenfalle sind MS-MS-Messungen moglich. Bei der Orbitrap handelt es sich um
ein Ionenfallenmassenspektrometer mit einer zentralen spindelformigen Elektrode. Aufgrund
elektrostatischer Anziehungen bewegen sich die radial eingeschossenen Ionen auf
Kreisbahnen (Orbits) um die Elektrode. Mittels Fouriertransformation wird die Frequenz der
schwingenden Ionen in m/z —Verhiltnisse umgewandelt. Die Messungen werden mit der
Orbitrap Velos Pro (Fa. Thermo Fischer Scientific) und QStar-Pulsar i (Fa. ABSciex)
durchgefiihrt.

3.6 Weitere Methoden

Die folgenden zwei vorgestellten Methoden wurden in enger Zusammenarbeit mit anderen
Doktoranden der Philipps-Universitit Marburg angewendet und werden hier nur kurz
vorgestellt, weiterfiihrende Informationen sind der Dissertation Baumann und den Arbeiten

von Chizik zu entnehmen.

3.6.1 Kleinwinkelstreuung (in Zusammenarbeit mit Ivan Chizik)

Mit Hilfe von SAXS (small angle X-ray scattering) mit einem Rontgengenerator vom Typ
PW1830 (Fa. Philips) und einer Kratky-Kamera vom Typ KKK (Fa. Anton-Paar) wurde im
Abstand zur Probe von 200 mm PM-Suspensionen und PM-Filme jeweils nach Bestrahlung
gemessen. Die Rontgenkleinwinkelstreuung ermdoglicht die Unterscheidung zwischen

kristallinen (im Falle der PM hexagonalen) und unkristallinen Bereichen.

3.6.2 AFM-Messungen (in Zusammenarbeit mit Peter Baumann)

Mit einem Nanoscope IV AFM (atomic force microscopy) mit Multimode-Controller (Fa.
Bruker) wurden PM im Tapping-Modus an Luft analysiert. Die Einzelmolekiil
Kraftspektroskopie wird verwendet, um zwischen der zytoplasmatischen und extrazelluldren

Seite der PM zu differenzieren.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Im Ergebnisteil dieser Dissertation werden die durch die Zweiphotonenabsorption im BR
bedingten strukturellen, supramolekularen und molekularen Verdnderungen behandelt. Im
nachfolgenden Kapitel werden die externen Einfliisse auf das Beschreiben von BR
beriicksichtigt. SchlieBlich wird der makroskopisch messbare Effekt der optischen
Anisotropie vorgestellt, der zur Polarisationsdatenspeicherung verwendet werden kann. Die
Charakterisierung dieser Anisotropie miindet in einem fiir die Polarisationsdatenspeicherung
neu entwickelten Modell zur Datenspeicherung. In diesem Zusammenhang werden auch die
Anforderung an das Substrat, die Fertigung von Datentrigern und der Ausleseprozess
erldutert. AnschlieBend wird anhand der entwickelten Prototypen das maschinelle Auslesen

von Polarisationsdaten vorgestellt.

4.1 Probenvorbereitung

4.1.1 Verwendete Chemikalien und Materialien

Bakteriorhodopsin Wildtyp (BRwr) und die Mutanten (D96N und D85T-D96N kommen in
Form von gefriergetrockneter PM zum Einsatz. Alle weiteren Chemikalien werden von den
Firmen Gelita, Fluka, Sigma-Aldrich und Dow Corning bezogen. Entionisiertes Wasser sowie

Reinstwasser sind der universitaren Anlage entnommen.

4.1.2 Filmerzeugung auf Glas

Es werden 200 mg BRyr bzw. der BR-Mutante und 1 g Gelatine (Typ 67 373, Fa. Gelita) in
einem Schraubdeckelglas eingewogen und mit 10 ml Reinstwasser aufgeschlammt. Bei 55 °C
wird die Suspension 30 Minuten geriihrt, danach 30 Minuten im Ultraschallbad behandelt.
Anschlieend 10 Minuten bei 55 °C geriihrt und zur weiteren Homogenisierung mittels einer
Ultraschallsonde beschallt (300 Pulse von je 1 s mit jeweils 5 s Pause bei einer Amplitude von
10%). Nach dreimaliger Wiederholung wird die Suspension 10 Minuten bei 55 °C erwéarmt
und durch einen Spritzenfilter mit einer PorengroBe von 5 um filtriert. Danach wird die
Suspension am Membranpumpenvakuum entgast. Diese Urlosung wird vor jeder Verwendung
erneut aufgewédrmt und geriihrt. Um Filme mit verschiedenen OD-Werten herzustellen, wird
zusitzlich eine Gelatinelosung angesetzt. Hierfiir werden 2 g Gelatine in 30 ml Reinstwasser

bei 55 °C geldst und anschliefend 30 min am Membranvakuum entgast. Durch Kombination
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der Stammlosung mit der Gelatineldsung werden so verschiedene Konzentrationsverhiltnisse
angesetzt. Die Glassubstrate werden mit aufgekochter Agarlosung umrandet. Die Herstellung
der Filme erfolgt mit dem im Methodenteil beschriebenen Rakelverfahren. Die Spalthohe der
Rakel betrdgt 1 mm und iiberschiissiges Material wird mit einer Rakelgeschwindigkeit von 15
mm/s abgezogen. Nach zwei Tagen sind die Filme getrocknet und deren OD-Werte konnen
mittels UV/VIS-Spektroskopie bestimmt werden. Schichtdicken werden mittels WeiBlicht-

interferometrie oder LSM bestimmt.

4.1.3 Bestrahlung von Filmen und Suspensionen

Mit dem in Kapitel 3.2.3.1 vorgestellten Lasersystem wird die Laserstabilitdt von Substraten
gepriift und das ortsaufgeloste Beschreiben von BR-Filmen sowie die Erzeugung von
Polarisationsmuster vorgenommen. Aufgrund von Reflexionen an den im Strahlengang
verbauten optischen Bauteilen kommt es zur Reduzierung der eingestellten
Laserausgangsleistung. Deshalb wird die Leistung mit einem thermoelektrischen Messkopf

(LM-3, Fa. Coherent) und einer Digitalanzeige (Fieldmaster 11, Fa. Coherent) bestimmt.

Fiir das Beschreiben mit dem Galvanoscanner und dem Vektorsystem werden Felder mit
Geschwindigkeiten von 100-600 mm/s mit einer Frequenz von 20 kHz geschrieben. Durch die
Fokussierung des Laserstrahls auf den BR-Film wird ein Schreibdurchmesser von ca. 30 um
erzielt. Optimale Schreibbindungen fiir BR-Filme liegen im Bereich von 0,1-0,3 W. Die
Energie pro Puls betrigt dabei zwischen 5-15 pJ. Bezogen auf die Flache des fokussierten
Punktes ergeben sich fiir die Energie pro Fliche 0,67 J/cm? und 2 J/cm?. Bei hoheren
Pulsenergien kommt es zur starken Strukturierung und schlieBlich zur Verbrennungen des

Filmmaterials.

Das Beschreiben mit dem Explorer 532 nm bietet neben der hoheren Ausgangsleistung (bis zu
5 W), vor allem eine hohere Repetierrate (80-300 kHz), wodurch deutlich hohere
Schreibgeschwindigkeiten moglich werden. Zum Beschreiben des BR-Films muss die
Ausgangsleistung des Lasers durch zusétzliche Strahlteiler reduziert werden, so dass auch hier
die durchschnittliche Pulsenergie bei 10-14 uJ liegt. Es konnen mit Schreibgeschwindigkeiten
von bis 3000 mm/s, aufgrund der hoheren Reptierrate von 80 kHz, BR-Filme ausgeblichen

werden.

Wihrend mit dem verwendeten Galvanoscanner Auflésungen von bis zu einer minimalen
Pixelgroe von 30 um realisierbar sind, konnen mit dem Trilitesystem kleinere Pixel in der

Grofle von einem 1 um erzielt werden (siehe Polka-Dot-Experiment in Kap 4.2.4).
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Zur Erzeugung der durch Zweiphotonenabsorption entstehenden Photoprodukte in BR-
haltigen Suspensionen wird ein frequenzverdoppelter Nd:YAG-Laser (Infinity 40-100, Fa.
Coherent) der Wellenlinge 532 nm verwendet. Die BR-Suspensionen werden in einer
Quarzglaskiivette unter Rithren mit Laserpulsen (15 mJ / Puls) mit einer Frequenz von 20 Hz
bestrahlt. Die Leistung wird mit einem FieldMaster GS (Fa. Coherent) mit Thermomesskopf

tiberpriift.

4.2 Speicherprozess auf supramolekularer Ebene - Untersuchung der
durch die Zweiphotonenabsorption verursachten strukturellen und

molekularen Veranderungen in der PM und BR

Im Gegensatz zu vielen an BR durchgefiihrten spektroskopischen Untersuchungen, die bei
niedrigen Lichtintensitidten die einzelnen Photozyklusintermediate aufgeklért haben, geht es in
diesem Teil um hohe Lichtintensititen, wie sie fiir die Zweiphotonenabsorption benotigt
werden. BR hat einen auBerordentlich hohen molaren Extinktionskoeffizienten. Das Retinal
erfahrt durch die Lage in der Bindungstasche zwischen den Aminosduren einen Opsinshift,
der zu einer starken Absorptionsbande um 570 nm fiihrt.”” Zudem hat BR einen extrem
hohen Zweiphotonenquerschnitt.”!! Die Zweiphotonenabsorption von BR fiihrt zur Bildung
von Photoprodukten auBlerhalb des klassischen Photozyklus und kann fiir die Zweiphotonen-
Datenspeicherung verwendet werden.'”®*>* Dabei kommt es mit intensiven Laserpulsen erst
zur Rotverschiebung der Absorptionsbande in den Fgspp-Zustand. Die Kinetik der
teilnehmenden Zweiphotonenreaktionen wurden bereits von Masthay und Fischer

untersucht.?%>!

In den folgenden Kapiteln dieser Arbeit werden die molekularen und supramolekularen
Verinderungen beim permanenten Bleichen von BR mittels Zweiphotonenabsorption
untersucht. Aufgekldrt wird das TPP-Produkt mit Hilfe von UV-Vis-Spektroskopie,
Kleinwinkelstreuung, Rasterkraftmikroskopie sowie durch CD-Spektroskopie. Da fiir
optimale Messbedingungen der nachfolgenden durchgefiihrten Charakterisierungsmethoden
unterschiedliche Konzentrationen der PM benotigt werden, wird zur Vergleichbarkeit der
Photoprodukte eine prozentuale Ausbleichrate verwendet, die sich aus der OD der belichteten

Probe relativ zur Anfangs-OD ergibt.
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4.2.1 Spektrale Verinderungen im UV-VIS-Bereich - Anderung am Chromophor

Die Bestrahlung von BR-Filmen und BR-Suspensionen mit intensiven Laserpulsen mit einer
Wellenldnge von 532 nm fiihrt zur Bildung von unterscheidbaren Photoprodukten, die durch

UV-Vis-Spektroskopie analysiert werden. Dabei kommt es im Laufe des Ausbleichens zu
einem rotverschobenen Photoprodukt (dem F,,-Zustand) sowie blauverschobenen
Photoprodukten, die um 340 nm, 360 nm und 380 nm absorbieren. Das Absorptionsmaximum
bei 570 nm sinkt (sieche Abb. 14). Der rotverschobene F,,-Zustand wird im Laufe der
Bestrahlung weiter photolysiert. Die Veridnderungen der optischen Dichte bei ausgewihlten
Wellenlidngen ist in Abb. 14 ¢ dargestellt. Das bei 360 nm geformte Photoprodukt BR.,
entsteht parallel zu dem F-Zustand. Weitere Bestrahlung fiithrt zu einer Zunahme des
Photoprodukts BR., . Dieser Zusammenhang ist in Abb.14 d als Verhiltnis der

OD(360 nm)/OD(340 nm) zu erkennen.
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Abb. 14: Spektrale Veridnderungen beim Bestrahlen von BR. Als MaB fiir den Fortschritt des Zweiphotonen-
Photobleichens wird die dosisabhingige OD bei 570 nm mit ihrem Anfangswert verglichen. (a) Dosisabhédngige
UV/Vis-Spektren. (b) Das Differenz-Spektrum zeigt die Entstehung von Photoprodukten bei 640 nm und 360
nm. Die Intensitidtsverluste der aromatischen Aminosiuren bei 280 nm und 230 nm, insbesondere von

Tryptophan und Tyrosin, treten wegen sinkender Wechselwirkungen mit dem Retinal auf. (c) Verlauf der OD-
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Verinderungen bei ausgewihlten Wellenldngen. (d) Der Plot des Verhiltnisses OD (360 nm) / OD (340 nm)

durchlduft ein Maximum.

Neben der Bildung der bereits beschriebenen Photoprodukte kommt es zu einem Verlust der
Absorption bei 280 nm und 230 nm. Da bereits dhnliche Beobachtungen bei chemischer
Reduktion der Schiff’'schen Base gemacht worden sind, kann diese Abnahme der OD auf
geschwichte Wechselwirkungen zwischen dem Retinal und den Tryptophan- bzw. Tyrosin-

Resten in der Bindungstasche zugeordnet werden. Mit Ausnahme der zunidchst starken

Ausprigung des rotverschoben F,,,-Zustands sind die Photoprodukte identisch mit den
wichtigsten Produkten einer Reduzierung von BR mit NaBH,. Bei der chemischen

Reduzierung entstehen Produkte des Typs BRLo , BRye und BR: . Ahnliche Photoprodukte

werden beim Bestrahlen von PM-Suspensionen mit kurzen Elektronen-Pulsen beobachtet.”®!

Dabei zeigte sich, dass Wasserstoffradikale fiir die Reduktion der Schiff’schen Base und die

Bildung des N-Retinyl-Bacterioopsin verantwortlich sind.””

Durch das Auftreten vergleichbarer Produkte im UV-Vis-Spektrum liegt der Schluss nahe,
dass es auch bei der Zweiphotonabsorption zu einer Reduktion der Schiff’schen Base kommt,
wie es in Abb. 15 schematisch dargestellt ist. Wahrscheinlich geschieht dies iiber
Wasserstoffradikale. Das kovalent an die Schiff 'schen Base gebundene Chromophor bildet ein

strukturiertes Spektrum mit Absorptionsmaxima bei 340, 360 und 380 nm aus.
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Abb. 15: Reduzierung der Retinal-Schiff’schen Base im BR durch Zweiphotonenabsorption induziertes
Photobleichen (a) Struktur des Retinals in der Bindungstasche von BR gebunden am Lysin-216. (b) Struktur der

N-Retinyl-Spezies, die sich durch das Zweiphotonen induzierte Photobleichen, im BR ausbildet.

4.2.2 CD-Spektroskopie

In dieser Arbeit werden erstmals die durch TPA induzierten Photointermediate mittels CD-

Spektroskopie untersucht. BR besteht zum GroBteil aus a-Helices, diese sind verbunden iiber
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einige Loops bzw. Turns und zwei kurzen Beta-Motiven (jeweils vier Aminosduren lang). Die
Protein-Sekundirstruktur ~ wird mittels CDyy—Spektren iiberpriift. ~Aufgrund des
dominierenden a-Helix-Charakter des Proteins sind zwei tiefe Minima in der Nédhe von 212
nm und 222 nm in Abb. 16a zu sehen. Das ist typisch fiir eine a-Helix-Struktur und beruht auf
n-n*- und n-m*-Ubergiinge. Nach dem TPP-Prozess ist kein Verlust der Sekundirstruktur
feststellbar. Sogar nach dem Bleichen auf 10% der Anfangs-OD kann keine signifikante
Veridnderung der Sekundérstruktur beobachtet werden. Dies zeigt die enorme Selektivitiat der
Bestrahlung, da es nicht zu einer Entfaltung des Proteins kommt und der hohe Anteil an

o-Helices erhalten bleibt.

Bei den untersuchten BR Blindproben wird ein a-Helix-Anteil von 73,5 + 0,6% mit der Yang-
Methode!*® errechnet, wihrend die belaserten BR-Proben um 0,5%-Punkte erhohte Werte von
74,0 £ 0,9% aufweisen. Bei den Kalkulationen kommt es nicht zu einer Erhohung des
Random-Coil-Anteils. Im Vergleich zu dem hier ermittelten Wert nach der Yang-Methode hat
Long fir BR mittels CD-Spektroskopie einen a-Helix-Anteil von 75% ermittelt.”® Die

Abweichung von 1,5% ist wahrscheinlich auf andere Referenzspektren bei der Berechnung

zuriickzufiihren.
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Abb. 16: Analyse des CD-Spektrums im (a) Fern-UV, (b) Nah-UV und (c) im sichtbaren Bereich.
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Erstaunlicherweise zeigen die im UV-Bereich bei 360 nm entstchenden Spezies keine
ausgeprigte CD-Aktivitdt. Im Gegensatz dazu zeigen die in der Literatur durch chemische
Reduktion der Schiff'schen Base erzeugten Intermediate starke CD-Signale um 360 nm. Das
Fehlen dieser CD-Aktivitidt deutet auf eine Lockerung der Retinalkonformation in der
Bindungstasche hin. Gerade diese konformative Freiheit des Retinals wiirde auch die
abnehmende CD-Aktivitdt des Tryptophans bei 260 nm erkldren. Die in Abb. 16 b und ¢
gezeigten Banden bei 320 nm und 500-650 nm werden durch die optische Aktivitdt des an
dem Protein gebundenen Retinals verursacht.™ Sie wird nach Masthay als elektrisch
verbotener, aber magnetisch erlaubter Dipoliibergang beschrieben.®” Die Abnahme dieses
Signals ist ebenfalls als Nachweis fiir das Nachlassen der konformativen Einschrinkung des

Retinals in der Bindungstasche zu werten.

Im sichtbaren Teil des Spektrums ist das aus fritheren Untersuchungen bereits bekannte
biphasige CD-Signal fiir die unbestrahlte Probe detektiert worden.!®"! Auf der einen Seite gibt
es eine breite positive Bande bei ca. 535 nm mit einem Nulldurchgang bei etwa 565 nm und
auf der anderen Seite eine schwichere negative Bande bei ca. 590 nm. Durch die
Zweiphotonenabsorption dndert sich das biphasige Signal zu einem schwicheren
monophasigen CD-Signal. Dies ist in Ubereinstimmung mit den Vorgingen einer chemischen
Reduktion von BR. Allerdings ist diese Abnahme auch als nachlassende Trimer-Trimer-
Wechselwirkung in der Literatur diskutiert, wie sie bei der Monomerisierung von BR durch
Tenside bekannt ist. Es kommt also zu einer Auflockerung des Trimerverbands, wie es auch
mit SAXS-Messungen bestdtigt werden kann. Die weitere Abnahme des monophasigen
Signals kann zudem auf die Abnahme der Absorptionsbande bei 570 nm im UV-Vis-

Spektrum zuriickgefiihrt werden.

4.2.2.1 Excitonenkopplungs- und Heterogenititsmodell — biphasiges CD-Signal von BR

In der Literatur finden sich mehrere Modellvorstellung zur Entstehung des biphasigen CD-
Spektrums von BR. Dieses biphasige CD-Signal wird je nach Modell durch die excitonische
Kopplung der Chromophore in den BR-Trimeren oder durch die heterogene Proteinumgebung

60-62
verursacht, 602

Das Excitonenmodell nach Dollinger beschreibt die Entstehung des biphasigen CD-
Spektrums folgendermallen: Zwei Chromophore koénnen iiber eine Dipol-Dipol-Kopplung
miteinander wechselwirken, so dass ihre lokalen, angeregten Zustinde eine delokalisierte

Anregung (Excition) produzieren. Voraussetzung dafiir ist eine relativ starre Anordnung der
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Chromophore, ein groBes Ubergangsdipolmoment, intensive n-n*-Ubergiinge, und eine nicht
zu grofle Distanz untereinander. Fiir das Chromophor im BR-Molekiil ist im Falle der BR-
Trimere eine starre Anordnung mit P3-Symmetrie in einem hexagonalen 2D-Gitter gegeben.
Die langwellige Absorption des BRs aus m-m*-Ubergingen spricht auch fiir ein groBes
Ubergangsdipolmoment. Auch die Distanz der Chromophore untereinander lisst eine
excitonische Kopplung zu. Die Entfernung innerhalb des Trimers liegt bei 260 nm und

zwischen zwei Trimeren bei 380 nm.%*!

Ein anderes Modell, die so genannte Heterogenititstheorie nach El-Sayed besagt, dass das
Retinal aufgrund der chiralen Umgebung in der Proteintasche des Proteins eine chirale
Diskriminierung erfihrt. Zudem ist das Retinal aufgrund der Verdrillung des B-lononenringes
um die C6-C7-Bindung chiral. Das CD-Spektrum ist als Summe von verschiedenen
Chromophoren unter heterogener Proteinumgebung zu interpretieren. So dndert sich bei den
verschiedenen Photointermediaten die Proteinumgebung des Chromophors und somit konnen
diese als verschiedene Chromophore aufgefasst werden. Dadurch werden die

Absorptionsspektren verbreitert und das unsymmetrische biphasige CD-Spektrum erzeugt. /"

Unabhéngig von der Modellvorstellung wird das Anzeigen der Biphasigkeit und die negative
Bande bei 600 nm als Indikator fiir die Intaktheit des Chromophors und der Trimeranordnung
gewertet.°”! Der Verlust dieser Bande und der Ubergang zu einem monophasigen CD-Signal

wird als Monomerisierung der PM in BR-Molekiile angesehen.*®!

4.2.3 Strukturelle Anderungen in der Kristallinitit der PM

Durch Kleinwinkelrontgenstreuung (SAXS) konnten die Anderungen in der Kristallinitit
sowohl von bestrahlten PM-Suspensionen als auch von bestrahlten PM-Filmen untersucht
werden. Die Abb. 17 zeigt den progressiven Verlust der zweidimensionalen Kristallinitdt mit
zunehmender Bleichrate der PMs. Sobald die OD bei 570 nm unterhalb von ~30% des
Anfangswert fiir eine unbelichtete PM fillt, ist keine normale Streukurve fiir eine hexagonale
Anordnung des BRs mehr zu detektieren. Durch den Vergleich von PM-Suspension und PM-
Filmen kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei diesen Anderungen um
Trocknungsartefakte handelt (vgl. Abb. 17). Neben dem Verlust der Kristallinitét tritt auch
eine Dickeninderung der PMs auf. Fiir unbestrahlte PMs (100% ODs70) liegt der Abstand bei
46,5 A wihrend sich der Abstand fiir bestrahlte PM (20% ODs79) auf 45,5 A reduziert.
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Abb. 17: Kleinwinkelrontgenstreuung (SAXS) von photogebleichten PMs. (a) Streuprofile von getrockneten
photogebleichten PM-Filmen. Der 100%-Wert bezieht sich auf die anfangliche Absorption bei 570 nm, die durch
das Bleichen abnimmt. Gleichermaf3en geht die hexagonale Kristallinitdt der PM verloren. (b) Streuprofile von

PM-Suspension.

4.2.4 Topologieinderung nach Laserbestrahlung Untersuchung mit AFM und Polka-Dot-

Experiment
Abweichend zur bisherigen Probenvorbereitung wird zur AFM-Messung 20 pl einer PM-

Suspension (BRI 0.3) auf frisch gespaltenem Glimmer gegossen und fiir 10 Minuten

inkubiert. AnschlieBend wird die Probe mit Reinstwasser gewaschen und an Luft
angetrocknet. Die Laserbestrahlung der PMs erfolgt mit einem QuikLaze 50ST2 / Trilite (Fa.
New Wave Research) Lasersystem, mit 532 nm, einer Wiederholrate von 50 Hz und einer
Pulsdauer von 4 ns. Der Fokusdurchmesser betrdgt 1 um und ist in der Gréenordnung
einzelner PMs. Die Laserbestrahlung wird in einem regelméBigen Punktrastermuster (Polka-
Dots) auf dem Glimmer durchgefiihrt. Dabei werden die PMs mit mehreren 1 pm breiten
Linien im Abstand von 2 um auf der Glimmerfliche belasert. Durch das Einbrennen von
Referenzpunkten, im Abstand von 10 um in den Glimmer, konnen unter dem AFM
beschriebene PMs von unbeschriebenen unterschieden werden. Die AFM-Messungen sind im
»lapping mode”“ mit einem Nanoscope IV mit Multimode controller (Fa. Bruker)
durchgefiihrt worden. Abb. 18 illustriert die Vorgehensweise des Polka-Dot-Experiments und
zeigt die Topologiednderungen der bestrahlten PM. Im Bereich des Laserstrahls kommt es zu

Rissen und Fehlordnungen.
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a mica

Abb. 18: Polka-Dot-Experiment und Rasterkraftmikroskopie (AFM) von belaserten PMs. (a) Schematischer
Ablauf des Polka-Dot-Experimentes. PMs werden auf Glimmer inkubiert, luftgetrocknet, in regelmaBigen
Abstinden (blaue Linie) mit dem Laser bestrahlt. Zusétzliche Polka-Dots, die das Substrat beschéddigen, dienen
zur Orientierung bei anschlieBender AFM-Untersuchung. (b) Die Bahn des Laserstrahls wird durch den Pfeil
angedeutet. An den beiden Enden des Pfeils sind die Lasermarkierungen am Substrat zu erkennen. Die
Hohenskala betrdgt 50 nm und der MaBstab ist 5 um. (c) Nahaufnahme der laserbestrahlten PM, die in (b)
gezeigt ist. Im bestrahlten Bereich zeigen die PMs Risse als Reaktion auf den intensiven Laserstrahl. Die
Hohenskala betrigt 25 nm und der MaBstab ist 500 nm. (d) In der Mitte (zwischen den gestrichelten Linien) der
grolen einzelnen PM sind Risse und Fehlordnungen als Folge der Laserbestrahlung zu erkennen. Die

Hohenskala betrédgt auch hier 25 nm und der Mafstab ist 500 nm.

In bestrahlten PM-Suspensionen werden gekriimmte PMs gefunden. Zur Unterscheidung der
Kriimmungsrichtung der PMs ist Kraftspektroskopie von bestrahlten PM-Suspensionen
durchgefiihrt worden. Durch die Signalposition der Kraftkurven kann mit dem Worm-like
chain-Modell zwischen der zytoplasmatischen und extrazelluldren Seite unterschieden
werden. Abb. 19 zeigt die Kraftkurven fiir eine aufgerollte PMs. Das angepasste Worm-like
chain-Modell zeigt, dass dies die zytoplasmatische Seite ist. Dementsprechend kriimmen sich

die PMs in Richtung der extrazelluldren Seite wéhrend sie das TPP-Produkt formen. Diese



Ergebnisse und Diskussion 36

Kriimmung tritt auch bei PMs auf, die mit geringer Intensitit belichtet und in den reversiblen

M-Zustand gebracht werden.

C

extrazelluldre Seite

Distanz / nm

Abb. 19: (a) AFM-Bild einer in den Randbereichen gekriimmten und sich einrollenden PM nach Zwei-
Photonen-Absorption. (b) Die Kraftspektroskopie auf diesen erhthten Bereichen mit Zuordnung der einzelnen

Helices ergibt die zytoplasmatische Seite. (c) Zuordnung der Kraftkurven.

Die Abb. 20 zeigt die strukturellen Verinderungen beim reversiblen Ubergang vom Bsyo- zum
My0-Zustand im Vergleich zur Zweiphotonenabsorption und der damit verbundenen Bildung

der TPP-Produkte.

BR-Photozyklus Zweiphotonenenphotoreduktion
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R Qs
sastaline — vorlbegehang flache PM pemanent Verlust der kristallinen

Anordnung  gekriimmte PM gekrimmte PM Anordnung

Abb. 20: Vergleich zwischen den strukturellen Verdnderungen beim Durchlaufen des Photozyklus und bei der
Zweiphotonen induzierten Photoreduktion. Wiéhrend es bei der Einphotonenabsorption nur zu einer
voriibbergehenden Kriimmung der PM kommt, bewirkt die permanent gekriimmte PM nach
Zweiphotonenabsorption einen Verlust der kristallinen Anordnung.

Nachdem die beim TPP-Prozess resultierende Anderungen der Form, die geiinderte
Kristallinitit, die nachlassende Trimerwechselwirkung und die Anderungen am Chromophor
gezeigt worden sind, werden im folgenden Kapitel die Anderungen in der

Aminosduresequenz beim Bestrahlen beschrieben.



Ergebnisse und Diskussion 37

4.2.5 Massenspektrometrische Untersuchung - Laserinduzierte Modifkationen in der

Aminosiduresequenz des Bakteriorhodopsins

Die in diesem Kaptitel in der Primirstruktur des Peptids vorgestellten irreversiblen
Verinderungen an bestimmten Aminosduren liefern die Erkldrung fiir die Irreversibilitét der
makroskopischen Farbdnderung der Zweiphotonenabsorption. Das Chromophor Retinal ist
iiber eine Schiff’schen Base an K216 gebunden (wie in Abb. 21 gezeigt). Sie zeigt alle
Aminosduren, die im Van-der-Waals-Kontakt zum Retinal stehen. Besonders hervorgehoben
(blau) sind die Aminosduren, die am Protonenkanal liegen und somit fiir das Durchlaufen des
Photozyklus notwendig sind. Gerade fiir die am Photozyklus beteiligten Aminoséuren ist eine

Anderung zu erwarten.

Lage \ Helix

oberhalb vom Retinal
auf gleicher Héhe

unterhalb vom Retinal

Abb. 21: Aminosduren, die im Van-der-Waals-Kontakt zum Retinal (gebunden an K216) liegen. Blau

hervorgehoben Aminoséuren, die am Protonenkanal liegen.

Massenspektrometrie an bestrahlten PMs wurde bisher nicht im Detail durchgefiihrt. Um die
TPP-Produkte zu analysieren, sind kleine Fragmente der riesigen BR-Molekiile (26783 Da)
notwendig. Die Delipidisierung der stufenweise laserbestrahlten BR-Stamml6sung erfolgt
nach einem Protokoll nach Hufnagel, wodurch es bei unbelichtetem BR zu einem
hydrolysebedingten Bindungsbruch zwischen Protein und Chromophor kommt.””! Um
Anderungen auf molekularer Ebene zu detektieren, wird ein Bromcyanverdau mit
Trifluoressigsdure durchgefiihrt, der 10 Fragmente von BR erzeugt.[68'70] Dieser spaltet
Peptide jeweils nach der Aminosdure Methionin (M). Dabei wird ein Homoserinlacton

gebildet. Eine Ubersicht iiber die 10 Fragmente gibt Tab. 4.



Ergebnisse und Diskussion 38

Tab. 4: Fragmente nach dem BrCN-Verdau von BR-WT [Mw (mittlere Masse): 26801,56 / Mw
(monoisotopische Masse): 26784,13] und fiir D85T [Mw (mittlere Masse): 26788,56 / Mw (monoisotopische
Masse): 26771,14] berechnet mit PeptideMass.””

Fragment Masse Amino- Helix Aminosiuresequenz
sidure Nr.

1 2208,181%** 1-20 A EAQITGRPEWIWLALGTALM

2 1250,714 21-32 A GLGTLYFLVKGM

3 2508,338 33-56 B GVSDPDAKKFYAITTLVPAI AFTM

4 465,234 57-60 B YLSM

5 819,461 61-68 Turn-  LLGYGLTM

6 Fiir WT:  5397,845#  69-118 C VPFGGEQNPIYWARYADWLF
TTPLLLLDLALLVDADEGTI LALVGADGIM

6 Fiir D8ST- 5383,849"  69-118 C VPFGGEQNPIYWARYATWLF

DY96N TTPLLLLDLALLVDADEGTILALVGADGIM

7 2913,566 119-145 D,E IGTGLVGALTKVYSYRFVWW AISTAAM

8 2081,099 146-163 E LYILYVLFFGFTSKAESM

9 5036,802 164209 F RPEVASTFKVLRNVTVVLWS
AYPVVWLIGSEGAGIVPLNI ETLLFM

10 3843,029" 210048 G VLDVSAKVGFGLILLRSRAI

FGEAEAPEPSAGDGAAATS

"Die Masse der decarboxylierten Asparaginsiure ist um - 43,989830 Da kleiner. **Alternativ je nach
Sequenzanfang Fragment 1 fiir WT (QAQITGRPEWIWLALGTALM ) mit 2207,197 m/z und fiir Fragment 10
(VLDVSAKVGFGLILLRSRAI FGEAEAPEPSAGDGAAATSD) mit 3958,055 m/z. *als Pyroglutamat
2190 m/z.

Zur Massenanalyse von BR werden zwei verschiedene Methoden verwendet: HPLC-
gekoppelte ESI-MS (Elektrosprayionisationsmassenspektrometrie) und MALDI-MS (matrix
assisted laser desorption ionization mass spectrometry). Mit beiden Methoden ist es moglich,
Modifikationen des Peptids zu charakterisieren. MALDI-MS bietet den Vorteil, dass die
schweren hydrophoben Fragmente detektierbar sind, wihrend bei der LC-ESI-MS die leichten
Fragmente in hoher Ubereinstimmung mit den berechneten Massenwerten zuzuordnen sind.
Das Auftreten von mehrfach geladenen Teilchen lédsst eine eindeutige Zuordnung der Signale
zum jeweiligen Fragment zu. Somit eignet sich die ESI-MS-MS-Kopplung besser zur
Unterscheidung von BR-Mutanten und Modifikationen in den Peptiden nach Bestrahlung. Als
Trennsdule ist eine Phenomenex C18 Saule und ein Isopropanol/Acetonitril/Wasser-Gemisch
verwendet worden. Durch den Vergleich der relativen Intensitéten ist eine Quantifizierung der

Photoprodukte vorgenommen worden.
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4.2.5.1 Bekannte Aminosiure Modifikationen

Durch Modifikation einiger Aminoséduren werden physikalische und chemische Eigenschaften
des Proteins gedndert. In der Literatur fiir Proteinanalytik sind Oxidationen von Methionin
(Met), Cysteinen (Cys), Tryptophan (Trp), Histidin (His) und Tyrosin (Tyr) bekannt. Oft
treten diese Artefakte bei der Probenpréparation auf, z.B. durch Ammoniumpersulfat bei der
Gelelektrophorese. Eine oxidierte Methioningruppe tritt nicht durch chemische Spaltung mit

Bromcyan (BrCN) auf, sondern nur, wenn molekularer Sauerstoff Methionin oxidiert.

HO

HoN' H2N' ? HoN' ?
/s//o

Methionin Methionin Sulfoxid Methionin Sulfon

HO HO OH
H,N o HoN 0 HoN o
Q o)
-\ —> —> H
HN HN OYN
H

L-Tryptophan  Hydroxytryptophan  N-formyl-kynurenin

Abb. 22: Bekannte Oxidationsreaktionen an Methionin und Tryptophan.

Auch Tryptophan reagiert mit molekularem Sauerstoff. Zundchst zum Hydroxytryptophan
und weiter zum N-Formylkynurenin. Dabei steigt die Masse um 15,9949 Da bzw.
31,9898 Da. Die hier vorgestellten Oxidationsaddukte werden aber fiir eine Laserbestrahlung
nicht gefunden und bestitigen die Unversehrtheit der Tryptrophane. Stattdessen treten

Decarboxylierungen an spezifischen Stellen auf.

4.2.5.2 MALDI-MS-Ergebnisse:

Alle Fragmente mit einer Masse grofer als 850 m/z sind mittels MALDI-
Massenspektrometrie in der unbestrahlten Referenzprobe identifiziert worden. Die
Fragmente 4 (465,2344 m/z, Aminosiduren: YLSM) und 5 (819,4611 m/z, Aminosiuren:
LLGYGLTM) werden nicht gefunden. Bei zwei Fragmenten 6 und 10, werden
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Masseninderungen mit zunehmender Bestrahlungsdosis festgestellt (sieche Abb. 23). Diese

Anderungen werden im Folgenden genauer betrachtet.
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Abb. 23: Decarboxylierung (-CO, = 43,99) (a) an Fragment 10 (Aminosduren 210-248) mit einer Masse von
3843,02 m/z und (b) an Fragment 6 mit einer Masse von 5397,8 zu 5353,8 m/z.

Beim Fragment 10 des BrCN-verdauten Bakteriorhodopsins tritt im MALDI-Massenspektrum
eine Umverteilung des Peaks bei 3842,8 m/z zu einem kleineren Massenpeak bei 3798,8 m/z
mit zunehmender Bestrahlung auf. Das abgegebene Fragment entspricht einer CO,-Einheit.
Die Massenverhéltnisse der beiden Peaks dndern sich mit zunehmender Bestrahlungsdosis bis
zu einer Decarboxylierung von 66%. In dem Fragment gibt es zwei Aspartatreste D212 und
D242, die fiir eine Decarboxylierung in Frage kommen. Weitere CO,-Abgangsgruppen liegen
in diesem Fragment nicht vor. Aufgrund der rdumlichen Nihe des D212 zum Retinal liegt der
Verdacht nahe, dass dort die Decarboxylierung stattfindet. Der Nachweis dafiir wird mittels
ESI-MS-MS erbracht. Ebenfalls ist bei Fragment 6 eine Abnahme um 44 Masseneinheiten
von 5397,8 m/z zu 5353,8 m/z festzustellen. Gerade dieses Ergebnis ist interessant, da in der
Helix C das D85 sitzt. Somit kann der blaue Ubergangszustand erklirt werden, der beim
Lasern auftritt bevor die Probe gelb-weilllich ausbleicht. Stiitzend fiir diese These ist, dass
von gentechnischen Modifikationen von D85X-Mutanten bekannt ist, dass sie im Gegensatz
zum purpurnen WT blau sind. Durch Vergleich mit einer bestrahlten D85T-Mutante, die
anschlieend ebenfalls mit einem Bromcyan verdaut worden ist, kann die Decarboxylierung
an D85 fiir WT bestitigt werden, da bei dem Fragment 6 fiir die D85T-Mutante im MALDI-

MS keine leichtere Spezies festgestellt werden kann.

4.2.5.3 ESI-MS-MS-Ergebnisse

Die mittels MALDI-MS bereits gezeigte photochemisch induzierte Decarboxylierung an

Helix G wird speziell am Fragment 10 mit der Sequenz
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,,VLDVSAKVGFGLILLRSRAIFGEAEAPEPSAGDGAAATS* weiter untersucht, um zu
kldren, welche der beiden Asparaginsduren (D) decarboxyliert wird.

Im Folgenden wird der Nachweis erbracht, dass lediglich an der Stelle D212, die im Van-der-
Waals-Kontakt zum Retinal steht, eine Decarboxylierung auftritt und nicht auch an einem
weiter entfernten Aspartatrest wie D242, der im gleichen Fragment liegt. Mit Hilfe des
Fragment lon Calculator’” konnen verschiedene Massenfragmente berechnet werden, die fiir
eine laserinduzierte Decarboxylierung (monoisotopische Masse von CO;: 43,989830) in der
Helix G sprechen. Die Zuordnung der Aminosduresequenzen des Fragments gelingt nur fiir
die an 3. Stelle decarboxylierte Amionsdure D212. Es konnen sowohl Fragmente von der N-
als auch von der C-Terminalen-Seite identifiziert werden, die jeweils bis auf die D212 Stelle
unverindert sind. Das gemessene Spektrum (Abb. 24) zeigt keine Ubereinstimmung mit einer
berechneten decarboxyliertem D242-Spezies oder eine Kombination von decarboxyliertem
D242 und D212. Somit tritt die Decarboxylierung nur an einer spezifischen Stelle, dem
Aspartat D212 innerhalb dieses Fragments auf. Mit hoherer Bestrahlungsdosis steigt der
Anteil von decarboxyliertem Aspartat D212 im Fragment 10 an.

Im Gegensatz zu den bisher gezeigten Decarboxylierungen an den Aspartatstellen D85 und
D212, die in der Nihe des Retinals liegen, kann in Helix D an der Stelle D115 keine
Decarboxylierung festgestellt werden. Diese Aminosdure liegt zwar auf gleicher Hohe wie
das Retinal ist aber nicht am Protonentransport beteiligt. Neben den hier gezeigten
Veridnderungen beim Lasern sind Reaktionen an anderen Stellen denkbar, konnen aber nicht
identifiziert werden. So konnte z.B. eine Oxidationsreaktion der Tryptophane nicht festgestellt
werden.

Obwohl keine Anbindung des Retinals festgestellt werden kann, wie es bei den strukturellen
Verinderungen in Bakteriorhodopsin postuliert wird,'””! zeigen die Ergebnisse eindeutig einen
Zusammenhang zwischen dem Zweiphotonen induzierten Photobleichen des BRs und
molekularen Veridnderungen innerhalb einzelner Peptidfragmente. Die Decarboxylierung
fiihrt zu einer Abgabe von Kohlenstoffdioxid und erklédrt somit den irreversiblen geblichenen
Schreibzustand. Somit ist ein Protonentransport iiber die nicht mehr vorhandenen
Carbonsduregruppen nicht moglich. D85 kann nicht mehr die Protonierung / Deprotonierung
der Schiff’schen Base unterstiitzen. Infolgedessen kann BR den Photozyklus nicht mehr
durchlaufen. Somit gibt es keine Photochromie mehr. Die Abb. 25 zeigt die Verhiltnisse der
Signalintensitdten eines MALDI-Spektrums zwischen intaktem und decarboxyliertem BR an

der Stelle D85 im BrCN-Verdau-Fragment Nr. 6. und an Fragment 10 fiir D212.
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Abb. 24: Fragment 10 als dreifach geladene Spezies im ESI-MS. Die Zuordnung gelingt fiir die decarboxylierte

3. Aminosdurestelle (entspricht D212 in BR).
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Abb. 25: Decarboxylierungsrate in Abhingigkeit der fiir die Laserbestrahlung eingebrachten Energie.

Sowohl mit MALDI-MS als auch mit ESI-MS kann eine Decarboxylierung fiir D212

festgestellt werden. Aufgrund der Grofle von Fragment 6 ist die Position D85 nur mittels

MALDI-MS verfolgbar. Die Decarboxylierung an D85 erfolgt schneller als an D212. Es

handelt sich also um die labilere Carbonséduregruppe. Eine Zunahme der Decarboxylierung bis

zu etwa 75% kann beobachtet werden, dann ist die bestrahlte BR-Probe entfirbt. Bereits bei

der Blaufdarbung der bestrahlten Probe sind etwa 50% aller gemessenen D85 und 32% der

D212 decarboxyliert. Aufgrund der Tatsache, dass die Decarboxylierungsrate nicht gegen
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100%-Umsatz verlaufen und an D85 schneller auftritt bzw. der Decarboxylierungsgrad groBBer

ist als an D212 sind fiir die Decarboxylierung zwei Modellabldufe postulierbar:

Modell 1: Die Retroretinalbildung fiihrt zur gleichwahrscheinlichen Decarboxylierung von
D85 oder D212, da sie beide in raumlicher Nidhe zum Retinal liegen. Das heif3t, dass immer
nur eine von beiden Aminosduren decarboxyliert wire. Somit wiren bei vollstindiger
Bleichung des BRs statistisch 50% aller D85 und D212 noch vorhanden. Gegen diese Theorie
spricht allerdings, dass die Decarboxylierungsraten bei weiterer Bestrahlung bis auf etwa 75%

ansteigen und auch die Blaufdarbung der bestrahlten BR-Probe kann so nicht erklért werden.

Modell 2:

Die Retroretinalbildung und Decarboxylierung an D85 geschehen gleichzeitig und in einem
zweiten Schritt tritt die Decarboxylierung an D212 auf. Der Vorteil bei Verwendung der
D85T-Mutante ist dementsprechend, dass keine Decarboxylierung an T85 stattfinden kann
und somit der zweite Decarboxylierungsschritt an D212 bereits bei geringeren Energien
passieren wird. In der Literatur ist bereits bekannt, dass eine Decarboxylierung an Aspartaten,
wie D85, auch bei zu hohen Intensititen durch Rontgenstrahlung auftritt.”* Dabei verliert BR

seine  photochemische  Aktivitit."

Gegeniiber einer thermischen unselektiven
Decarboxylierung von Aminosduren ist die Zweiphotonen induzierte Decarboxylierung sehr
selektiv und zudem gegeniiber dem gesamten BR-Molekiil relativ mild. Die anderen
Carbonsduregruppen in anderen Fragmenten, die nicht in der Ndhe des Chromophors liegen,
weisen keine Decarboxylierung auf. Nur die Aspartatsidurereste, die am Protonenkanal liegen
und in unmittelbarer Ndhe zum Chromophor liegen, sind gegeniiber der Laserbestrahlung
anfillig. Dies beruht auf dem geringen Abstand zwischen dem durch Lichtabsorption
angeregten Chromophor und den beiden genannten Aminosduren. Dieser innermolekulare
Mechanismus der Decarboxylierung ist wahrscheinlich auf andere Lichtantennen in Proteinen
tibertragbar. In Abb. 26 ist die rdumliche Nihe der Carbonsiduregruppen des D85 und D212
zum  Retinal  dargestellt sowie die durch  Zweiphotonabsorption  bedingte

Decarboxylierungsreaktion. Durch die gleichzeitige Retroretinalbildung verliert BR seine

purpurne Farbe.
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Abb. 26: Schematische Darstellung der durch TPP induzierten Decarboxylierung am Bakteriorhodpsin.
(a) Zweiphotonabsorption des BR-Molekiils hier als gepulster griiner Laserstrahl dargestellt, fiihrt zur
irreversiblen Freisetzung von CO,. (b) Rdumliche Nihe der Aspartate D85 und D212 zum Chromophor Retinal

(RET) vor der Bestrahlung. (c) Die Decarboxylierung fiihrt zu einer Farbidnderung von purpur nach gelblich.

4.2.6 Zusammenfassung der Verinderungen auf molekularer Ebene

Eine Zweiphotonenabsorption von BR fiihrt zur Bildung von im UV absorbierenden N-
Retinyl-Bacterioopsin Arten, die zudem durch den Verlust der hexagonalen Kristallinitét
begleitet wird. Die photochemische Reduktion der Retinal-Schiff 'schen Base am Lysin-216 in
BR nach erfolgter Zweiphotonenabsorption erfolgt wahrscheinlich durch Wasserstoffradikale.
Dadurch kommt es zu kleineren strukturellen Veridnderungen in BR, die eine permanente
asymmetrische Forméinderung bewirken. Die Purpurmembranen kriimmen sich @hnlich, wie
es beim Durchlaufen des Photozyklus geschieht. Sie rollen sich in Richtung der
extrazelluliren Seite auf und die hexagonale Kristallinitit geht verloren. Mittels
Massenspektrometrie konnte eine irreversibele Decarboxylierung zweier Aminosduren, D85
und D212, in unmittelbarer Ndhe zum Retinal in Abhéngigkeit der Bestrahlungsdosis
festgestellt werden. Diese Aminosduren liegen zudem am Protonenkanal. Dariiber hinaus ist
aus fritheren Untersuchungen bereits bekannt, dass eine Mutation an dieser Stelle den
Protontransfer durch die PM beeinflusst. Zusammen mit der Reduktion der Schiff’schen Base
ist somit die Ursache des Zweiphotonen induzierten permanenten Photobleichens aufgeklirt
worden. Die Tab. 5 fasst alle festgestellten Verdanderungen zusammen, die beim Bestrahlen

von PM mit hohen Intensitéten, wie sie fiir einen TPP-Prozess notig sind, auftreten.
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Tab. 5: Uberblick iiber die durch TPP-induzierte irreversible Verinderungen in der PM.

Strukturmotiv Analytische Detektierte Verédnderung
Methode

Reduktion der Schiff'schen Base und Bildung des N-Retinyl-
Chromophor UV-VIS Bacterioopsin > Maximale Absorptionsbande bei 570 nm

sinkt. Entstehung des Fj, - und der BR;:)P - BR3T41:)P -

Produkte

Bestrahlungsdosis abhingige irreversibele Decarboxylierung
Aminosduresequenz MS

an D85 und D212

ca. 74% a-Helix Konformation bleibt erhalten
Sekundairstruktur CD-UV

Ubergang vom biphasigen CD in ein monophasiges Spektrum
Trimer-Wechselwirkungen CD-VIS und schlieBlich Verlust des Signals in Abhédngigkeit der

Bestrahlungsdosis

typische Streukurve fiir eine hexagonalen Anordnung geht
Tertidrstruktur SAXS

verloren
Form der PM AFM Kriimmung in Richtung extrazelluldren Seite
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4.3 Externe Einfliisse auf den Zweiphotonen Speicherprozess und

seine spektrale Analyse an BR-Schichten

Nachdem im vorherigen Kapitel die molekularen Prozesse und Strukturinderung des
permanenten Ausbleichens durch Zweiphotonenreduktion erklirt worden sind, soll in diesem
Kapitel die Anwendung des Datenspeicherns und das dafiir benétigte Tuning des
Speicherprozesses durch externe Einfliisse geklidrt werden. Dabei werden exemplarisch die
Moglichkeiten der Beeinflussung des Speicherprozesses durch pH-Wert, Temperatur, Salz

und Mutantenwahl diskutiert.

4.3.1 Mutanteneignung fiir die Bestrahlung

In der Tab. 6 sind die Charakteristiken einiger BR-Mutanten miteinander verglichen. So ist
beispielsweise der WT eine auswirts gerichtete Protonenpumpe. Durch Mutation an der Stelle
D212 kann die Protonenpumpfihigkeit unterdriickt werden bzw. konnen statt Protonen
Chloridionen im Falle der D85T-Mutante gepumpt werden. Eine andere technisch interessante
Mutante, die D96N-Mutante, ist als pH-abhéngige Protonenpumpe bekannt. In dieser Arbeit
ist mit den Mutanten D85T, D96N und dem WT gearbeitet worden. Ein Vergleich der
Mutanten D96N und D85T wird im Folgenden unter dem Aspekt des pH-Werts
beriicksichtigt. Der Einfluss des Salzgehaltes wird fiir D85T exemplarisch gezeigt.

Tab. 6: Eigenschaften von Bakteriorhoopsin-Mutanten.

Mutante Eigenschaft

WT bo Auswiirtsgerichtete H*-Pumpe
D85A Inaktiv

D85T Inwirts gerichtete CI'-Pumpe
D212A Inaktiv

D212E Schwache H"Pumpe (6%)
K216A Keine Retinalanbindung
D96N pH abhingige H*-Pumpe

4.3.2 Einfluss des pH-Werts

Bei der Mutante D96N fiihrt zusitzliche Belichtung wihrend des Bestrahlens mit dem Laser
zu einer Akkumulation des M-Zustands in Abhédngigkeit des pH-Werts. Alleine das Streulicht
sowie der erste Puls einer Pulsfolge reichen aus, um den M-Zustand stark zu populieren.

Damit ist ein permanentes Ausbleichen in den Psgp-Zustand erschwert. In Abb. 27 ist die
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Entstehung der Photoprodukte fiir verschiedene pH-Werte (0,2 molare Pufferlosungen)
gezeigt. Die Bestrahlung von D96N bei pH 8,3 (schwarze Linie) fithrt im Vergleich zur
sauren Losung bei pH 5,8 nur zu einer geringen Entstehung des gewiinschten Photoprodukts
bei 360 nm. Durch zusitzliche Blaubelichtung bei gleichem pH-Wert kann dieser Nachteil
behoben werden. Durch die Wahl des richtigen pH-Werts, moglichst sauer, oder durch

Blaubeleuchtung kommt BR aus dem M-Zustand zuriick und lédsst sich dann permanent

ausbleichen.
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Abb. 27: Der pH-Wert-Einfluss auf die Bildung der TPP-Produkte. (a) Abnahme der OD bei 570 nm mit
steigender Pulszahl fiir verschiedene pH-Werte. (b) Durchlaufen des Fgyp-Zustandes mit steigender Pulszahl fiir
verschiedene pH-Werte als OD bei 620 nm. (c) Zunahme der OD bei 360 nm mit steigender Pulszahl fiir

verschiedene pH-Werte.
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4.3.3 Einfluss des Salzgehalts und Untersuchung der Kristallinitit von D85T mit CD-

Spektroskopie
Die unkristalline Punktmutante PM-D85T formt kristalline Dominen sobald die tertidre
Struktur durch Chloridionen stabilisiert wird. Dann bildet die Chloridpumpe D85T
hexagonale Kristalle in p3-Symmetrie aus, wie sie auch beim Wildtyp vorliegt. Dieser
Nachweis wurde bisher mittels SAXS, TEM und AFM-Messungen erbracht.!”” Eine
wesentlich schnellere Analysenmethode zum Nachweis, dass die Chloridionen einen starken
Einfluss auf die Kristallinitit haben, ist die Beobachtung, dass sich die Trimere
zusammenlagern und ein biphasiges CD-Spektrum aufweisen. Im Gegensatz zu den bisher
bekannten Verfahren, die alle einen hohen prédparativen Aufwand erfordern, ist die hier
vorgestellte CD-Analytik ,,quasi live* moglich. Somit kann der Einfluss eines steigenden
Chloridgehalts an ein und derselben Losung beobachtet werden (siche Abb. 28). Dazu ist der
Salzgehalt einer wissrigen D85T-Losung (OD 2) sechsmal um jeweils 100 mg NaCl von
0,5 mmol bis 3,4 mmol erhoht worden. Es kommt zu dem bereits von UV-Vis-
spektroskopischen Messungen bekannten Verschieben der Absorptionsbande. An D85N
wurde bereits 1993 von Katoka CD-Messungen durchgefithrt und von monophasigen
Spektren fiir D8SN berichtet. Der Salzgehalt blieb dabei unberiicksichtigt.[76] Im hier
vorgestellten Experiment ist erstmals der Ubergang vom monophasigen zum biphasigen CD-

Spektrum an D85T in Abhéngigkeit der zugesetzten Salzkonzentration gezeigt.

a 154 b 2,5 ——D85TinHO —— 23 mmol NaCl
Farbanderun — 0,5 mmol NaCl —— 2.8 mmol NaCl
101 9 20 — 1,1 mmol Nacl — 34 mmol NaCl
’ ——1,7 mmol NaCl
53 15
© ’
(m]
E © 1,0
o )
O 104 J/ ——D85TinH,O
-154V} —— 0,5 mmol NaCl —— 2,3 mmol NaCl 0,5
/ —— 1,1 mmol NaCl —— 2,8 mmol NaCl
-204 —— 1,7 mmol NaCl —— 3,4 mmol NaCl 0.0
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Wellenlange / nm Wellenlange / nm

Abb. 28: (a) Anderung des monophasigen zum biphasigen CD-Signals. (b) UV-Vis-Spektrum in Abhiingigkeit

der Chloridionenkonzentration.

In einem weiteren Experiment ist der zusitzliche Einfluss verschiedener pH-Werte untersucht
worden. Dazu sind Pufferlosungen angesetzt worden: Ein 0,1 M Citrat/HCl Puffer mit pH-
Wert 4 und ein 0,1 M Phosphatpuffer mit pH-Wert 7 sowie eine gesittigte NaCl-Losung (72 g
auf 200 ml H,0). Aus diesen Stammlosungen sind fiir jeden pH-Wert eine 4 M, 2 M, 1 M,
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0,2M und 0,02 M NaCl-haltige Salzlosungen mit einer D85T-Mutante hergestellt worden
(OD=2). Ab einer bestimmten Salzkonzentration wird das blaue D85T wieder purpurfarben,
das Absorptionsmaximum verschiebt sich um 25-30 nm bathochrom (siehe auch Abb. 34). Im
CD-Spektrum veridndert sich das monophasige zu einem biphasigen Signal. Dies geschieht im
sauren Puffer bereits bei niedrigeren Salzkonzentrationen als im neutralen Puffer. Der Verlauf

des CD-Signals ist exemplarisch fiir pH 4 und pH 7 in Abb. 30 dargestellt.

h | S na.ﬂlb-‘l [ Bl 3‘5 '-

MIIMIIIMM

Abb. 29: DS5T in Puffer mit (a) pH 4 und (b) pH 7 fiir verschiedene NaCl-Konzentration von links nach rechts

abnehmend.
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Abb. 30: DS5T in Puffer mit (a) pH 4 und (b) pH 7 fiir verschiedene NaCl-Konzentrationen. Ubergang vom
monophasigen CD-Signal zu einem biphasigen CD-Signal. Die regelmidBige Anordnung der Trimere wird mit

hoherer Salzkonzentration wieder hergestellt.

Im Vergleich féllt auf, dass die CD-Aktivitéit der unkristallinen D85T-Variante im Vergleich
zu D96N und WT eine geringe CD-Aktivitit bei gleicher OD aufweist. Die Elliptizitat betrdgt
weniger als 10 mdeg gegeniiber ca. 15 mdeg fiir WT und D96N. Des Weiteren ist gerade die
D85T-Mutante insofern interessant, weil sie einen Blauton aufweist, der dhnlich dem von
nicht vollstindig permanent geblichen WT und D96N Proben ist. Bei zunehmender
Belaserung tritt zuniichst der Ubergang vom biphasigen zum monophasigen CD-Signal auf,
was als eine Monomerisierung bzw. Aufweitung des hexagonalen Gitters interpretierbar ist.

Dies ist ein Hinweis gewesen bei der massenspektrometrischen Messung der TPP-Produkte

auf die D85-Stelle zu achten.
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Erwartungsgemilf sollte die beim TPP-Prozess fir WT beobachte Decarboxylierung an D85
bei einer D85T-Mutante keine zusitzliche Energie benotigen. Folglich sollte eine geringere
Bestrahlungsdosis ausreichen um das TPP-Produkt zu erzeugen. Dazu ist die Bestrahlung der
salzhaltigen D85T-Mutante in Losung (OD=2) in zwei extremen Bedingungen mit 0,02 M
NaCl und 4 M NaCl bei pH 7 durchgefiihrt worden. Auch hier wieder mit einer Energie von
15 mJ pro Puls. In Abb. 31 sind Suspensionen von WT und D85T bei pH 7 miteinander

verglichen.
J/icm? J/icm?
g0 75 150 225 300 375 450 52 - 75 150 225 300 375 450 525
d 241 —=—D85T pH7 4 M NaCl 241 —=u— D85T pH7 4 M NaCl
221 —e—DB85T pH7 0,2 M NaCl 00 —e— D85T pH7 0,2 M NaCl
2,0_\ —v— WT pH7 201 —v—WT pH7
1,81 . Ls-\\\\\
1,64 §\‘\§e\\\\\_ 1,64
2 T2 EAN
A’ 1.2 \ . S 42 .
\ \. D - .
O 1,04 V- ~— \ @) 1,04 VY TV—,. \-
0,8 ——“““\\\\:“‘-. y 0,84 N——
S . ~
0,6 — 0.6 i
0,41 0,41 T~
0,24 0,24
0,0 ; , , , ' , T 0 ' , . . r r r
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
Pulse Pulse
J/icm?
Q75 150 225 300 375 450 52
2,4 —u— D85T pH7 4 M NaCl
2,21 —e—D85T pH7 0,2 M NaCl
2,04 —v—WT pH7
1,84
1,6 —
S 141 (,‘v/
A’ 121 v/r//:’-;_’_’,. .
O 10=——"—""
0,84
0,64
0,41
0,24
0,0

5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
Pulse

0

Abb. 31: Salzeinfluss auf die Bildung der TPP-Produkte bei D85T im Vergleich mit D96N und WT. (a)
Abnahme der OD bei 570 nm, (b) Durchlaufen des Fj,,-Zustandes als OD bei 620 nm. Die hohe

Salzkonzentration fiihrt zu einem héheren Anfangssignal fiir D85T bei 620 nm, (c) Zunahme der OD bei 360 nm

mit steigender Pulszahl.

Fir D85T reichen bereits geringe Salzkonzentrationen (NaCl), um eine Verbesserung
gegeniiber dem WT zu erzielen. Auffillig ist, dass bei hohen Salzkonzentrationen fiir D85T
das Maximum bei ODgy spiter erreicht wird als bei den anderen gemessenen Proben,

wihrend bei niedriger Salzkonzentration gar kein Maximum auftritt. Unter Beriicksichtigung,
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dass bei hohen Salzkonzentrationen die CD-Spektren biphasig sind und bei niedrigen
Salzkonzentration nicht, kann fiir die Bildung von den TPP-Intermediaten (P35 und Ps40)
postuliert werden, dass die aufgelockerten Wechselwirkungen der BR-Trimere, die ein
monophasiges CD-Signal aufweisen, die photochemische Reaktion Bs;yp zu den TPP-
Produkten unterstiitzen. Bei hohen Salzkonzentrationen ist dieser Vorgang fir D85T
erschwert. Das Auftreten eines monophasigen CD-Spektrums einer BR-Mutante ist
moglicherweise ein Indikator fiir eine niedrigere Energiebarriere fiir die photochemische

Umwandlung in die TPP-Intermediate.

Festzuhalten ist, dass der WT prinzipiell sehr gut fiir die Datenspeicherung geeignet ist. Fiir
die Verwendung von D85T und D96N miissen zudem der pH-Wert und Salzgehalt
kontrolliert werden. Bei D85X Mutanten konnen durch die Wahl des pH-Werts extreme
Anderungen des Absorptionsspektrums erzeugt werden. So dominiert bei pH 7 bereits der
blaue O-Zustand und bei basischeren pH-Werten der M-Zustand. D96N eignet sich neben
Datenspeicherung auch fiir einen zweiten technisch nutzbaren Effekt, nidmlich der
Photochromie. Diese Photochromie kann aufgrund der pH-Wert-Abhingigkeit der

Protonenpumpfihigkeit bei Belichtung variabel eingestellt werden.

4.3.4 Einfluss der Temperatur

Neebe hat bereits das thermochrome Verhalten von BR gezeigt, dabei kommt es zu einer
hypsochromen Verschiebung beim Erhitzen auf 77°C.""”) Das Absorptionsmaximum wandert

von 562 nm zu 515 nm. Gleichzeitig sinkt aber die Absorption (sieche Abb. 32).

oD

0,51

0,0 — 77—
300 400 500 600 700 800
Wellenlange / nm

Abb. 32: Thermochrome Verhalten von BR nach Neebe.”
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Eine leichte thermische Anregung des BRs bringt also die Absorptionsbande néher in die
Emissionswellenlidnge des Lasers von 532 nm. Im folgenden Experiment soll der Einfluss
einer thermischen Anregung fiir den Schreibprozess untersucht werden. Es werden WT-
Suspensionen bei verschiedenen Temperaturen zwischen 6°C und 80°C bestrahlt und iiber
Nacht relaxieren gelassen. Die bei 80°C bestrahlte Probe bleicht bereits nach wenigen Pulsen
aus. Im Folgenden sind die Absorptionen bei spezifischen Wellenldngen fiir die
charakteristischen Zustinde Bsj, Feo und Ps3g bei unterschiedlichen Temperaturen

miteinander verglichen.
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Abb. 33: Vergleich der OD (a) bei 570 nm (B-Zustand), (b) 620 nm (F-Zustand) und (c) 360 nm (P-Zustand) in
Abhingigkeit der Bestrahlungsdosis.

Fiir zunehmende Temperaturen ist eine Abnahme der OD bei 570 nm stéirker. Da es sich bei
diesen Spektren um bereits auf RT abgekiihlte Proben handelt, kann diese Abnahme nur auf
das Bestrahlen bei erhohter Temperatur zuriickgefiihrt werden. Fiir die Zwischenspezies Fgo
kann das Erreichen eines Maximums bei hoheren Temperaturen mit immer weniger Pulsen
erreicht werden. So werden bei Temperaturen von 6°C ca. 10000 Pulse benétigt bei 20°C

etwa 7500 und bei 60°C noch etwa 5000 Pulse. Bei 80°C kommt es hingegen sofort zu einer
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Abnahme der OD bei 570 nm und bei 620 nm. Ein Optimum wird bei 40°C mit 2500 Pulsen
fiir den Fgyo-Zustand erreicht. Da der Psgo-Zustand aus dem Fgyp-Zustand entsteht, ist auch fiir

das Bilden der P340-Spezies bei 40°C der maximale Umsatz erreicht.

4.3.4.1 Untersuchung des Temperatureinflusses auf das Beschreiben von BR-Filmen

Neben dem bereits vorgestellten Temperatureinfluss auf BR in Suspension ist fiir die
Datenspeicherung noch der Temperatureinfluss auf die Matrix in der BR fixiert (also den
Gelatinefilm) als auch das Substrat zu beriicksichtigen. Dazu wird Infrarotthermografie an
BR-Filmen durchgefiihrt. Gerade beim ortsaufgelosten, fokussierten Bestrahlen von BR-
Filmen zur Datenspeicherung ist die lokale Temperatur sehr hoch. Durch zuviel Hitze kann

sich die Gelatinematrix oder das Substrat erweichen bzw. aufschmelzen.

Wie bereits in Losung gezeigt, spielt die Temperatur fiir das permanente Bleichen eine
wichtige Rolle. Da in Losung bereits die hohen Temperaturen untersucht worden sind, wird
an BR-Filmen zunichst die Untersuchung bei extrem niedrigen Temperaturen durchgefiihrt.
Dazu wird der BR-Film in Fliissigstickstoff getaucht und auf -70°C gekiihlt. Bei diesen tiefen
Temperaturen reicht die Intensitit des Lasers nicht aus, um einen BR-Film vollstindig
permanent auszubleichen. Im Gegensatz dazu reichen die gleichen Laserparameter bei
Raumtemperatur sogar aus, um das Substrat beim Beschreiben von BR zu beschidigen bzw.
zu verbrennen. Dieser Effekt, des unbeschreibbaren BR-Films, kann durch den Photozyklus
des BRs erklirt werden. Durch das Streulicht beim Lasern werden bereits viele BR-Molekiile,
die zunichst im B-Zustand vorliegen, iiber den J, K und L- Zustand in den M-Zustand
gebracht. Da die Relaxation in den B-Zustand einige ms benétigt, kommt es zur
Akkumulation des M-Zustands bei niedrigen Temperaturen. Dadurch, dass vermehrt BR-
Molekiile im M-Zustand als im B-Zustand vorliegen, trifft der Laserstrahl auf weniger stark
absorbierende BR-Molekiile und kann diese nicht in den zu erzielenden permanenten P3q-
Zustand bringen. In Abb. 34 ist eine BR-Triacetatfolie gezeigt, die direkt nach dem Abkiihlen
in  Flissigstickstoff bestrahlt worden ist. In der ersten Spalte betragen die
Substrattemperaturen ca. -70°C. In den néchsten Spalten erwéarmt sich der BR-Film sowie das
Substrat auf ca. -30°C, 0°C, +12°C und schlieBlich bis auf RT. Auffillig ist, dass das
Ausbleichen des Feldes unten links unvollstindig ist. Bei Erhohung der eingestrahlten
Energie pro Flidche, erzielt durch einen diinneren Linienabstand, wird umliegendes BR bereits

erwirmt und ein Ausbleichen ist moglich (oben links). Durch die Erhohung der
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Substrattemperatur (vgl. Spalten von links nach rechts) wird schon bei niedrigen

Schreibenergien ein Ausbleichen erreicht.

Abb. 34: Eine mit BR beschichtete Triacetatfolie wird bei verschiedenen Temperaturen mit 3-9 J/cm? bestrahlt.
Von links nach rechts: Probe direkt aus Fliissigstickstoff herausgeholt und bestrahlt mit einer
Oberflachentemperatur von (-70°C, -30°C, 0°C, 12°C und RT). Bei tiefen Temperaturen wird durch die
Anreicherung des M-Zustands ein vollstindiges Beschreiben verhindert. Umso hoher die Probentemperatur,

desto geringere Schreibenergien sind notig, um Verbrennungen des BR-Films zu erreichen.

Da eine gleichmifBige Temperierung eines BR-Films im Labormalstab unpraktikabel ist,
werden bei allen weiteren Versuchen die Filme bei RT bestrahlt. Wihrend in diesem Kapitel
das Bleichverhalten bei verschiedenen Substrattemperaturen beobachtet worden ist, wird in
Kap. 4.5.4.3 speziell auf das durch den Laserstrahl bedingte Aufheizen beim Schreiben von
Polarisationsdaten eingegangen. Entstehen bei dem Schreibvorgang mit dem Laser zu hohe
Temperaturen im BR-Film, sinkt der Polarisationskontrast zwischen zwei orthogonal

zueinander geschriebenen Informationen.

4.3.5 Einfluss der Licht-Dunkeladaption

Das Gleichgewicht zwischen dem Bsjp- und dem Dssp-Zustand kann durch zusitzliche
Beleuchtung oder das Lagern des Films und Lasern im Dunkeln beeinflusst werden. In Abb.
35 ist das Verhalten von BR-Filmen, die im Licht oder im Dunklen gelagert worden sind,

gezeigt.
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Abb. 35: Vergleich der Absorptionsspektren eines lichtadaptierten (mit Diaprojektorlicht) und dunkeladaptierten

(mindestens 3 h im Dunklen gelagerten) BR-Films.

Durch Belichtung ist das Absorptionsspektrum geringfiigig hypsochrom verschoben und die

maximale Absorption sinkt durch Belichtung. Dieses Verhalten wird im Kap. 4.4.4.9 als

Einfluss der Licht-Dunkeladaption auf die optische Datenspeicherung untersucht.

4.3.6 Zusammenfassung der externen Einfliisse auf das Beschreiben von BR-Filmen

Die Tab. 7 stellt die untersuchten Parameter im Hinblick auf die Erzeugung von TPP-

Produkten fiir die Datenspeicherung zusammengefasst dar.

Tab. 7: Externe Einfliisse auf das Beschreiben von BR-Filmen und ihre Relevanz fiir die Datenspeicherung.

Einfluss

fiir die Datenspeicherung

ungewiinschte Nebenprodukte

der eingestrahlten Energie

des pH-Werts

des Salzgehalts

der Temperatur

der Licht-Dunkeladaption

Bildung der TPP-Produkte

relevant fiir D96N

sauere Bedingung gut
relevant fiir D85T
niedriger Salzgehalt gut
20-40°C gut

nach 1. Puls zu vernach-

lassigen

bei geringer Energie: M-Zustand
bei hoher Energie: Verkohlung
M-Akkumulation im basischen bei DO6N

verdnderte Absorption

thermochromes Verhalten

verdnderte Absorption




Ergebnisse und Diskussion 56

4.4 Speicherprozess auf makromolekularer Ebene

Nachdem bereits die Optimierung des Ausbleichens von PMs gezeigt worden ist, geht es in
diesem Kapitel um die Charakterisierung der optischen Polarisationsdatenspeicherung in BR-
Schichten. Dazu wird die photoinduzierte permanente Anisotropie im BR-Film mittels
Polarimeter untersucht und ein mathematisches Modell entwickelt, dass die Eigenschaften des

Films beschreibt.

4.4.1 Schichtdickenbestimmung mittels LSM und WeiBlichtinterferometer

Die Schichtdickenbestimmung der BR-Filme erfolgt mit dem WeiBlichtinterferometer oder
mittels LSM. Die Schichtdicke aller selbst gerakelten BR-Filme liegt bei 36—40 um. Mittels
Weillichtinterferometer und LSM sind die Schichtdicken der Filme nach Bestrahlung
tiberpriift worden. In den bestrahlten etwa 5 mm Durchmesser grolen Bereichen blieben die

Schichtdicken aufgrund des unfokussierten Flat-Top-Profils des Laserstrahls konstant.

4.4.2 Bleichen von BR-Schichten

Die BR-Schichten weisen nach Bestrahlung mit energiereichen Laserpulsen einen
permanenten Farbwechsel auf. Dieser Farbwechsel nach der Zweiphotonenabsorption ist
bedingt durch die auf molekularer Ebene gezeigten Anderungen am Bakteriorhodopsin.
Wihrend die unbeschriebene Stelle bei Tageslicht violett (D96N, WT) oder blau (D85T)
aussieht, ist die beschriebene Stelle gelblich transparent. Mit zunehmender Schreibintensitiit
werden diese Bereiche farblos. Mit Hilfe dieser Farbdnderung kann BR als optischer WORM-
Speicher genutzt werden. Entsprechend einer Information O als violetter Zustand und einer 1
als farbloser Zustand. Diese Art der Datenspeicherung ist schon lange bekannt.”®

Der wesentliche Vorteil von BR ist, dass neben der oben genannten Speichertechnik auch die
Speicherung von mehreren Informationen 0,1,2,... an einer Stelle im BR-Film méglich ist.

Grundlage fiir eine solche Mehrfachspeicherung von Daten ist die photoinduzierte

Anisotropie.

4.4.3 Die photoinduzierte Anisotropie in BR-Schichten

Optische Anisotropie eines Mediums kann einerseits durch richtungsabhingige verschiedene

Brechungsindices (Doppelbrechung) oder durch unterschiedliche Absorptionseigenschaften
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(Dichroismus) bedingt sein. Eine Anderung der Anisotropie in Abhingigkeit einer #uBeren
Einflussgrofe ist zum Beispiel als Spannungsdoppelbrechung bei Materialien bekannt.
Fiir die Verwendung von BR als Polarisationsdatenspeicher miissen neben dem ortselektiven

Ausbleichen weitere Bedingungen erfiillt sein:
e Alle BR-Molekiile miissen fixiert werden (als Film mit Matrixmaterial).
¢ Der Lichtabsorber Retinal ist anndhernd isotrop in dem PM-Film verteilt.

e Der photochemische Prozess ist richtungsabhingig (anisotrop). Dazu muss der

verwendete Pulslaser linear polarisiert sein.

Die verschiedenen Datensidtze werden in unterschiedlichen Polarisationsrichtungen des
Schreibstrahls in den Film geschrieben. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass der Winkel fiir das
Beschreiben mit der Anzahl der zu speichernden Informationen einhergeht. Fiir das Speichern
von 2 verschliisselten Daten in einen BR-Film kommen die Polarisation 0° und 90° zum
Einsatz. Fiir das Speichern von 3 verschliisselten Daten in einem BR-Film werden die
Polarisationen 0°, 60°, 120° verwendet. Durch diese Winkelfestlegung ist das
Ausleseprozedere bereits vorgegeben. Im Folgenden wird lediglich das Speichern von zwei

orthogonal zueinander liegenden Polarisationen beschrieben.

4.4.3.1 Das Vektorenmodell nach Yang fiir den Schreibvorgang

Die richtungsabhingige, photochemische Reaktion bzw. das photochemische Bleichen ist nur
moglich, wenn das Chromophor parallel orientiert zu dem E-Vektor des Lasers liegt. In einer
PM liegt das Retinal in grober Nidherung senkrecht zu der PM-Normalen. Das Verhiltnis
zwischen Linge und Breite des Retinals liegt bei ungefihr 20:1 Die Intensitit des Lasers beim
photochemischem Bleichen unter einer definierten Polarisationsrichtung muss durch die
effektive Intensitit ersetzt werden. Allgemein ist die Intensitédt proportional zum Quadrat der

Amplitude der Welle, daraus ergibt sich fiir die effektive Intensitét des Lasers s
I, =1,-cos’ @ (Malus-Gesetz) (17)

Mit Ij: Intensitdat des Lasers, 0: der Winkel zwischen dem originalen E-Vektor und der
Liangsachse des Retinals. Folglich ist auch eine photochemische Anregung von BR-
Molekiilen, deren Retinal nicht parallel zum E-Vektor des Lasers liegt, moglich. Da es sich
bei der irreversiblen Erzeugung des P-Zustandes aber um eine Zweiphotonenabsorption (~I?)

handelt, muss fiir die Winkelabhingigkeit mit cos* @ gerechnet werden.*!!
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1, =1, -cos* @ (Malus-Gesetz fiir Zweiphotonenabsorption) (18)

Fir die Datenspeicherung sind folglich nur die BR-Molekiile interessant, die vorwiegend
parallel zum Laserlicht liegen bzw. geniigend Intensitit fiir die photochemische Umwandlung
erhalten. Nicht angeregte Molekiile, die senkrecht zur Polarisationsrichtung des Lasers stehen,
erhalten nur eine Intensitit von 0.

Wird die fiir die Zweiphotonenabsorption bendtigte Grenzintensitidt nicht erreicht, wird BR
aus dem B-Zustand nicht in den permanenten beschriebenen Zustand iiberfiihrt. Lediglich
eine reversible Populierung des M-Zustandes ist moglich. Nur bei hoher Intensitdt des
Schreibstrahls konnen die BR-Molekiile, die einen relativ kleinen Winkel zu dem
Schreibstrahl besitzen, irreversibel umgewandelt werden. In Abb. 36 ist ein BR-
Chromophoren-Modell gezeigt, bei dem alle Orientierungen der Chromophore im Film als
Vektoren eine Kreisprojektion darstellen. Der Film ist zunéchst isotrop und die Summe der

Vektoren ist gleich 0.

a b
I - —Bei2/
1 L E — Bei 34
2 =
2
E
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I ©
3
2
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- P = ) 55°
Il< I2 80 -60 -40 20 0 20 40 60 80

Winkelstellung (Grad)
Abb. 36: (a) Schematische Darstellung des Schreibens mit polarisiertem Licht bei niedriger und hoher
Intensitit. Mit zunehmender Intensitit werden mehr BR-Molekiile in den F- bzw. P-Zustand umgewandelt,
auch wenn sie nicht exakt parallel zur Polarisation des Lasers liegen. (b) Umwandlungsgrad in Abhiingigkeit

von der absoluten Winkelstellung der BR-Molekiile zum Schreibstrahls.*'!

Yang hat fiir den Umwandlungsgrad fiir diese Zweiphotonenreaktion die Gleichung

U, o< (I, cos’0-1,) (19)
aufgestellt. Mit dem Umwandlungsgrad Ug und Ix der Grenzintensitit fiir die Reaktion
Bs702>Fe0. Wenn [, -cos’ 0—-1,<0, dann ist U;=0. Bei zu hoher Intensitit des

Schreibstrahls schwicht sich zunédchst der Effekt der photoinduzierten Anisotropie ab, da
zunehmend Molekiile angeregt werden, die nicht parallel zum Schreibstrahl des Lasers stehen.

Bei noch hoherer Intensitit konnen die parallel stehenden BR-Molekiile schlieBlich verkohlt
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werden und eine Datenspeicherung ist nicht mehr moglich. Der Datentriger ist beschidigt.
Fiir die hier durchgefiihrte Untersuchung der Polarisationsdatenspeicherung werden nur

Intensitidten unterhalb von Ix verwendet.

4.4.3.2 Der Auslesevorgang

Wihrend fiir das Schreiben von BR-Filmen mit dem cos* @ gerechnet werden muss, ist fiir

das Auslesen nur eine cos’ @-Abhingigkeit gegeben, da es sich um eine
Einphotonenabsorption handelt.
Beim Auslesen wird die Polarisationsebene des Messlichts auf 0° und 90° gestellt, um die
Informationen getrennt voneinander zu lesen. Dazu gibt es zwei Moglichkeiten:

a) mit einem Polarisator (unter Ausnutzung der anisotropen Absorption von BR als

eigener Polarisator)
b) mit Polarisator und Analysator (nach der Methode von Yang)

Die Datenspeicherung nach a) ist im Vergleich zu b) eine kontrastarme Methode. Die
Datenspeicherung von bis zu 3 Informationen in einem PM-Film ist in Durchlicht bereits von
Yang gezeigt worden. Zur Beschreibung der induzierten Anisotropie kommt hier die

polarimetrischer Messung zum Einsatz..

4.4.4 Beobachtung der Polarisationsinderungen im BR-Film mittels Polarimeter

Grundlage fiir eine Polarisationséanderung ist eine Form von photoinduzierter Asymmetrie. Da
die BR-Molekiile an sich isotrop in der Matrix eingebettet sind, ist fiir einen unbeschriebenen
BR-Film mit dem Polarimeter keine Anderung der Polarisation zu erkennen. Lediglich
aufgrund der Absorption des BR-Films ist eine Signaldimpfung aufgetreten.

Durch Beschreiben mit linear polarisiertem Licht kann eine optische Anisotropie im BR-Film
erzeugt werden. Der Brechungsindex wird richtungsabhingig, das heif3t das Messlicht breitet
sich  beim Ausleseprozess entlang der x- und y-Richtung mit verschiedenen
Lichtgeschwindigkeiten aus. Dabei breitet sich die Lichtwelle bei niedrigeren
Brechungsindizes schneller aus als bei hohem Brechungsindex und es kommt zu einer
Verzerrung des eingestrahlten Lichts zu einem Rotationsellipsoid. Der beschriebene BR-Film
ist folglich als doppelbrechendes und dichroitisches Material aufzufassen. Zur Beschreibung

dieser Eigenschaften sind die Polarisationszustinde bestrahlungsdosisabhingig gemessen
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worden. Die Abb. 37 stellt den kombinierten Versuchsaufbau zum Beschreiben und Auslesen
der BR-Filme dar. Vorteil dieses Aufbaus ist, dass ein Bewegen des Films zwischen
Beschreiben und Auslesen entfillt und somit keine aufwindige Probenpositionierung und
Ausrichtung notwendig ist. Zum Beschreiben wird ein Nd:YAG-Pulslaser mit einer
Emissionswellenlidnge von 532 nm und einem Flat-Top-Profil verwendet. Der Lichtstrahl
passiert zunéchst einen IR-Filter, um Strahlungsanteile von 1064 nm zu filtern. Mit Hilfe
eines Glan-Thompson-Prismas wird der bereits horizontale Laserstrahl nochmals besser
horizontal polarisiert um geringfiigige Depolarisation zu entfernen. Ein Teil des Strahls wird
an einer Lochblende mit einem Durchmesser von 0,5 cm bzw. der Fliache 0,20 cm?
ausgeblendet, durchléduft einen halbdurchlidssigen Spiegel und trifft auf den BR-Film. Die
gemessene Energie pro Puls betrdgt 7 mJ bei einer Frequenz von 20 Hz. Mit Hilfe eines
Strahlblockers wird der Strahl vor dem Polarimeter beim Beschreiben des BR-Films
absorbiert. Des Weiteren ist das Polarimeter mit einem Griinfilter vor Streulicht anderer
Lasersysteme geschiitzt. Mit Hilfe einer zusitzlichen blauen Laserdiode mit 405 nm kann die
Nebenreaktion von dem Bso-Zustand in den Myjp-Zustand unterdriickt werden. Zum
Auslesen der in den BR-Film geschriebenen Bereiche wird ein He-Ne-Laser mit einer
drehmotorisierten = A/2-Platte verwendet. Dadurch kann eine beliebige, lineare
Polarisationsrichtung des Messlichts angesteuert werden. Die Intensitit des He-Ne-Lasers
wird mit einem Graufilter (OD=1,34) vermindert. Die Polarisationsdnderungen im BR-Film
werden mit dem Polarimeter (PAX5720VIS-T, Fa. Thorlabs) detektiert. Die
polarisationswinkelabhingigen Messdaten werden mit einem in LABVIEW 8.2 (Fa. National

Instruments) erstellten Programm aufgenommen.

He-Ne-Laser,
633 nm

Schrittmotor
gesteuerte

A2-Platte
Nd:YAG Pulslaser, )
532 nm ND-Filter

Laserdiode,
405 nm

& A

B J ===
\\

IR-Filter Glan- Blende 50 %- BR-Film Grin-Filter  Polarimeter
Thompson Spiegel
Prisma

Abb. 37: Versuchsaufbau zum Beschreiben der BR-Filme mittels Nd: Y AG-Pulslaser und anschliefendem

Lesen der belaserten BR-Filme mittels He-Ne-Laser ohne Probenbewegung.
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4.4.4.1 Kalibrierung des polarimetrischen Messverfahrens

Zuniachst wird durch Kontrollexperimente der Aufbau {iiberpriift. Dazu werden in den
Strahlengang wahlweise eine A/2 -Platte, eine A/4-Platte, ein Polfilter oder ein isotroper
Graufilter eingebaut. Die Darstellung eines charakteristischen Verlaufs des Messsignals auf
der Poincaré-Kugel fiir eine A/4- und A/2-Platte ist in Abb. 38 zu sehen. Die erzeugte
Abweichung von einer idealen Kreisbahn der A/2 -Platte ist darauf zuriickzufiihren, dass die
als Referenzprobe gemessene A/2-Platte nicht exakt positioniert und fiir 532 nm statt

633 nm ausgelegt ist.

+ A2 - Platte
* A4 - Platte

S3

Abb. 38: Beispiel fiir die Winkelabhingigkeit einer A/4- und A/2-Platte gemessen mit dem Polarisations-
messaufbau fiir eine volle Umdrehung der Platte. Die Schwankungen in S; fiir die A/2-Platte sind durch den

leicht schrigen Einbau bedingt, theoretisch sollte sich ein Kreis ergeben.

Der Kurvenlauf fiir eine ideale A/2 -Platte weist fiir die Stokes-Paramter S; einen cosinus-
bzw. fiir S, sinusformigen Verlauf auf. Die gemessenen Stokes-Parameter stimmen mit den fiir
S; und S, berechneten Werten iiberein. Allerdings kommt es fiir S; aufgrund einer leichten
Elliptizitat zu geringfiigig abweichenden Werten. Der Vergleich zwischen berechnetem und
gemessenem Verlauf ist in Abb. 39 zu sehen. Der Stokes-Vektor fiir ideal polarisiertes Licht
enthilt fiir S; den Wert 0, da theoretisch die Differenz von Ip und Iz gleich groB3 ist. Da der
He-Ne-Laser so aufgebaut wird, dass er eine Polarisation von -45° besitzt und die A/2 -Platte
gegeniiber der Winkelskala der A/2 -Platte-Halterung einen Versatz von etwa 2° besitzt, wird
eine Anpassung der Messwinkel zur realen Polarisationsrichtung vorgenommen. Das
Bezugssystem ist so gewihlt, das 0° und 180° fiir horizontale Polarisation und 90° und 270°

fur vertikale Polarisation stehen.
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Abb. 39: Auftragung der Stokes-Parameter gegen die Polarisation des Messlichts fiir den Durchgang einer
A/2-Platte. Das eingehende Licht ist 45° polarisiert. Dementsprechend ist der Stokes-Parameter S; = 0 und S,

= 1 fiir den Drehwinkel 0°. Beim Drehen der A/2-Platte um weitere +45° veridndert sich die Polarisation

zundchst in Richtung vertikales Licht, die Stokes-Paramter laufen zu den Werten S; =-1 und S, = 0.

Ein streuendes Objekt fiihrt zu einer stark fluktuierenden Messkurve. Durch das Einbringen

eines isotrop absorbierenden Graufilters @ndert sich nicht die Polarisationsrichtung des
Lichtes, somit bleiben S, bis §; konstant. Es sinkt ausschlieBlich die Intensitit des

gemessenen Signals. Gleiches gilt fiir isotrop absorbierende BR-Filme vor der Bestrahlung.

4.4.4.2 Versuchsdurchfiihrung

Zunachst wird jeweils eine Blindmessung durchgefiihrt, ohne dass optische Bauteile in den
Strahlengang eingebaut sind. Nach der Kalibrierung kann der BR-Film gemessen werden.
Dieser zunichst noch optisch isotrope Film mit der Bezeichnung ,,Messung O Pulse* zeigt
keine Anderung der Stokes-Parameter unter verschiedenen Messwinkeln. Es wird ein
kreisformiger Verlauf mit S; = 0 erhalten. Lediglich eine Intensitdtsabnahme aufgrund der OD
ist zu detektieren. Da bereits eine leichte Verkippung der zu messenden Probe zu einer
erhohten Elliptizitit (S;-Auslenkung) fiihrt, wird der BR-Film nach Montage im Mess- und
Belichtungsaufbau nicht mehr bewegt. Dadurch sind die Veridnderungen der Polarisation nur
auf das Belasern des Films zuriickzufithren. Beim Vergleich von verschiedenen Filmen
unterschiedlicher OD muss auf die korrekte Ausrichtung der Probe geachtet werden. (Dies
gelingt durch Vergleich der Hintergrundmessung ohne BR-Film mit dem isotropen BR-Film
vor der Belichtung). Um nur die BR-Eigenschaften zu charakterisieren, wird eine Korrektur
des Messsignals durchgefiihrt. Dazu wird eine Messung eines Gelatinefilms ohne Farbstoff
gleicher Dicke vorgenommen. Die zur Auswertung verwendeten Daten werden um diesen

Blindwert korrigiert.
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4.4.4.3 Ergebnisse der Polarisationsmessungen — Verdnderungen der Stokes-Vektoren

Fiir einen unbestrahlten BR-Film ergibt sich auf der Poincaré-Kugel beim Auslesen mit allen
moglichen Polarisationsrichtungen ein dquatorialer Kreis (sieche Abb. 40). Der Film ist isotrop
absorbierend und verdndert nicht die Polarisation des Messlichts. Wird mit horizontal
polarisiertem Licht der BR-Film permanent geblichen, so ist die Zunahme der Elliptizitit als
Verkippung dieses Kreises sichtbar.

In der Projektion auf der S;- S;-Ebene wird die Hauptverdanderung, die beim Beschreiben mit
horizontal polarisiertem Licht auftritt, beim Durchlaufen verschiedener Messpolarisationen
sehr gut beschrieben. Die anfinglich gerade Linie auf der S;-S; Ebene wird zunehmend
elliptisch. Hingegen zeigt die Projektion auf der Si- S;-Ebene einen Kreis. Fiir den S;-Wert
kann keine Verdnderung beim Schreiben festgestellt werden. Die Verdanderungen von S, sind

vernachlédssigbar klein gegeniiber den Veridnderungen an Ss.

0 Pulse
= 10 Pulse
o ; 50 Pulse
2 |- 100 Pulse
;‘ 300 Pulse
— T '+ 1000 Pulse
e i I f - 2000 Pulse
- 3 5000 Pulse

v
!‘L!ﬂ_lsjr-..r-‘nﬂf‘f’
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Abb. 40: Poincaré-Darstellung fiir die bestrahlungsabhingige Verdnderungen der Polarisation eines BR-
Films. Die zusitzlichen Projektionen auf der S;-S,-Ebene ergeben einen Kreis und auf der S;-S;-Ebene eine

elliptische Verzerrung in Abhingigkeit der eingestrahlten Intensitét (bzw. der Pulszahl).

Die bestrahlungsintensititsabhingigen Verdnderungen beim Beschreiben von BR-Filmen
werden mit den Anderungen des S3-Vektors gut beschrieben. Dieses ist in Abb. 41 a fiir
verschiedene Polarisationswinkel des Messlichts dargestellt. Festzustellen ist, dass mit
zunehmender Pulszahl bzw. Energie die Amplitude des Ss-Vektors ansteigt. Maxima und

Minima treten bei linear polarisiertem Messlicht unter ® =—45° bzw. ® =445 ° auf.
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Mit einer hoheren OD des Filmes bei gleicher Pulzahl bzw. Energie treten groBere
Anisotropieveridnderungen als mit geringer OD auf. Dieses ist in Abb. 41 b als Zunahme des
Ss-Werts fiir verschiedene ODs dargestellt. Die oberen Kurven sind fiir einen Messwinkel von
- 45° und der untere Teil der Kurven fiir +45° der eingehenden Polarisation dargestellt.

Am Beispiel eines BR-Films mit OD=2.,4 ist zu sehen, dass der S;-Parameter genauso wie bei
den niedrigeren ODs zunidchst ansteigt und nach Erreichen des Maximums bei ca. 5000
Pulsen sehr langsam wieder abnimmt. Bei weiterer Bestrahlung féllt auf, dass die Abnahme
der Anisotropie sehr viel langsamer ablduft, da die senkrecht zur Polarisationsschreibrichtung

des Lasers liegenden BR-Molekiile viel unwahrscheinlicher mit dem Licht wechselwirken.

J/cm2
05 0 14 28 42 56 70
0,6 . . : : !
) . = OPulse =« 200 Pulse ’
d 0.4] Energie . 1Pus  + 300Pulse 0,5 I —
bRty + 5Pulse + 500 Pulse ]
0,3- -, ~ 10Puse + 1000 Pulse gg 4
0,2]| e . gg iEEZ . gggg ﬁﬂ::: 0’2: Tgoariszggnswmkel
100 Pulse + Pul ’ e
0,11 ulse + 5000 Pulse 0,1 —m——e—(0D=2,40
o 0,0 »’ 0.0 M=ol
o o 01 —+— ¥ 0D=0,368

—<+——— 0D=0,094

-0,24 : -0,21 —s— —e— 0D=0,042
M -0,31 —+——v—0D=0,019
-0,3- 3 ]
Ragy s oeast it -0,4 - AN
-0,44 e . S
: 0,51 —
'075 '076 v T v T v T v T T T
-90 0 90 0 2000 4000 6000 8000 10000
Polarisationswinkel 6/ ° Pulszahl

Abb. 41: (a) Verlauf des S;-Vektors fiir verschiedene Polarisationen des Messlichts in Abhingigkeit der
Bestrahlungsintensitit. Gezeigt sind die Anderungen fiir einen BR-WT —Film mit einer OD = 1,74.

(b) Anderungen von S; fiir verschiedene OD. S3 ist immer positiv (negativ), wenn der Polarisationswinkel des
Ausleselichts -45° (+45°) betrdgt. Umso hoher die OD des BR-Films, desto hohere Verdnderungen von S;
konnen erreicht werden. Bei ca. 5000 Pulsen (3,5 MWcm’z) wird ein Maximum fiir den Film mit einer OD von

2.4 erreicht.

4.4.4.4 Veriinderungen der Phasendifferenz &

Bisher sind die Verdnderung des Stokes-Parameter S; beim Beschreiben eines BR-Films
gezeigt worden. Diese Anderungen konnten im Rahmen einer Datenspeicherung auch spiter
in einem BR-Datenspeicher in Form einer Phasendifferenz eines beschriebenen Feldes
ausgelesen werden. Da sich neben S; aber auch S, geringfiigig dndert, wihrend S; konstant

bleibt, wird die Phasendifferenz & iiber (24) berechnet:

o= arctan(%j (20)

2
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Fiir die Grenzfille horizontal polarisiertes (6 = 0°) und vertikal polarisiertes Messlicht
(6 =90°) ist die Phasendifferenz nicht definiert, da einer der beiden elektrischen Feldvektoren
Ex bzw. E, gleich 0 ist, wihrend der andere maximal wird. Fiir einen beschriebenen Film liegt
unter beliebigen Polarisationsauslesewinkeln, zwischen den zuvor benannten Winkeln, immer
eine Phasenverschiebung vor. Wird die Phasendifferenz 6 gegen die Pulszahl aufgetragen, ist
ein exponentieller Abfall dieser ersichtlich (sieche Abb. 42 a). AuBlerdem ist zu erkennen, dass
eine hohere OD zu groBeren Betrigen der Phasendifferenz o fiihrt. Je mehr Chromophore
zum Ausbleichen zu Verfiigung stehen, desto stirker ist der erreichbare photoinduzierte
Effekt der Phasendifferenzdnderung, bedingt durch den Brechungsindexunterschied des

ungeblichenen und geblichenen BRs (vgl. Abb. 42 b).
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Abb. 42: (a) Exponentieller Verlauf der Phasendifferenz & bei steigender Schreibenergie in Form mehrerer
Pulse. Jeweils fiir verschiedene OD-Werte gezeigt. Je hoher der OD-Wert ist, desto hoher ist der Betrag der
Phasendifferenz d bei gleicher Pulszahl. (b) Auftragung der maximalen Phasendifferenz & gegen die OD des

jeweiligen BR-Films. Mit zunehmender OD erhéht sich linear der Betrag der erzielbaren Phasendifferenz J.

4.4.4.5 Minimaler OD-Wert fiir die optische Datenspeicherung

Um die Kosten fiir einen BR-Datenspeicher niedrig zu halten, ist es wiinschenswert bei
minimalen BR-Konzentrationen unterscheidbare Signale eines Polarisationsdatenspeichers zu
erhalten. Dazu ist die Phasendifferenz & von bestrahlten Filmen in Abhéngigkeit der ODs von
BR-Filmen untersucht worden. Die maximale Phasendifferenz ist aus den Messungen nach
5000 Pulsen bei Filmen mit einer OD groBer als 0,042 ermittelt worden. Prinzipiell ist auch
bei Filmen, die eine geringere OD aufweisen noch eine Phasendifferenz vorhanden.
Allerdings liegen die dabei ermittelten Werte fiir S bei einem Film (OD 0,012) mit einer
maximalen Amplitude von 0,006 an der Grenze der Messgenauigkeit des Polarimeters von

0,005.1*)  Ausgehend von dieser messtechnischen Einschrinkung kann nur eine



Ergebnisse und Diskussion 66

Phasendifferenzéinderung bis 0,29° detektiert werden. Die durch Laserbeschreiben erzielbare
Anderung eines Films mit OD = 0,012 liegt bereits bei -0,38°.

In Abb. 43 ist die maximal erreichbare Phasendifferenz fiir verschiedene ODs angegeben. Es
ergibt sich ein linearer Zusammenhang. Mit zunehmender OD erhoht sich die erzielbare
Phasendifferenz. Es ist davon auszugehen, dass selbst bis zu einer Monolage von BR
(entspricht OD=0,002) eine optische Datenspeicherung mit einer erzeugten Phasendifferenz
(0,03) zu erhalten ist, allerdings sind diese geringen Phasendifferenzen nicht mit

handelsiiblichen Messsystemen zu detektieren.

0 0
a 24 = Phasendifferenz & fir BRWT OD 1,018 b 1 = Maximale Phasendifferenz &
4 51 :
w ] S !
g 69 N _10-
(0] -84 (] )
3 o X
£ -101 2 154
© ho] .
3 121 5 -20-
@ 141 © 1 =
a -16- £ -25-
18] 20
0 1000 2000 3000 4000 5000 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75
Pulszahl oD

Abb. 43: Auftragung der maximalen durch TPP induzierten Phasendifferenz in Abhingigkeit von (a) der
Pulszahl (b) von der OD der Filme.

4.4.4.6 Vergleich zwischen dem BR-WT und der BR-DS85T-Mutante auf die erzielbare
Phasendifferenz

Durch die Wahl einer BR-Mutante werden Vorziige bei der Polarisationsdatenspeicherung
erwartet. Die BR-D96N-Mutante ist aufgrund ihrer leichter anregbaren M-Population zu
vermeiden. Demzufolge wird hier nur der WT gegeniiber der D85T-Mutante verglichen. Yang
konnte durch Verwenden der D85T-Mutante bei gleich bleibender Schreibintensitit eine
grofere  Polarisationsanderung im Vergleich zu BR-D96N erzeugen. Wird die
Phasendifferenz 0 gegen die OD aufgetragen, so wird eine lineare Abhingigkeit der
Phasendifferenz erhalten. Im Vergleich mit BR-WT ist der Betrag der Steigung der
Ausgleichsgeraden von BR-D85T(mpgst =-15,88) um den Faktor 1,13 groBer als die von
BR-WT(mwr = -13,64). Das bedeutet, dass bei gleicher OD und Schreibintensitit durch das
Verwenden der D85T-Mutante eine betragsmiBig hohere Phasendifferenz erhalten wird.

Dieses fiihrt zu einem besseren Auslesekontrast zweier orthogonal polarisiert geschriebener
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Informationen. Somit ist der Vorteil der D85T-Mutante gegeniiber dem WT fiir die

Polarisationsdatenspeicherung nachgewiesen.

Maximale Phasendifferenz § flr
= BR-D85T
e BR-WT

-104
-154

-204

Phasendifferenz &

-254

0,00 025 0550 0.75 1,00 125 1550 1.75
OD
Abb. 44: Erzielbare Phasendifferenz bei verschiedenen Mutanten. Der Betrag der Steigung der
Ausgleichsgeraden von BR-D85T ist leicht groBer als die von BR-WT.

4.4.4.7 Brechungsindexiinderung

Aus der erzielten Phasendifferenzinderung 8 kann iiber die Anderung des Brechungsindex An

berechnet werden.

A-O
An = 21
" 2n-d @h

Fiir einen BR-WT -Film (OD = 1,74) ergibt sich bei einer Schichtdicke d von 40 pm und

einer Bestrahlung mit 5000 Pulsen (3,5 MWcm 2) ein Brechungsindexinderung von:

A, = B3 C22OF _ 4 99,10+ (22)
: 21 40um

Der Brechungsindex des TPP-Produkts ist kleiner als die des unbeschriebenen BR-Films. Das

Vorzeichen der Brechungsindexinderung und die GroBenordnung (107™*) stimmt mit

[79]

vorherigen Ergebnissen {iberein. Aufgrund der linearen Beziehung zwischen

Phasendifferenz & und Brechungsindexidnderung An ergibt sich folgender Graph (Abb. 45).
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Abb. 45: Auftragung der maximalen Brechungsindexinderung An gegen die OD des jeweiligen BR-Films.

4.4.4.8 Frequenzabhiingigkeit des Beschreibens

An dieser Stelle wird exemplarisch fiir zwei Frequenzen ein Vergleich fiir die induzierbare
Anisotropie angestellt. Eine Verdopplung der Schreibfrequenz von 20 Hz auf 40 Hz bringt
keine Verdnderungen bei der Messung des Stokes-Parameter S; (siehe Abb. 46). Die Kurven
fiir die gleiche Anzahl an Pulsen liegen nahezu iibereinander. Lediglich ein Versatz um 0,01
auf der Ss;-Achse ist zu erkennen. Dieses kann aber auf die Neupositionierung der Probe
zuriickgefiihrt werden. Auch bei hoheren Frequenzen von bis zu 20 kHz sind BR-Filme mit

unterschiedlichen Polarisationseigenschaften erzeugt worden.

0,2

Am. 20Hz
0.1 Pl 200 Pulse
’ {:‘?V‘ﬁ\& - 500 Pulse
ﬁ + 1000 Pulse
=

= = 2000 Pulse

k|
'40 Hz
= 200 Pulse

0.1 s * 500 Pulse
~ ‘3.\’" « 1000 Pulse
ks = 2000 Pulse
o
'0,2 v T v T v T v T v T M T
0 45 90 135 180 225 270
Polarisationswinkel 6/ °

Abb. 46: Frequenzabhingige Bestrahlung eines D85T-Films mit OD 0,6. Es ist kein Unterschied zwischen

den verschiedenen Schreibfrequenzen fiir die Polarisationsdatenspeicherung festzustellen.

4.4.4.9 Einfluss der Licht-Dunkeladaption auf die optische Datenspeicherung

Die Licht-Dunkeladaption von BR wird auf ihren Einfluss auf die optische Datenspeicherung

untersucht. Dazu wird ein BR-Film einmal bei Standardbeleuchtung im Laserlabor, in
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Dunkelheit und im Lichtschein einer Diaprojektorlampe im Abstand von 60 cm mittels
Pulslaser horizontal beschrieben und anschlieBend mit dem oben beschriebenen Aufbau
gemessen. Fiir die Dunkeladaption wird der Film ungefihr 2 h vor der Messung im Dunkeln
gelagert bzw. fiir die Diaprojektorbeleuchtung 30 min vorher beleuchtet. In Abb. 47 ist die
Anderung des S;-Paramters in Abhingigkeit der Pulszahl und der gewihlten Bedingung
gezeigt. Auffillig ist, dass die lichtadaptierte Probe weniger starke Anderungen des S;-
Parameters erfiahrt. Dies ldsst sich auf das geringere Absorptionsverhalten bei der
Schreibwellenlidnge zuriickfiithren und kann durch Beschreiben mit einer hoheren Pulsanzahl
ausglichen werden. Insofern kann dieser Einfluss fiir die Polarisationsdatenspeicherung
vernachlédssigt werden. Fir BR-Schichten wird deshalb von einem geringen Einfluss der

Licht-Dunkeladaption auf den Schreib- und Leseprozess ausgegangen.

J/em?
0 7 14 21 28 35
0.00 = Dunkel adaptiert
e Licht adaptiert (Diaprojektor)
-0.054 A Licht adaptiert (Raumlicht)
-0.10
o -0.154
-0.201
-0.25
-0.30 T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000

Pulse

Abb. 47: Licht-Dunkeladaption und ihr Einfluss auf die optische Datenspeicherung in BR-Schichten.
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4.4.5 Das mathematische Modell zur Beschreibung der Polarisationsinderungen

In den vorherigen Kapiteln sind die Anderungen der Polarisation beim Beschreiben mittels
Pulslasers vorgestellt worden. Die Polarisationsdatenspeicherung im BR-Film lédsst sich
mathematisch durch den Polarisationszustand des Lichts beim Durchlaufen eines optisch
anisotropen Mediums beschreiben. Grundlage dafiir ist die Betrachtung einer

monochromatischen Lichtwelle, die sich in z-Richtung ausbreitet, wie in Abb. 48 dargestellt

ist. Der elektrische Vektor E der Welle liegt somit in der x,y-Ebene und wird mit

E(F.r) = onx cos(k-r—ax+9,)

yE,, Cos(k-?—a)t+5y)

(23)

beschrieben. Die im einfithrenden Kapitel 2.2 vorgestellten idealen optischen Bauteile konnen
die Polarisationsdnderung von Licht bei nicht absorbierenden Medien dndern. Thre Wirkung
auf den Polarisationszustand eines Lichtstrahls kann durch Transmissionsmatrizen
beschrieben werden. Im Rahmen dieser Arbeit werden die bereits bekannten Miiller-Matrizen
der optischen Bauteile so modifiziert, dass sie die Anisotropiednderungen eines Films fiir

zunehmende Bestrahlung darstellen.

y-Ebene

vertikal polarisiertes Licht ISOtI’Op

x-Ebene
horizontal

d

Messlicht

zunhehmend
elliptisch
verzerrt

b

C

Abb. 48: Lage des Bezugssystems und Veridnderungen durch das anisotrope Bleichen des BR-Films.
Anderungen des Messlichts nach Durchlaufen eines BR-Films. Ein (a) unbestrahlter Film ergibt isotropes

Verhalten, (b) und (c) bestrahlter Film ergeben zunehmend elliptisch verzerrtes Ausleselicht.
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4.4.5.1 Aligemeine Grundlagen und Voraussetzungen zur Erstellung eines Modells

Um die Eigenschaften des Mediums (BR-Film und Trégersubstrat) durch eine Miiller-Matrix
zu beschreiben, werden folgende Annahmen und Voraussetzungen zur Modellbeschreibung
getroffen:

1. Apparative Annahmen

e Aufgrund des senkrechten Einfallswinkels des Schreib- als auch des Messlichtes auf
den BR-Film wird nach der Fresnel-Gleichung ein Minimum des Reflexionsgrades
und ein Maximum des Transmissionsgrades erreicht.™ So kann die Brechung bei

senkrechtem Einfall des Messlichts auf die Probe vernachlissigt werden.

¢ Die Absorption des Messlasers (He-Ne) kann vernachléssigt werden, da dieser fiir die

Polarisationsdetektion durch Normierung der Stokes-Vektoren entfillt.

2. Filmbezogene Annahmen

e Das Substrat, auf dem der BR-Film aufgebracht ist, ist optisch isotrop und absorbiert

nicht.

e Vor dem Belaserungsvorgang ist der BR-Film isotrop aufgrund der zufillig
angeordneten BR-Molekiile im Film. Da die BR-Molekiile in einer Polymermatrix

gebunden sind, wird eine Diffusion und Rotation der BR-Molekiile vernachldssigt.

¢ Die Intensititen fiir den Schreibprozess folgen Malus-dhnlichen Funktion, wie bereits

Yang beschrieben hat.

4.4.5.2 Grengfiille

Zundchst werden die Grenzfille vor dem Beschreiben, das Beschreiben mit zirkular

polarisiertem Licht und das Beschreiben mit zu hohen Intensitéiten vorgestellt.

Unbeschriebener BR-Film, verschiedene ODs

Im Falle der Lichtabschwichung durch den purpurnen BR-Film vor dem Bleichen gilt das
Modell des isotropen Absorbers. Dieser muss mit den Stokes-Vektoren fiir das einfallende

Messlicht multipliziert werden. Wird der Skalar separiert, gilt:
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1 00O
I1/0 1 0 0
Munbeschrieben Y (24)
I,;J0O 0 1 O
0 0 01
Dieser Vorfaktor ist von der OD des BR-Films vor dem Bleichen abhingig. Mit Lambert-

Beer ergibt sich fiir IL =107".
0

Verbrannter Film:

Sind die gewdhlten Schreibbedingungen so energiereich, dass es zur Verbrennung oder
Verkohlung des BR-Films kommt, ist das Modell eines Depolarisator anzuwenden:

0 0O

M =

Depolarisator

(25)

o O O =

a O
0 b
00

o O O

In einem realen System werden in der Diagonalen verschiedene Stéirken fiir a, b und ¢

erwartet. Im Falle einer vollstdndigen Depolarisation ist a=b=c=0.

Bleichen mit ideal zirkular polarisiertem Licht:

Mit zunehmender Bestrahlung wird sich im Fall von zirkular polarisiertem Licht die OD in

alle Raumrichtungen gleichermaBlen verringern. Somit steigt die Intensitédt des transmittierten
Lichts gegeniiber dem Anfangswert. Aus 10~°” wird fiir einen Bleichschritt bis zur ODg also

der Faktor 107'°?°"%eingefiihrt. Der Skalar ist separierbar und es ergibt sich isotropes

Verhalten.

(26)

0
_ [{n-(0D,-0D,)
M zirkular beschrieben — 10 O

S o = O
S = O O
- o O O
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4.4.5.3 Das Modell zur Beschreibung des Schreib- und Lesevorganges

Bleichen mit linear polarisiertem Licht:

Nachdem die Grenzfille des isotropen Beschreibens bekannt sind, wird ein System
vorgestellt, das die Parameter beim Beschreiben mit linear polarisiertem Licht beriicksichtigt.

0~ (OPA=0D;

Dazu muss der Ausdruck 1 ). der fiir zirkular polarisiertes Licht eingefiihrt wurde,

—(OD,—(z-:OD, . .
1079 ergetzt werden. Dadurch  wird  die

durch einen neuen Ausdruck,
unterschiedliche Absorption entlang der x- und y-Achse beriicksichtigt. Dabei ist 1 die
infinitesimale Schicht im Modell und z die Anzahl der vollstindig umgewandelten Schichten.

Fiir einen vollstindig horizontal geblichenen Film, entlang der x-Achse, ist i = z. Wird der

BR-Film als dichroitischer Polarisator aufgefasst, schwicht er das Licht, dessen E -Vektor
senkrecht zu der Transmissionsachse schwingt. Yang hat gezeigt, dass die Photokonversions-
wahrscheinlichkeit proportional zum cos’ des Winkels ist, der zwischen dem linear
polarisierten Laserstrahl und dem Chromophor liegt. Fiir eine vollstindig horizontal
beschriebene infinitesimale diinne Schicht, in der keine BR-Molekiile hintereinander

vorliegen, ergibt sich der photochemisch umgewandelte Anteil als OD durch den Ausdruck:

D
oD =%P4 o5t g 27)

X,i .

l

Somit kann fiir einen beliebigen optisch dichten Film die Matrix Mop.abnanme aufgestellt

werden:
(100 0
R Jig o=t 0 10 0 o
e 0010
0 0 01

In Abb. 49 ist diese Veridnderung der Absorptionseigenschaften in Abhéngigkeit des Winkels
dargestellt. Die zunichst isotrope Absorption des Films #ndert sich mit zunehmender
Bestrahlung und wird richtungsabhédngig. Zudem weist der umgewandelte Teil an BR-

Molekiilen einen niedrigeren Brechungsindex als die unbeschriebenen BR-Molekiile auf.
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90 Simulation des
a 1,01 b1’0- 120 60 Bleichvorgangs
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Abb. 49: Anderungen der Absorptionseigenschaften durch Beschreiben mit linear polarisiertem Licht als cos'®-

Funktion, (a) als Liniendiagramm und (b) als Polardiagramm.

Im Folgenden werden zwei Richtungen des Dipolmoments des BR-Molekiils beziiglich der
Polarisationsrichtung betrachtet. Zum einen die 0°-Richtung, in der das Dipolmoment der BR-
Molekiile entlang der x-Achse liegt, zum anderen die 90°-Richtung, in der das Dipolmoment
der BR-Molekiile entlang der y-Achse liegt. Alle anderen Dipolmomente befinden sich
zwischen diesen Richtungen und konnen als Superpositionen beider Richtungen mit
unterschiedlichem Betragsvektor der Richtung berechnet werden. Daraus folgt, dass die BR-
Molekiile entlang der x-Achse bei zunehmender Schreibintensitit vermehrt in den Psgo-
Zustand gelangen als entlang der y-Achse. Somit steigt die Ausbreitungsgeschwindigkeit
entlang der x-Achse (cx) schneller als entlang der y-Achse (cy). In Abb. 50 ist der erwartete
Verlauf der Ausbreitungsgeschwindigkeiten fiir beide Achsen gezeigt. Die
Ausbreitungsgeschwindigkeiten entlang dieser optischen Achsen veridndern sich wihrend des
Beschreibens unterschiedlich stark, dadurch kommt es zur Phasenverschiebung. Sobald alle
BR-Molekiile in x-Richtung in den TPP-Zustand umgewandelt worden sind, ist aufgrund der
verringerten Absorption keine weitere Reaktion zu erwarten, c, wird konstant. Ist die
Schreibintensitdt zu hoch gewdhlt, bleichen einzelne BR-Molekiile in y-Richtung ebenfalls
aus (mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit). Das Maximum wird von cy wesentlich friither
erreicht als das von cy (ob dieses erreicht wird, hiingt von der Intensitit des Schreibprozesses
ab). Aufgrund des anisotropen Brechungsindex kommt es zur Verdnderung der Elliptizitit

beim Durchlaufen eines anisotrop beschriebenen BR-Films.

Je hoher die OD des Films, desto mehr Chromophore stehen zum Ausbleichen zur Verfiigung
und desto stidrker ist der Effekt der Phasendifferenzidnderung beim Beschreiben. Es liegt
Doppelbrechung vor, aufgrund des erzielbaren Brechungsindexunterschiedes zwischen ny und

Ny.
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Abb. 50: Verlauf der Ausbreitungsgeschwindigkeiten in x- und y-Richtung bei zunehmender Schreibintensitit.

In der simulierten Kurve (Abb. 50) ist der Umwandlungsgrad vom B- zum TPP-Zustand mit
zunehmender Schreibintensitit gezeigt, infolgedessen kommt es zu Anderung des
Brechungsindex und der Ausbreitungsgeschwindigkeit des Messlichts entlang der x- und y-
Achse. Die Grenzwerte auf der y-Achse der simulierten hyperbolischen Funktion sind O und
1. Diese wiirden keiner (= 0) und vollstindiger (= 1) Zustandsdnderung von B nach TPP
entsprechen. Fiir die Phasendifferenz ergibt sich ein Maximum in Abhéngigkeit der Intensitit,

der OD und Schichtdicke des Films.

s(op,d, 1) 29)

Im Modell wird die Dicke d als konstant gesetzt, da die gerakelten Filme mit einer konstanten
Schichtdicke erzeugt worden sind. Aus der graphischen Interpolation fiir eine feste OD=1,74

ergibt sich z.B. eine von der Pulszahl z abhingige Funktion der Form:

Z

8,0 =21 e(mJ ~21 (30)

Fir die Abnahme der OD ergibt sich somit bei z-facher-Belaserung die Miiller-Matrix

Mob abnanme- Dabei ist 1 die Pulszahl, bei der das Maximum an erzeugter Phasenverzogerung

auftritt.
( 1 0 0O
\/ ~00,~z %250y [0 1 0 0
MOD Abnahme — 10 l 0O 01 O (31)
0 0 0 1

Aufgrund der Ergebnisse aus den vorherigen Unterkapiteln wird der BR-Film als beliebig

regulierbarer Phasenverzogerer aufgefasst. Da der BR-Film nicht selbst gedreht wird, ist nur
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die Phasendifferenz zu beriicksichtigen. Es ergibt sich die Verzogerungsmatrix fiir einen BR-

Film des Typs:
1 0
0 sin’ (gj +cos’ (gj
M Verzigerung — (5 (S ‘ (32)
0 0 —sin (Ej+cos (Ej sin(J)
0 0 sin(J) cos(5)

Die Gesamtmatrix fiir einen BR-Film besteht folglich aus zwei Komponenten einerseits zur
Beriicksichtigung der Absorptionsidnderung und andererseits der Phasendnderung. Somit

enthilt die Miiller-Matrix Mpg folgende Matrixelemente:

MBR = MOD AhnahmeMVerz{'igerung (33)
\/ —(ODA—(z-OPA cos? f)

M, =VI10 !

1 0 0 O ! 0

010 0 0 sinz(gj + cosz(gj

00 1.0/ 0 —sin® o +cos’ ° sin(J)

2 2
0 0 0 1 ‘
0 0 sin(J) cos(d)

Die hier vorgestellte Modellvorstellung ermoglicht eine Aussage iiber die Phasenverzogerung
der Lichtwelle beim Durchlaufen einer photoinduzierten Bleichung zu beschreiben. Durch
Vergleich der erhaltenen Messdaten mit Simulationen verschiedener Matrizen kann das
Modell {iiberpriift werden. Fiir Filme, bei denen die OD und die Schreibparameter
vergleichbar sind, kann so eine Abschidtzung getroffen werden, welche Phaseninderung

erwartet werden kann.
In allgemeiner Form kann das Auslesen in Transmission wie folgt beschrieben werden:

STransmimion = MBR -M -S ein (34)

Polarisator

Fiir ein Auslesen in Reflexion muss eine weitere Matrix fiir den Spiegel eingefiihrt werden

1 0 0 O
01 0 O

MSpiegel = O O _1 0 (35)
00 0 -1



Ergebnisse und Diskussion 77

und die BR-Matrix ein zweites Mal durchlaufen werden:

SReﬂexion = MBR -M MBR - Sein (36)

Spiegel ’

5
Um das Auslesen bei verschiedenen Polarisationen zu betrachten, wird als S...-Vektor, z.B.
eine unpolarisierte Lichtquelle eingesetzt und diese mit einem frei drehbaren Polarisator

moduliert. Die allgemeine Miiller-Matrix eines idealen Polarisators ist:

1 cos(26) sin(26)
1| cos(26) cos’(26) cos(26)sin(26)
Potarisaior =9 1 sin(20)  cos(26)sin(26) sin®(26)
0 0 0

M (37)

S O O O

Fiir das Auslesen zweier orthogonal zueinander gespeicherten Polarisationsdaten mit einem
Polarisator ergibt sich der in Abb. 51 dargestellte Verlauf der Absorption unter verschiedenen
Polarisationswinkeln. Die durchgezogene Linie zeigt das Absorptionsverhalten der beiden
Informationen an. Die gestrichelte Kurve zeigt das Absorptionsverhalten einer Information
alleine. Soll die Unterscheidung der Daten mit einem Polfilter erfolgen, darf der Film nicht
vollstindig ausgeblichen werden. Der Kontrast fiir den Beobachter zwischen den
Informationen ist schwach. Durch verwenden eines zweiten Polfilters als Analysator (in
orthogonaler Stellung zum ersten Polarisator) konnen die gespeicherten Polarisationsdaten

sehr gut erkannt werden.

a 1,04

Absorption
o
»
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——0 Pulse
—75J

0,2+ —154J —— 1000 Pulse
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Polarisationswinkel 6/ ° Polarisationswinkel 6/ °

Abb. 51: (a) Anderung der Absorption beim Auslesen eines BR-Datenspeichers mittels einem
Polarisationsfilters unter Beriicksichtigung der Absorptionseigenschaften des BR-Films und der
Phasenverzogerung bei einer Information. (b) Vergleich der Absorption bei zwei gespeicherten Informationen

und Auslesen mit einem Polfilter.
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Um das Auslesen des Polarisationsdatenspeichers mit dem hier beschriebenen Messaufbau
und der aufgestellten Miiller-Matrix fiir BR zu iiberpriifen, wird die Ausgangspolarisation des

He-Ne-Lasers (-45°) eingesetzt:

1

- 0

S ein(—45%) = ! (38)
0

Dieser kann durch die A/2 -Platte in beliebige Polarisationen gedreht werden. Dazu muss
eine Miiller-Matrix fiir eine A/2 -Platte (6 winkelabhingig) angewendet werden. Dabei ist

die Phasendifferenz der Verzdgerungsplatte gleich 7.

1 0 0 0
0 cos(46)sin’ (éj +cos’ (éj sin(46)sin* (éj sin(28)sin*(9)
2 2 2 (39)
M, = F) S F)
0 sin(46)sin* (Ej — cos(46)sin’ (Ej +cos’ (Ej — cos(26)sin(J)
0 —sin(20)sin(5) cos(26)sin(J) cos(d)
Somit vereinfacht sich die allgemeine Matrize einer A/2 -Verzogerungsplatte auf:
1 0 0 0
0 40) —sin(46) O
_ c?s( ) sin(460) (40)
A 0 sin(46) cos(468) O
0 0 0 -1
Die Polarisationsrichtung, die auf den BR-Film trifft, ist:
Sein :Mﬂ,/z ’Sein(—45°) (41)

Infolgedessen werden fiir jeden Abfragewinkel der Polarisation die einzelnen Matrixelemente
berechnet und dann auf die Matrix des BR-Films angewandt. Mit der aufgestellten Miiller-
Matrix Mpgg aus Gleichung (37) und der empirisch ermittelnden Phasenverschiebung o kann
der Kurvenverlauf aller Stokes-Parameter fiir beliebige Bleichschritte berechnet werden. Die
Abb. 52 zeigt exemplarisch den Kurvenverlauf von experimentellen und berechneten Stokes-
Parametern. Die polarimetrisch erfassten Anderungen konnen mit dem hier vorgestellten
Modell gut beschrieben werden. Die leichten Verschiebungen im Kurvenverlauf zwischen
gemessenen und berechneten Daten konnen durch einen nicht exakt senkrecht stehenden BR-
Film beziiglich der Ausbreitungsrichtung des Messlichts bedingt sein und durch

Rundungsfehler bei der Berechnung.
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Abb. 52: (a) Vergleich der gemessenen Stokes-Parameter und die mit der Matrix Mp, simulierten Stokes-
Vektoren. Die S;-Anderungen konnen in guter Ubereinstimmung beschrieben werden. (b) Soleil-Babinet-
Kompensator mit schneller und langsamer Achse beruhend auf dem Verschieben von zwei keilférmigen Medien

mit unterschiedlichen Brechungsindices.

4.4.5.4 Vergleich des BR-Film-Modells mit einem optischen Bauteil, dem Soleil-Babinet-

Kompensator

Die erstellte mathematische Matrix ermoglicht es einen BR-Film als eine Art Soleil-Babinet-
Kompensator zu beschreiben. In Abb. 52 b ist eine Skizze eines Soleil-Babinet-Kompensator
abgebildet. Ein Soleil-Babinet-Kompensator (SBK) erzeugt elliptisch polarisiertes Licht,
dessen Phase kontinuierlich verdndert werden kann. Ein solcher Kompensator besteht aus
zwel doppelbrechenden Quarzkeilen, die zusammen eine planparallele Platte der Dicke d
bilden. Beim Durchlaufen der beiden Quarzkeile wird die vertikal linear polarisierte
Komponente des Lichts gegeniiber der horizontalen verzogert. Durch Verschieben der
Quarzkeile kann die Dicke d und somit die Verzogerung variiert werden.””* Der lineare

Zusammenhang ergibt sich wie folgt:
Ok :(ny -n)(d,—d)) (42)

Im Vergleich dazu wird eine Verzogerung beim BR-Film durch das Ausbleichen der x- bzw.
y-Richtung und der damit verbundenen Brechungsindexidnderung erzielt. Eine Erhohung der
Bestrahlungsenergie fiihrt zu einer Erhohung der Phasenverzogerung. Wird der BR-Film als
Kompensator betrachtet, kann dieser abhingig vom Umwandlungsgrad zwischen B- und P-
Zustand auf jede beliebige Phasenverschiebung zwischen —180° und 180° mittels der
verwendeten Schreibenergie in Form der Pulszahl und der Intensitét eingestellt werden, sofern
dies bei der zu Verfiigung stehenden OD moglich ist. Der Zusammenhang ist dabei nicht

linear wie beim Verschieben einer der Keile des SBK, sondern folgt wie bereits gezeigt einer
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exponentiellen Funktion. Zudem ist das Maximum der Phasenverschiebung durch die
Filmdicke und Anzahl der Chromophore (OD) bestimmt. Die Phasenverschiebung ist

proportional zu der eingestrahlten Energie im photochemischen Bereich.

In Abb. 53 sind zusammenfassend schematisch die Abhingigkeiten des Schreib- und
Lesevorgangs auf einen zunichst isotropen BR-Film in Hinblick auf Polarisation und
Absorption dargestellt. Das Bindeglied zwischen Schreib- und Lesevorgang stellt die
photoinduzierbare Phasendifferenz, durch den gednderten Brechungsindex dar. Diese wird
durch die Laserparameter beim Schreibvorgang im BR-Film ,.eingestellt und ist fiir die
Polarisationsidnderung des Lichts im Lesevorgang verantwortlich. Eine groB3e Phasendifferenz
kann nur bei hinreichend grofer OD des Films erreicht werden. Da eine polarimetrische
Untersuchung sehr aufwindig ist, wird in den meisten Fidllen mit einem
Polarisationsmikroskop die Qualitit des beschriebenen Films visuell beurteilt. Fiir die
weiteren Versuche werden die gewonnenen Erkenntnisse an Musterproben angewandt. Fiir
die Erzeugung von polarisationssensitiven Mustern ist eine homogene Verteilung und hohe
OD des BR-Films notig, damit der Kontrast beim Auslesen zum Unterscheiden der beiden

Informationen moéglichst hoch ist.

Schreiben
Laserparamter BR-Film-Eigenschaft
*Intensitat _ -OD
» Energie = Absorptionsquerschnitt

» Polarisation «~—* * Dicke

Eigenschaften Zustand Polarisation

Isotrop

B isotrop
0D, =0 D %I{-
d= konstant
Lese_n . +pp  Brechungsindexsprung —
+ Polarisation - Phasendifferenzd t
Sy
. > Elliptisch «%-
s!
V'

depolarisiert

Abb. 53: Veranschaulichte Darstellung des Schreibeinflusses und der dadurch verursachten Anderungen im BR-

Film die beim Auslesen zu Anderungen der Polarisation und Absorption fiihren.
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4.4.6 Untersuchung von Polarisationsdatenspeichern mit dem CD-Spektrometer

4.4.6.1 CD-Messungen an zirkular und linear polarisiert beschriebenen BR-Filmen

Der TPP-Prozess kann mit dem CD-Spektrometer an BR-Molekiilen als PM-Suspension,
fixiert als Film, und resolvatisiert untersucht werden. Wihrend fiir bestrahlte PM-
Suspensionen das biphasige CD-Signal im sichtbaren Teil des Spektrums abnimmt, dndert
sich im Film, also PM fixiert in einer Matrix, das CD-Signal in Abhiingigkeit der Polarisation
des Lasers, der zum Belichten der Probe verwendet wird. Dazu werden BR-Filme auf
Kiivettenfenster aus Quarzglas oder auf Triacetatfolie gerakelt und anschlieend mit einem
Pulslaser (532 nm) bestrahlt. Anschlieend werden die Substrate prizise im CD-Spektrometer
ausgerichtet und gemessen. Es ist festzustellen, dass die BR-Filme eine schwéicher
ausgepragte negative Bande als die BR-Molekiile in Suspension aufweisen. In Abhingigkeit
des Bleichungsgrad, hier als %-Angabe relativ zur Anfangs-OD, ergeben sich die in Abb. 54
gezeigten CD-Spektren. Es kann kein Unterschied fiir rechts- und linkszirkular beschriebene
Filme festgestellt werden. Die Intensitit der positiven CD-Bande nimmt mit zunehmendem
Bleichungsgrad ab. Ein zirkular bestrahlter Film verhilt sich insofern genauso wie die in Kap.

4.2.2 gezeigten Beobachtungen an PM-Suspensionen.

q 30 30
254 linkszirkular 254 rechtszirkular
204 beschrieben 204 beschrieben
151 ]
o 104 h
© 51 2 ]
E o g 0
a -10. OD(570 nm) A 10l OD(570 nm)
© 1g — 100% 8 1g oo
——95% =197 —95%
-20 —36% -201 —38%
-25.] —23% -25] —20%
-30 T T T T -30 T T T T
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800

Wellenlange / nm
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Abb. 54: Die zirkular permanent geblichenen Filme zeigen nur eine Abnahme der Bande im sichtbaren Teil des

Spektrums.



Ergebnisse und Diskussion 82

60—
linear 60° OD(570 nm)
50 peschrieben ——100%
] ——89%
40 —80%
30 —42%

CD / mdeg
o

300 400 500 600 700 800
Wellenléange / nm

Abb. 55: Fiir einen linear polarisiert geblichenen Film steigt das CD-Signal zunéchst an und sinkt dann wieder

unterhalb des Anfangs-CD-Signals.

Anders sieht es hingegen fiir einen linear polarisiert geschriebenen Film aus. Das CD-Signal
ist dann sehr empfindlich gegeniiber der Polarisationsrichtung des Schreibens und der
Rotation der Probe. In Abhingigkeit der Bestrahlungsintensitit kommt es bei linear
polarisiertem Licht zunéchst zu einer Zunahme der Elliptizitit (sieche Abb. 55) und nach dem
Durchlaufen eines Maximums wieder zu einer Abnahme. Dieses ist auf das selektive
Ausbleichen einzelner BR-Trimere zuriickzufiihren. Nur die parallel zum Schreibstrahl
liegenden BR-Trimere werden angeregt und weisen ein gedndertes CD-Signal auf. Somit
kommt es beim Ausbleichen des ersten Trimers zu einer CD-Signal Verstiarkung. Mit hoherer
Intensitit bestrahlte BR-Filme folgen wieder dem bei Suspensionen gezeigten Verlauf, da nun

mehrere Trimere gleichzeitig ausgeblichen werden kénnen.

In Abb. 56 ist zum besseren Verstidndnis ein Schema fiir beliebig viele PM-Ausrichtungen
dargestellt. Vereinfacht présentiert ein BR-Trimer eine Vielzahl an BR-Molekiilen innerhalb
einer PM, da diese periodisch als hexagonaler 2D-Kristall angeordnet sind. Im Film sind diese
PMs zunichst gleichméBig verteilt. Durch den TPP-Prozess werden bei linear polarisiertem
Licht selektiv BR-Molekiile im Film ausgeblichen, die parallel dazu orientiert sind. Im Falle
von zirkular polarisiertem Licht gibt es diese Selektivitit nicht, ebenso geht die Selektivitit
beim Bestrahlen mit polarisierten Licht in geriihrten Suspensionen verloren. Da sich die PMs
in wissriger Suspension durchmischen und rotieren, werden innerhalb einer PM verschiedene
BR-Molekiile ausbleichen. Infolgedessen ist das detektierte CD-Signal einer Losung die
Summe vieler unterschiedlich ausgeblichener PMs. Auch das Ausbleichen zweier BR-
Molekiile innerhalb eines Trimers ist in Losung trotz linear polarisiertem Licht

wahrscheinlicher als bei im Film fixierten.
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Abb. 56: Schematische Darstellung des Bestrahlens von BR in Filmen und in Suspension. Im Mittel sind

sowohl beim zirkular bestrahlten BR-Film als auch beim linear polarisierten Bleichen in Suspension gleich

viele BR-Molekiile in allen Raumrichtungen photochemisch umgewandelt worden.

Eine Beurteilung der CD-Spektren im UV-Bereich ist aufgrund der hohen OD der Filme nicht
direkt moglich. Des Weiteren absorbiert das verwendete Substrat, die Triacetatfolie, im UV-
Bereich. Werden die fixierten BR-Molekiile mit Wasser aus der Filmmatrix resuspendiert,
kann durch mehrfaches abzentrifugieren der Gelatine (beginnend bei 3000 rpm fiir 10 min,
Uberstand verwerfen, resuspendieren und erneut abzentrifugieren bis 10.000 rpm), das BR
soweit wieder aufgereinigt werden, dass eine Aufnahme eines CD-Spektrums im UV-Bereich
moglich ist. Dieses unterscheidet sich qualitativ nicht von den fiir bestrahlte Suspension
gezeigten CD-Spektren aus Kap. 4.2.2. Somit kann davon ausgegangen werden, dass im Film

die gleichen photochemischen Prozesse wie in PM-Suspension auftreten.
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4.5 Der optische Datentriger

4.5.1 Lichtinduzierte Anderung am Substrat und der BR-Schicht

In diesem Kapitel geht es zum einen um die Erzeugung eines optischen Datentriagers mit BR
als low density data storage und zum anderen als high density data storage. Dazu werden
zunichst die Anforderungen an das Substrat diskutiert, auf dem das BR aufgetragen bzw. mit
dem BR beschichtet wird. Diese sind in Tab. 8 zusammengefasst. Mittels Laser konnen auf
dem Substrat Markierungen vorgenommen werden, diese geschehen durch Verkohlung oder
Verbrennung des Substrats, Bleichen von Farbbestandteilen im Substrat oder Laserablation,
z.B. im Fall von Metallen. Fiir die Anwendung als Datenspeicher darf das Substrat keine
Wechselwirkung mit dem Schreiblaserlicht eingehen. Soll das Substrat fiir die Anwendung als
Polarisationsdatenspeicher eingesetzt werden, muss es zudem optisch isotrop sein. Im Falle
des Auslesens in Reflexion miissen zudem der Erhalt der Polarisation und eine geniigend

hohe Reflexion des Substrats gewéhrleistet werden.

Tab. 8: Substratanforderungen fiir verschiedene Anwendungen.

Anwendung als Markierung Datenspeicher  Polarisations- Polarisations-
(nur Bleichen) datenspeicher datenspeicher

zum Auslesen in  zum Auslesen

Substrat-Eigenschaft Transmission in Reflexion
Reaktivitit des Substrats bei Ja (Entfirben, Nein Nein Nein
Absorption des Laserlichts Verbrennen,

Schmelzen)
BR-Vertraglichkeit Nein Ja Ja Ja
Transparent Egal Egal Ja Nein
Optisch Isotrop Nein Nein Ja Ja
Reflektierend Egal Egal Nein Ja

Es sind verschiedene Foliensubstrate auf ihre Wechselwirkung mit dem Pulslaser getestet
worden. In Abb. 57 ist exemplarisch eine Lasermarkierung auf einem Substrat gezeigt, das fiir
die optische Polarisationsdatenspeicherung ungeeignet ist, weil es zur Substratbeschadigung

kommit.
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Abb. 57: (a) Laserleistungsabhingiges Beschreiben eines Foliensubstrates. (b) Selektives Beschreiben von

BR ohne Substratbeschidigung.

4.5.2 Polarimetrische Untersuchung von Substraten

Polarisationserhaltende ~ Eigenschaften der Substrate werden vor und nach der
Laserbeschreibung qualitativ mittels Lichtmikroskop und quantitativ mittels Polarimeter
(sieche Abb. 58) untersucht. Nur Substrate, die vor und nach der Laserbeschriftung
polarisationserhaltend  sind, eignen sich als Substrat fiir einen optischen

Polarisationsdatenspeicher.

a b

Laser Polarimeter

Laser Substrat Polarimeter

Substrat

Abb. 58: Aufbau zur Untersuchung der Polarisationserhaltung von Substraten (a) in Transmission und (b) in

Reflexion.

Selbst wenn diese Bedingung nicht erfiillt ist, kann das Substrat noch als bleichbarer BR-
Datentrdger, allerdings ohne den Effekt der Polarisationsdatenspeicherung, verwendet

werden.

4.5.2.1 Transparente Substrate

Viele der industriell erhéltlichen Foliensubstrate (PMMA, PET, PP) sind nicht optisch isotrop,

da sie aus Polymerblocken gewalzt worden sind (kalandriert), extrudiert oder als Folien
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geblasen werden. So vertrdgt z.B. Polyethylen (PE) zwar die fiir das Bleichen von BR
benotigte Energie, ist aber nicht isotrop und somit nicht als Substrat geeignet. Von den
untersuchten transparenten Substraten zeigen Glas, gegossenes Polycarbonat (PC) und die
Triacetatfolie polarisationserhaltende Eigenschaften vor und nach der Laserbeschreibung.

Diese werden fiir nachfolgende Experimente verwendet.

4.5.2.2 Reflektive Substrate

Fiir das Auslesen in Reflexion werden reflektive Schichten untersucht. Dabei darf es nicht zur
Depolarisation kommen. Auch weil} beschichtete Foliensubstrate und Papiersubstrate eignen
sich prinzipiell zur Anwendung als Datenspeicher, sofern es um das selektive Bleichen geht.
Allerdings geht die an weill bedruckten Polyethylenterephthalat (PET)-Substrate beobachtete
teilweise polarisationserhaltende Reflexion beim Lasern verloren. Die Laserbeschreibung
fiihrt zu einer starken Depolarisation und Abnahme der Reflektivitdt, da bei den fiir das

Bleichen von BR benoétigten Energien das Substrat erste Farbverdnderungen aufweist.

Fiir die optische Polarisationsdatenspeicherung muss das Substrat das Leselicht
polarisationserhaltend reflektieren. Dies wird am besten durch einen hohen
Brechungsindexsprung zwischen BR und dem Substrat gewihrleistet. Bei den
polarisationserhaltenden reflektiven Schichten sind insbesondere die mit Metall (Au, Ag, Cr)
bedampften Substrate sehr gut geeignet. Etwas schlechtere aber dennoch akzeptable Resultate
werden mit selbstklebenden Spiegelfolien erzielt. Gerade im Hinblick auf die
Prozessierbarkeit in der Industrie bieten zuschneidbare und laminierbare Spiegelschichten von
der Rolle enorme Vorteile, da ein kontinuierlicher Prozess moglich ist. Im Gegensatz dazu ist
eine PVD-Beschichtung (mit Metallen im Vakuum oder HRI-Materialien (high reflektive

index)) duBerst aufwendig.

Bekannt ist, dass Metalle durch Einphotonenabsorption ablatiert werden konnen.®" Somit ist
das Auftragen einer metallischen Spiegelschicht ausschlieBlich fiir bereits gelaserte BR-
Proben geeignet. Ein nachtréagliches Manipulieren der im BR-Film gespeicherten Information
wiirde beim Beschreiben des BRs zum Ablatieren des Metalls und damit zur Beschadigung
des Datentrédgers fithren. Deshalb sind Substrate mit HRI-Materialen sehr interessant, bei
diesen ist ein nachtrigliches Beschreiben des BRs mdoglich, ohne das Substrat zu beschidigen.
Ein mit ZnS im PVD-Verfahren bedampfter BR-Film bleibt {iber Monate stabil und ist in
Reflexion auslesbar. Das Aufbringen der Reflexionsschicht nach dem Datenspeichern mittels

Laser erfolgt auf einer der drei Methoden:
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¢ Bedampfen mit dem gewiinschten Metall (z.B. Au, Ag, Cr) auf BR

e Zusammenkleben einer spiegelnden Fliche mit einem optisch transparenten Kleber

auf BR
¢ Laminieren mit selbstklebender Spiegelfolie auf BR

Neben der Substratabhéngigkeit ist auch zwischen der Beschichtungsart zu unterscheiden. Im
Druckverfahren (Flachsiebdruck oder Rotationssiebdruck) erzeugte BR-Drucke sind in ihrer
Giite durch den Maschenabstand des Siebes begrenzt. Dies fiihrt zur ortsaufgeldsten
Benetzung des Substrats und zur Inhomogenitit. Dementsprechend ist eine Datenspeicherung
durch die lichte Maschenweite im Siebdruck in ihrer Auflésung auf 40 um begrenzt.'*”! Eine

Alternative sind Gussverfahren mit denen grofle Flachen homogen beschichtet werden.

4.5.3 Auslesen von Polarisationsdaten

Fiir ein Auslesen in Transmission muss das Substrat transparent sein oder zumindest in dem
Bereich des Datenspeichers transparent sein. Das Auslesen der polarisationsabhingig
gespeicherten Informationen erfolgt mit polarisationsselektiven optischen Methoden. So kann
bereits durch die Verwendung zweier Polfilter und einer Lichtquelle, die weit unterhalb der
fiir die Speicherung verwendeten Intensitit liegt, das Auslesen in Transmission realisiert
werden. Somit wird linear polarisiertes Licht erhalten und die mittels photoinduzierter
Anisotropie beschriebenen BR-Filme konnen ausgelesen werden. Fiir eine qualitative
Beurteilung wird als Lichtquelle in der Regel Weillicht eingesetzt. In Kap 4.6.2 wird
insbesondere auf die Auswirkung von farbiger Beleuchtung eingegangen. Dabei hat sich
griines Licht experimentell als vorteilhaft zum Datenauslesen gezeigt. Wenn die Polarisation
des Ausleselichts parallel zu dem Winkel des zuvor auf die Probe einwirkenden
Schreibstrahls einer Information gewihlt wird, dann erscheint diese Information als heller
Bereich auf dem BR-Film. Wenn der Winkel senkrecht zu dem zuvor einwirkenden
Schreibstrahls gewdhlt wird, erscheint die beschriebene Fliche dunkel bldulich und weist
somit nur eine kleinere Absorptionsidnderung vom violetten Ursprungzustand auf. Fiir ein
Auslesen in Reflexion ist eine hohe Reflektanz des Hintergrundes wichtig. Ein Auslesen mit
Licht innerhalb der Absorptionsbande von BR ermdoglicht auch das Auslesen auf Substraten,
an denen die Polarisation am reflektierenden Substrat ganz oder teilweise verloren gegangen
ist (diffuse Reflexion). Dieses Verfahren ist duBlerst kontrastarm. Eine Verbesserung der

Reflexionseigenschaften des Substrats kann durch das Bedampfen der BR-
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Datenspeicherschicht mit einer Metallschicht erreicht werden. Neben der hoheren
Reflektivitit ist dabei auch eine Polarisationserhaltung gewéhrleistet. Dadurch ist der Kontrast
zwischen zwei unterschiedlich polarisiert geschriebenen Feldern unter polarisierter
Beleuchtung deutlich besser. Dieser Sachverhalt ist in Abb. 59 schematisch dargestellt. Die
Seitenansicht zeigt den Verlust der Intensitit des polarisierten Ausleselichts beim
Durchlaufen zweier polarisiert geschriebener Felder und anschlieBender Reflexion. Im oberen
Teil der Abb.59 wird durch diffuse Reflexion am Substrat des ID-Kartenkorper (z.B. weilles
streuendes Substrat) der Polarisationsgrad vermindert. Das resultierende Streulicht ist
gleichermallen auf alle Polarisationswinkel verteilt und wird beim zweiten Durchlaufen, durch
die BR-Schicht aufgrund der anisotropen Absorption des beschriebenen Feldes gefiltert.
Somit wiirde ein Beobachter das Feld, das parallel zum Ausleselicht beschrieben worden ist,
lediglich mit einen verminderten Kontrast vom senkrecht geschriebenen Feld unterscheiden
konnen. Im unteren Teil der Abbildung ist der Strahlenverlauf der beiden Informationen an
einem hochreflektiven Substrat gezeigt. Hierbei tritt anstelle der diffusen Reflexion eine
polarisationserhaltende und gerichtete Reflexion auf. Diese erscheint wesentlich
kontrastreicher und wird in den folgenden Experimenten weiter untersucht und optimiert. Mit
zunehmender OD wird das Kontrastverhéltnis zwischen den beiden Informationen deutlicher.
Filme mit einer OD > 2 sind sehr gut fiir die Datenspeicherung geeignet. Filme mit einer
geringeren OD als 0,6 sind ungeeignet, um sie mit dem hier beschriebenen einfachen
Messsystem auszulesen. Fiir das getrennte Auslesen mehrerer Informationen ist es notwendig,
dass jeweils nur die gerade gewiinschte Information sichtbar wird, wihrend die anderen
Informationen sich von einer unbeschriebenen Stelle kaum unterscheiden. Fiir zwei

Informationen hat sich die Polarisationsrichtung beim Schreiben von 0° und 90° bewihrt.
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Abb. 59: Modell zur Erkldrung der Substratanforderung polarisationserhaltender Reflexion fiir eine optimierte

Lesbarkeit.

4.5.4 _low density*“-BR-Datenspeicher

Mit  dem  Begriff ,low-density“-BR-Datenspeicher  sind  optisch  auslesbare
Polarisationsdatenspeicher gemeint, die vergleichsweise geringe Datenmengen speichern. Bei
diesen Speichern spielen Streuzentren und geringe Inhomogenititen des BR-Auftrags, wie sie
bei einem BR-Siebdruck vorkommen eine geringe Rolle. Dieses ist durch die verhéltnismiBig
groBen Datenpixel im Bereich 25-30 um bei der Lasermarkierung bedingt. Das Auslesen
solcher Speicher ist mit Hilfe einer Polarisationsoptik fiir einen geschulten Nutzer bzw. mit

dem in Kap. 4.6 vorgestellten BR-Polarisationsdatenspeicher Auslesegerit moglich.

Gegossene Bakteriorhodopsin-Schichten auf optisch isotropen Materialien bieten die beste
optische Giite. Die mit BR beschichteten Triacetatfolien erwiesen sich fiir die

Polarisationsspeicherung als geeignet und werden in folgendem verwendet.

4.5.4.1 Erkenntnisse durch Infrarotthermografie

Mit Hilfe einer Infrarotthermografiekamera konnte die Temperaturentwicklung online fiir

verschiedene Schreibparameter untersucht werden. Die optimalen Parameter fiir die
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Polarisationsdatenspeicherung zeigen sich in einem maximalen Kontrast zwischen den
orthogonal zueinander polarisiert geschriebenen Feldern, bei einer maximalen Temperatur
unterhalb von 78 °C (BR macht einen reversiblen Phaseniibergang bei 75 °C). Felder, die
wihrend des Beschreibens hohere Temperaturen aufweisen, sind zwar im Transmissionsbild
transparenter, verlieren aber dafiir an Polarisationskontrast und erscheinen schlie3lich in der

Polarisationsmessung fiir zwei orthogonal zueinander geschriebene Felder gleich hell.

Transmissionsbild

Polarisationsmessung Infrarotbild

Abb. 60: Untersuchung von BR-Filmen mit der Infrarotkamera zeigen in Kombination mit den
Transmissions- und den Polarisationsmessungen die optimalen Schreibbedingungen fiir einen optischen

Polarisationsdatenspeicher mit BR an.

Die Abb. 60 zeigt die Aufnahme eines mit einem Kistchenmuster beschriebenen BR-Films.
Dabei sind die jeweils aneinanderhidngenden quadratischen geblichenen Flichen mit
demselben  Schreibparameter  (Energie pro Puls, Schreibgeschwindigkeit) mit
unterschiedlicher Polarisation (0° und 90°) geschrieben worden. Von links nach rechts sinkt
die Schreibgeschwindigkeit, somit steigt die eingebrachte Energie pro Fliche wihrend des
Schreibvorgangs. Von unten nach oben (4 Doppelreihen) steigt die Pulsenergie und somit
ebenfalls die Energie pro Fliache. Im Transmissionsbild steigt die Transparenz mit steigender
Energie bis das Substrat schlielich schmilzt und verbrennt (rechts oben). Diese Erwdrmung
der Probe wihrend des Schreibvorgangs mittels Lasers kann im Infrarotbild nachvollzogen
werden, dargestellt sind die lokal erreichten Maximaltemperaturen. In Abb. 61 sind die
Zunahme der Transparenz als Griinwert des Bildes dargestellt und die Zunahme der
Temperatur fiir verschiedene Pulsenerigen in Abhéngigkeit der Schreibgeschwindigkeit

aufgezeigt.
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Abb. 61: (a) Mit zunehmender Schreibintensitit (wahlweise durch niedrige Geschwindigkeiten des
Galvanoscanners oder durch hohere Pulsenergie des Lasers) wird die maximale Helligkeit des Griinkanals fiir

ein Probenfeld erreicht. (b) Gleichzeitig steigen die Temperaturen an.

Trotz der erhohten Transparenz ist nicht der beste Polarisationskontrast der geblichenen
Bereiche erreicht. Diese Information wird erst durch das Auswerten des Polarisationsbildes
erhalten. Dazu wird eines der orthogonal polarisierten Quadrate eines Schreibparametersatzes
mit Hilfe zweier gekreuzter Polfilter ausgeblendet. So ist zum Beispiel im Bereich von

0,20 W nur eine der Kistchenreihe zu erkennen.

In der oberen Doppelreihe (21 pJ/Puls) des Polarisationsmessungsbildes erscheint die untere
Reihe zunichst heller, spiter genauso hell wie die obere Reihe. Das bedeutet, dass der
Polarisationskontrast von links nach rechts immer schlechter wird. (Links fiir
Polarisationsspeicherung bedingt geeignet, rechts ungeeignet). In der zweiten Doppelreihe
(14 pJ/Puls) ist zunichst nur die untere Reihe zu erkennen. Dies bedeutet, dass zunichst die
eine Polarisation komplett ausgeblendet werden kann, wéhrend die andere gut sichtbar ist.
Zum Ende der Reihe (nach rechts) gleichen sich beide an. Der linke Teil dieser Reihe ist fiir
Polarisationsdatenspeicherung interessant, da er zeigt, dass die zweite Polarisation vollstindig
»ausgeblendet* werden kann. Noch deutlicher wird dies in der 3. Doppelreihe (7 uJ/Puls) hier
ist bis auf das letzte Késtchen das gelaserte Doppelpaar nicht zu erkennen. Um die Giite der
Polarisationsspeicherung ~ zu  bewerten, ist das  Verhidltnis des  Griinwerts
Polarisation1/Polarisation2 (untere Reihe/obere Reihe) ausgewertet worden. Umso grofer der
Quotient ist, desto mehr Polarisationskontrast weist die Probe auf. In Abb. 62 ist der Quotient

in Abhéngigkeit der Schreibgeschwindigkeit dargestellt.
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Abb. 62: Der Quotient des Griinwerts fiir zwei orthogonal zueinander polarisiert geschriebenen Feldern gibt
die besten Schreibbedingungen fiir einen Film an. Je nach Pulsenergie liegt das Maximum bei verschiedenen
Schreibgeschwindigkeiten.

Wihrend mit einer Pulsenergie von 3,5 ulJ selbst bei niedrigen Geschwindigkeiten nicht alle
BR-Molekiile parallel zur Polarisationsrichtung des Lasers ausbleichen, wird mit einer
Pulsenergie von 7 pJ bereits ein Maximum bei ca. 300 mm/s erreicht. Bei weiterer Erhohung
der Pulsenergie muss die Schreibgeschwindigkeit weiter erhoht werden, damit die auf den
Film treffende Intensitdt nicht dazu fiihrt, dass auch BR-Molekiile, die nicht parallel zur
Polarisationsrichtung des Schreiblasers liegen, angeregt werden und folglich beim Auslesen
zu einem niedrigeren Wert des Quotienten des Griinwerts fithren. Das hier ermittelte
Optimum fiir einen Film (OD = 2) liegt bei 900 mm/s und einer Pulsenergie von 14 pJ. Damit
sind gute bis sehr gute Schreibbedingungen fiir die Polarisationsdatenspeicherung gefunden.
Mit den optimierten Schreibparametern lassen sich dann, wie in Abb. 63 zu erkennen, zwei
Informationen auf einer Stelle mit verschiedenen Polarisationen speichern. Fiir das Auslesen

in Transmission ist keine Beeintrachtigung durch das Substrat festzustellen.

Abb. 63: Optische Datenspeicherung von zwei Informationen auf einer Stelle (links) Information A, (rechts)
Information B in (a) ist das Leselicht parallel zu Information A in (b) senkrecht dazu. Somit erscheint die

jeweils komplementir gespeicherte Information.

4.5.4.2 Polarisationserhaltung

Weil die polarisationsselektiv in Bakteriorhodopsin gespeicherten Daten spiter auch in
Reflexion ausgelesen werden sollen, ist es erforderlich, dass die verwendeten Substrate

eingestrahltes Licht polarisationserhaltend reflektieren.
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Eine ausreichende Reflektanz, die fiir das Auslesen der Polarisationsdaten in Reflexion notig
ist, kann nur mit dielektrischen Schichten (z.B. ZnS) oder nachtriglich aufgedampften
metallischen Schichten (z.B. Silber, Gold, Chrom) bzw. Spiegelfolien (CA23, SK13102,
SK13103, Fa. Aslan) erreicht werden. Es konnte gezeigt werden, dass mit dielektrischen
Schichten ein Beschreiben des BRs moglich ist, ohne die Reflexionseigenschaften zu
zerstoren. Mit Hilfe einer Spiegelfolie (Silberspiegel, Goldspiegel) konnen Proben erhalten
werden, die mittels polarisierten Lichts in Reflexion auslesbar sind. Ein solcher
Polarisationsdatenspeicherstreifen kann in ID-Cards oder Ausweisdokumenten eingebettet
werden. Die Abb. 64 zeigt das Auslesen eines mit Goldspiegel versehenen
Polarisationsdatenspeichers. In Tab. 9 ist der Kartenaufbau unter Beriicksichtigung des
Reflexionsauslesens von Polarisationsdaten dargestellt. In der letzten Spalte sind die fiir

Kartenprototypen verwendeten Materialien aufgefiihrt.

Tab. 9: Substratanforderungen und verwendetes Material, das die Anforderung erfiillt.

Substratanforderung ~ Absorption  Reflexion Polarisation verwendetes Material
1. Grenzfldche Soll: 0% / Ist 4 %

Deckfolie Soll: 0% nicht beeinflussend  Triacetatfolie

2. Grenzfldche Soll: 0% / Ist 4 %

Spiegelschicht Soll: 0% Erhaltend HRI-Material/ Metall

4. Grenzflache

Hintergrund

a b

Lichtquelle Kamera I
Polarisator Analysator

& ®

=
i

Abb. 64: Mit Hilfe von polarisierten Licht auslesbare Daten in einem BR-Polarisations-Reflexionsspeicher,
bestehend aus einem BR-Guss auf Triacetat und einer Spiegelschicht aus Gold. In (a) ist die Skizze des

Aufbaus dargestellt. In (b) ist das Leselicht parallel zu Information A, in (c) ist es senkrecht dazu und es

erscheint die zweite Information B.
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4.5.5 , high density“-BR-Datenspeicher

Mit den bisher erzielten Erkenntnissen kann ein ,,high density“-BR-Datenspeicher entwickelt
werden. Unter dem Begriff ,high-density“-Speicher wird das enorme Potential eines BR-
Polarisations-Datenspeichers verstanden, der eine hohe Datendichte aufweist. In diesem
Bereich werden erste Modellsysteme entwickelt.

Das bisher mit zwei Informationen dargestellte Entschliisselungsverfahren ist auf beliebige
Datensidtze erweiterbar. Ein BR-Datentrdger wird in Abhéngigkeit der Polarisation der
Beleuchtung durch die optische Erfassung des entstehenden Lichtmusters ausgelesen. Eine
Manipulation der Daten durch Hinzufiigen weiterer Datenpunkte durch einen erneuten
Schreibvorgang wiirde bei Schichten, die eine Reflexionsschicht aus Metallen oder als Cover
eine nicht fiir die TPA geeignetes Substrat enthalten, sofort eine Beschddigung aufweisen und
damit unlesbar werden. BR-Schichten, die mit HRI-Materialien ausgestattet sind, z. B. DVDs,
konnen als Datentrdger nachtrdglich beschrieben werden und weisen durch die Moglichkeit
verschiedene Polarisationen zu speichern eine hohere Datendichte als konventionelle

Datentriager auf.

Die Information in optischen Datentrigern ist in Form von Bits (binary digit) gespeichert. Ein
Bit kann zum Beispiel den Wert 0 oder 1 annehmen, dieser wird durch zwei unterscheidbare
Zustinde des Datentridgers erzeugt. Werden acht solcher Bits zu einer Grundeinheit
zusammengefasst, ergibt sich ein Byte (1 Byte = 8 Bit). Ein solches Byte deckt 2°=256
unterscheidbare Kombinationen ab und kann z.B. als ein Buchstabe interpretiert werden. Bei
optischen Datentrigern, wie DVDs, werden die Daten in Form von Vertiefungen (Pits)
gespeichert. Gegeniiber einer normalen DVD, bei der durch Vertiefungen ein Bit nur die
Zustande O oder 1 darstellen kann, vermag eine BR-Datendisk die Informationen in
verschiedenen Polarisationsrichtungen zu speichern. Dieses erlaubt entsprechend der
eindeutig unterscheidbaren Polarisationsrichtungen eine Vielzahl an Speicherzustinden. Um
die Anzahl der moglichen Speicherzustinde eines BR-Polarisationsdatenspeichers mit einem
bindren Datenspeicher zu vergleichen, wird eine Auflosung von 1° angenommen. Damit
ergeben sich 180 mogliche Zustinde und somit fiir einen 2 Bit-BR-Polarisationsdatenspeicher
1807 = 32400 unterscheidbare Zustinde. Um diese mit einem biniren System abzubilden
miisste ein 15 Bit System mit 2'° = 32768 verschiedenen Zustiinden verwendet werden. Somit
ist prinzipiell das 7,5 fache an Kapazitit nutzbar. Selbst wenn nur ein Bruchteil des 2-Bit-BR-
Polarisationsdatenspeichers fiir z.B. ASCII-Zeichen verwendet werden wiirde, kann auf die
gleiche Fliche das 4-fache an Informationen gespeichert werden. Die Abb. 65 stellt das

Prinzip der Informationsdatenspeicherung dar.
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Informationsspeicherung im

Bindres System BR-Polarisationdatenspeicher
+ 1 Bit = 2 Zustande (0 oder 1) » 1 Bit = 180 Zustande (bei 1° -Schritten)
« 1 Byte = 8 Bit = 25= 256 « 1 Byte = 2 Bit = 1802= 32400
unterscheidbare Zustéande (reicht fur unterscheidbare Zustande

ASCII-Textzeichen, bestehend aus Grolk-/  «7 5-fache Kapazitat, wenn alle Zustande
Kleinbuchstaben, Zahlen, Sonderzeichen  zur Datenspeicherung verwendet werden
und Steuerzeichen) -4-fache Speicherkapazitat bei gleicher

+ 15 Bit-System = 32768 Zustande Flache (bei ASCII)

Beispiel: ASCIl-Datenspeichenung

Text aus Binare  Profilim
ASCll-Zeichen Abfolge Datentrager Polarisation
im BR-Datentréger

B otooo0i0 _J L T L 4
R oto1o01i0 _J LI 36°
- 00101101 L Ul B0°
D ofoooto0 _J L L 430
v 01010110 _[ ]| | .
D oto00100 —J L— L

6 Byte = 48 Bit bendtigt 6 Byte = 12 Bit bendtigt

Abb. 65: Vergleich der Informationsdatenspeicherung in einem klassischen optischen Datentriger, wie CD oder
DVD, mit einem BR-Polarisationsdatenspeicher. Ein klassisches 8-Bit System reicht aus, um 256 Zustinde zu
unterscheiden und ASCII-Datensiitze zu speichern.”® Im Falle des BR-Polarisationsdatenspeichers wiirde bereits
ein 2-Bit System ausreichen. Diese bietet 32400 unterscheidbare Zustinde an. Somit konnte man zusétzliche

Fehlerkorrekturen, Codes oder sogar ganze Worter speichern.

4.5.5.1 Fertigung von optischen BR-Datendisks

Zur Fertigung einer BR-Datendisk im handelsiiblichen DVD-Format wird eine gegossene BR-
Triacetatfolie  mittels CO,-Laser  geschnitten. Durch  Verkleben dieses BR-
Triacetatfolienzuschnitts direkt auf die HRI-Schicht eines DVD-Polycarbonatrohlings mit
EPOTEK 301 wird mit einem temperierbaren Laminierwalzwerk ein DVD-Rohling in
akzeptabler Qualitét erhalten. Die Abb. 66 zeigt den schematischen Aufbau der BR-Datendisk
sowie ein Foto der erzeugten BR-DVD. Des Weiteren werden BR-Mini-CDs ohne
Reflexionsschicht zum Lesen in Transmission in einem &dhnlichen Verfahren aus
Foliensubstraten erstellt. Bis zu einem Durchmesser von 80 mm lassen sich so optische

Datendisks mit BR verwirklichen, siche Abb. 66.
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Abb. 66: Optische Datendisks mit BR (a) Schematischer Aufbau der BR-DVD (b) Foto von einer realen BR-
DVD.

In einem anderen Verfahren wird die HRI-Schicht (Indium-Zinnoxidschicht) eines DVD-
Polycarbonatrohlings mit wissriger BR-Gelatine-Suspension beschichtet und getrocknet.
Dabei kommt es allerdings zu inhomogenen Schichtdicken. Die Beschichtung haftet
gegeniiber diversen Klimabedingungen (Temperatur 0-60 °C, unterschiedliche Luftfeuchtig-
keiten) iiber Monate sehr gut. Durch den Zweiphotonenprozess ist eine sehr prizise
Adressierung bei der Datenspeicherung moglich. Allerdings kann mit der verwendeten Optik
nur eine Auflosung von 25 pm erreicht werden. Dabei ldsst sich das BR ohne
Beeintriachtigung des Substrats auf der hergestellten DVD beschreiben. Erst bei sehr hohen
Energien pro Feld (40 J/cm?) wird die Reflexionsschicht ablatiert und das Substrat verbrennt.

Die Beschreibbarkeit dieser BR-CD-, BR-DVD-Modellsysteme, ist in Abb. 67 c gezeigt.

Makroskopisch kann auch hier die Polarisationsdatenspeicherung gezeigt werden.

d

Abb. 67: (a) Mini-BR-CD, Durchmesser 30 mm (Metallring 15 mm). (b) 80 mm grofle BR-CD.
(c) beschichtete BR-DVD mit bestrahlten Feldern unterschiedlicher Intensitit. Das Substrat ist fiir eine TPA-

Belichtung geeignet.
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Zum Auslesen eines solchen ,,high density*“-Speichers miissen die in Kap 4.4.4 festgestellten
Anderungen der Elliptizitit fiir einen beschriebenen Bereich mit einem Messlaser detektiert
werden. In Tab. 10 ist das Potential einer BR-Datendisk, deren Datenspeicherung auf
Polarisation basiert, gezeigt. Zum Vergleich sind die Daten einer kommerziell erhiltlichen
DVD und CD mit 12 cm Durchmesser aufgefiihrt. Durch den Einsatz der Polarisation wird
eine BR-DVD herkommliche DVDs um ein vielfaches an Speicherkapazitit iibertreffen.

Tab. 10: Vergleich der Anforderungen der kommerziell erhéltlichen optischen Datentragern nach ECMA-279

und dem Potential einer BR-Datendisk.®"

DVD CDh BR-CD /BR-DVD
Speicherkapazitit 1,4 4,7 GB Single Layer 640 — 700 MB >35 GB Single Layer

(bei gleicher Pixel-groBe
und 1° Winkelauflésung)

Linienabstand 0,74 um 1,60 um <0,74 uym
Pit (Lange x Breite) 0,40-0,44 x 0,32 pm 0,83 x 0,60 um 0,4 um
Laser 635-650 nm 780-790 nm 532 nm
Rotationsgeschwindigkeit 570-1600 rpm 200-500 rpm

Beschreibbarkeit einseitig / zweiseitig einseitig

Scheibendurchmesser 8cm/12cm 12 cm 8cm/12cm
Gewicht 6-9¢g/13-20¢g 14-18¢g
Brechungsindex des Polycarbonat Polycarbonat Polycarbonat
transparenten Substrats 1,55 +/- 0,1 1,55 +/- 0,1 1,55 +/- 0,1

4.5.6 Optimierung des Schreibens auf Datentrigern mit verschiedenen Lasersystemen

Fiir das Beschreiben eines ,,high-density*“-Speichers ist es wiinschenswert die optische Grofle
eines Informationspixels zu verkleinern und gleichzeitig einen hohen Probendurchsatz zu
ermOglichen. Fiir das Erzeugen von ortsaufgelosten kleinsten Strukturen kommt vor allem das
TriLite-System zum Einsatz. Das System besitzt gegeniiber dem Galvanoscanneraufbau den
Vorteil, dass es anstatt von runden etwa 30 um grof3en Bildpunkten selbst in einer Auflosung
von bis zu 1 um quadratische Bildpunkte erzeugt. In Abb. 68 ist die Vergroflerung eines BR-
Films mit quadratischen geblichenen Mustern gezeigt. Die Spotgrofe betrigt dabei 7x7 pm?.
Ein Nachteil des TriLite-Systems stellt allerdings die niedrige Pulsfrequenz dar, die zu einer
viel langeren Bearbeitungszeit fiihrt. Fiir die Mustererzeugung ist deswegen hauptsichlich das
Galvanoscannersystem zum Einsatz gekommen, das hohere Pulsfrequenzen erlaubt, aber
aufgrund der schlechteren Fokussierung nur Strukturen bis ca. 25 um zulisst. Dieses System

ist mit dem Vector-Laser bereits seit einigen Jahren in der Arbeitsgruppe etabliert. Durch den
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neuen Explorer XP kann die Schreibgeschwindigkeit und damit der Durchsatz der
Mustererzeugung erhoht werden. In Tab. 11 sind die Spezifikationen der einzelnen Systeme

im Vergleich aufgefiihrt.

Abb. 68: (a) Detailausschnitt aus einem Barcode geschrieben mit dem TriLite-System. Die einzelnen

Bildpunkte sind quadratisch mit einer Grofle von 7x7 pm?2.

Tab. 11: Vergleich der Laser-Systeme zum Bestrahlen von BR.

Infinity Explorer XP Vector TriLite-System
Wellenldnge (nm) 1064, 532 532 532 1064, 532, 355
Pulsfrequenz (Hz) 1-50 60-300 k 20-60 k 1-50
Pulslédnge (ns) 3 <7 @60 kHz 6 3-4

<22 @ 300 kHz

Pulsprofil Flat-Top GauBl GauBl quadratisch
Leistungsbereich (W) 250 mJ/Puls <5W 0,1-1W 10 nW-21 mW
besondere Eigenschaft FPS quadratische Blende
vorrangige Verwendung Bestrahlung ~ Mustererzeugung mit Mustererzeugung mit

in Losung Auflosung >30 um Auflosung >1 pm

FPS: First Puls Suppression

4.5.7 Verhalten von BR-Datenspeichern und BR-Schichten gegeniiber Umwelteinfliissen

Fir den Einsatz des BR-Datenspeichers miissen die moglichen Schiden durch
Umwelteinfliisse (z.B. Temperatur, mechanische Beanspruchung) betrachtet werden. Fiir die
Frage der Temperaturstabilitit gilt es mehrere Aspekte zu beachten. Die maximal erreichbare
Temperatur fiir einen BR-Datenspeicher auf wissriger Basis ist auf 100 °C limitiert, da die
Entstehung von Wasserdampf den Datenspeicher zerstoren wiirde. Des Weiteren ist der erste
Phaseniibergang von BR zu beachten, somit sind Temperaturen iiber 75 °C zu vermeiden.
Sofern die Lagertemperaturen nicht iiber der Temperatur des Phaseniibergangs von BR liegen,
ist nicht mit einer irreversiblen Verianderung des unbeschriebenen BRs zur rechnen. Lediglich

eine Rotfirbung des ungeblichenen BRs wie es von Neebe!’! beschrieben ist, wird beim
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Aufheizen eines BR-Datenspeichers beobachtet. Ein mit einem Polarisationsschachfeldmuster
gelaserter BR-Film ist iiber 3 Tage bei 60 °C beobachtet worden. Nach dem Abkiihlen des
BR-Films sind die Polarisationsdaten noch gut zu erkennen. Auch das kurzeitige Aufheizen
auf hohere Temperaturen (70-90 °C) fiir ca. 4 h ldsst immer noch eine Beurteilung der
verschiedenen Polarisationsinformationen zu, allerdings wird der Kontrast zwischen den
beiden Informationen deutlich schlechter. Dies ldsst sich zum einen auf die
Erweichungstemperatur des Gelatinefilms zuriickfithren, zum anderen auf den ersten
Phaseniibergang von BR. Temperaturen weit iiber dem Phaseniibergang von BR zerstoren die

gespeicherten Polarisationsinformationen.

Fiir die Langzeitdatenspeicherung in BR-Schichten kann z.B. die
Wasserdampfdurchlédssigkeit von Triacetatfolie ein Problem darstellen, da durch das
Ausdiffundieren von Wasser aus einem Kartensystem, die BR-Schicht sprode werden kann.
Celluloseacetat hat eine Wasserdampfdurchlidssigkeit von 50 g/d*m2.[83] Ebenso wiirde das
Eindiffundieren von LM-Molekiilen, wie z.B. Alkohol, das BR schidigen. Das Eindringen
und Diffundieren von amphoteren, kleinen Molekiilen muss unterbunden sein, um die
Langzeitstabilitidt des BR-Datenspeichers zu gewihrleisten. Um BR gegeniiber ethanolischen
Losungsmittel, wie sie im industriellen Bereich vorkommen, besser zu schiitzen, wurde
bereits an einer Verkapselung mit TEOS gearbeitet. Untersuchungen dazu finden sich bereits
in den Arbeiten von Schonafinger.®™ Durch eine solche Verkapselung des BRs wird die

Alkoholstabilitdt verbessert und kommt bereits fiir photochrome Schichten zum Einsatz.

Ein weiterer wichtiger Punkt im Alltagsgebrauch eines Datentrédgers ist seine mechanische
Stabilitidt. So stellt vor allem die hohe Kratzanfilligkeit der Triacetatfolie ein grof3es Problem
fiir die Langzeitverwendung eines BR-Datenspeichers dar. Als Schutzschicht vor Kratzern ist
bereits das auf dem Markt erhiltliche, 30 um dicke, biegsame D 263™ T Thin Glass (Fa.
Schott) getestet worden. Eine Alternative sind sogenannte Displayschutzfolien, wie sie fiir

Smartphones, etc. zum Einsatz kommen.

Bisher sind die Stabilititstests jeweils an einzelnen Komponenten gepriift worden. Fiir einen
komplexen Aufbau eines Datentrigers oder eines Kartensystems bestehend aus Deckfolie,
BR-Schicht, Substratfolie, Reflexionsschicht, Kartengrundkorper und Kleber ist ein solcher
Test bisher nicht durchgefiihrt worden. Ebenso ist zu beriicksichtigen, dass im alltéiglichen
Einsatz bzw. in der Natur nicht einzelne Beanspruchungen auf die BR-Probe einwirken,

sondern komplex miteinander kombiniert vorkommen.
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4.6 Entwicklung eines Auslesegerites fiir Polarisationsdatenspeicher

Die Entwicklung und Automatisierung von optischen Messsystemen ist fiir die Verbreitung
von technischen Speichermedien zwingend notwendig. Ein Beispiel dafiir ist, dass sich
optische Datenspeicher wie CDs, DVDs und Bluerays nur durch stetig verbesserte Schreib-
und Leselaufwerke auf dem Markt durchsetzen konnten. Um BR als neues Zukunft trichtiges
Produkt auf den Markt zu bringen, ist neben der visuellen Beurteilung von low-density BR-
Polarisationsdatenspeichern ein automatisches Auslesen der Polarisationsdaten wichtig. So
kann das entwickelte Auslesegerit zur Uberpriifung der in den BR-Film geschriebenen Daten
in einem Ausweisdokument verwendet werden. Die Kernkomponenten dieses Gerites sind
eine LED-Beleuchtung mit Diffuser, zwei bewegliche Polarisationsfilter und eine Kamera.
Die Software zum Datenauslesen ist mittels Labview 2009 (Fa. National Instruments),
geschrieben worden. Zunichst werden die Baugruppen des Polarisationsdatenauslesesystems,
deren Bedeutung und die grundlegende Technik betrachtet. Die Komponenten, die fiir die

Bildverarbeitung beriicksichtigt werden miissen, sind:

e der optische Polarisationsdatenspeicher als zu priifendes Objekt
e die Beleuchtung

e die Optik

e der Sensor

e der Auswertealgorithmus

e die Kommunikation mit dem Benutzer

4.6.1 Objekt

Das zu priifende Objekt wird mit dem in Kap. 3.2.3 gezeigten Schreibsystem erzeugt. Das
Objekt kennzeichnet sich durch einen ausreichenden Kontrast zwischen den zwei
gespeicherten Polarisationsdaten aus. Dariiber hinaus hat es eine definierte Strukturgréfie
(z.B. 15 x 15 mm Transmission bzw. 8 x 8 mm Reflexion). Der kleinste Informationspixel ist
>31 pum. Fiir ein gutes Signal-Rausch-Verhiltnis der gespeicherten Polarisationsinformation
zum Hintergrund ist im Moment noch eine hohe OD nétig. Problematisch sind Wolbungen
der Musterproben, deswegen miissen die Muster aufgeklebt sein, in Karten laminiert werden

oder zwischen Objekttridgern gelagert sein.
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4.6.2 Beleuchtung und Polarisation in Transmission

Die Beleuchtung ist fiir das Auslesen der gespeicherten Daten ausschlaggebend, da durch
gezielte Beleuchtung das relevante Messsignal verstiarkt wird und der maximal erreichbare
Kontrast der Information zum Hintergrund eine zuverldssige Signalprozessierung
gewdhrleistet. Ein zu geringer Kontrast, zum Beispiel durch unsaubere Polarisation oder
unscharfe Kanten der gelaserten Bereiche auf dem BR-Film konnen dazu fiihren, dass eine
Maschine das Merkmal nicht lesen kann, wihrend es fiir das menschliche Auge noch
erkennbar ist. Deshalb sind die Wellenldnge, die Intensitit, die Richtung und die Polarisation
des Lichtes zu kontrollieren und die Wechselwirkungen mit der Probe im Bezug auf

Brechung, Reflexion und Absorption zu optimieren.

Zunachst ist mittels einem Farbfiltersatz und einer Weillichtquelle die Lichtfarbe bestimmt
worden, die ein kontraststarkes Bild liefert. Griines Licht erweist sich als vorteilhaft. Abb. 69
zeigt den Einfluss von verschieden farbigen Beleuchtungen. Wihrend zum Beispiel mit
blauem und rotem Licht kaum ein Unterschied zwischen den Polarisationen des
Schachbrettmusters zu erkennen ist, kann mit griinem Licht die Polarisation sichtbar gemacht

werden.

weilk blau
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Abb. 69: Einfluss von farbigen Beleuchtungen fiir das Auslesen eines Polarisationsdatenspeicher mit BR.

Griin ist die Komplementirfarbe des purpurfarbenen BRs. So kann ein beschriebener Bereich,
durch die verminderte OD im griinen Messlicht erkannt werden. Ein Auslesen eines BR-
Polarisationsdatenspeichers ist aber auch bei anderen Farbwellenlingen moglich. Anstelle
einer Halogen-WeiBlichtquelle und entsprechendem Farbfilter wird fiir die Miniaturisierung
auf lichtstarke SMD-LEDs gesetzt (lichtemittierende Diode). Als Lichtquelle in den
entwickelten Datenlesegeriten werden SMD-LEDs (SMD-GOIN-GS, Fa. Sloan AG) mit
einem Emissionsmaximum bei 525 nm eingebaut und einer Lichtstirke von 460 mcd.
Nachdem die Lichtfarbe geklart ist, stellt sich die korrekte Beleuchtung einer Probe als
heikler Punkt bei der Entwicklung eines Auslesegerites dar. Fiir das Datenlesen eines

optischen Datenspeichers aus BR empfiehlt sich prinzipiell die Betrachtung der Datenpunkte
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mit einer Hintergrundbeleuchtung bzw. im Durchlicht. Mit dem Laser beschriebene Bereiche
erscheinen hell, unbeschriebene Bereiche sind dunkel. Das Auslesen von Daten, die unter
verschiedenen Polarisationen geschrieben worden sind, kann hier je nach Ausbleichungsgrad
der umliegenden Felder durch einen Polfilter erfolgen. Der Polfilter ist entweder im
Strahlengang zwischen Lichtquelle und BR-Datenspeicher oder zwischen BR-Datenspeicher
und Detektor angebracht. Dies ist eine kontrastarme Methode. Kontrastreicher ist das
Auslesen mit zwei Polfiltern, je einer zwischen Lichtquelle und Probe und einer zwischen
Probe und Detektor. Sind die Polarisationsdatenfelder sehr intensiv (hoher Bleichungsgrad)
beschrieben, empfiehlt es sich beide Polfilter zu verwenden. Durch die Verwendung von zwei
Polfiltern kann jeweils eine Information, getrennt von einer zweiten Information ausgelesen
werden, sieche Abb. 70. Deutlich ist der Ubergang der 1. gespeicherten Polarisation (eine Frau
im Streifenkleid) hin zu einem Datamatrixcode (2-dimensionaler Barcode) zu erkennen. Von
Bild zu Bild wird die Polarisation um 2° weiter gedreht. Die Helligkeit des Bildes dndert sich
je nachdem, welchen Bildbereich man betrachtet, wie folgt: Ein unbeschriebener Bereich hat
bei der gewéhlten Beleuchtung und fiir den gemessenen Film einen Helligkeitswert L von 52-
60. In einem Bereich, in dem nur eine Information gespeichert ist, variiert die Helligkeit von
einem Minimum bei 14° (mit L=102) zu einem Maximum bei 104° (mit L=159). An einer
Bildstelle, an der beide Informationen iibereinander liegen, ist keine Intensititsé@nderung
(L=160-162) festzustellen. Basierend auf diesen Erfahrungen konnte ein Auslesegerit fiir
Transmission entwickelt werden. Der Aufbau und die Funktionen werden in den folgenden

Kapiteln vorgestellt.

d b 180

160 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA PP

1 40 i owumoo..““.. ...l
Information 1 "*%es,
= 120 {(Frau) gun” "m,.
l--... ..“O-'.
ELLETTTTTT Ll *atag,
100 Information 2 -
80 {(Barcode)

EL

tC

Helligke

=]
o
'}

NN MMM AL AL B b4 A A dbd A s Al
unbpschrieb_en ' i '

0 20 40 60 80 100
Polarisationwinkel / °

I
o

Abb. 70: (a) Aufgenommene Bilder nach jeweils 2° Verdrehung der Polfilter im Messaufbau. In der oberen
Reihe ist die Information 1 (eine Frau) zu erkennen. Spiter tritt die Information 2 (Datamatrixcode) hervor. (b)

Verlauf der Helligkeit fiir verschiedene Stellen des Bildes.
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4.6.3 Beleuchtung und Polarisation in Reflexion

Fiir undurchsichtige Objekte, wie zum Beispiel ein Sicherheitsetikett, das an einem Objekt
haftet oder auch einer ID-CARD, muss eine optimierte Beleuchtung zum Einsatz kommen.
Dazu sind folgende Beleuchtungen fiir das Auslesen in Reflexion getestet worden:

Punktlichtquelle, Ringbelichtung und axiale Belichtung.

Die gerichtete Beleuchtung mit einer Punktlichtquelle aus einer Richtung oder mehreren
Richtungen ist fiir eine Betrachtung des BR-Datenspeichers nur bedingt geeignet, da Glanz
und Schattenbildung innerhalb der Probe auftreten und das Auslesen eines Speichers
erschweren. Bei einem flachen Einfallswinkel tritt durch die Beleuchtung die
Oberfldachenstruktur stiarker hervor. Somit werden im BR-Datenspeicher liegende Daten durch
Kratzer, Fingerabdriicke etc. schlechter sichtbar. Durch Einsatz von einem Diffuser reduziert
sich der Glanz. Eine ringformig gerichtete Beleuchtung ermoglicht eine gleichmifBige
Ausleuchtung von Proben. Fiir das Auslesen eines BR-Datenspeichers ist sie allerdings nicht
geeignet, da an hochreflektierenden Oberflichen, Glanz auftritt und der Detektor nur die
Reflexionen an der Oberfldache detektiert. Die richtige Wahl zum Beleuchten des reflektiven
BR-Datenspeichers ist die diffuse axiale Beleuchtung mit zusétzlichem Polarisator. Die
Verwendung eines Strahlteilerwiirfels ist sinnvoll, weist aber hohe Kosten auf. Zudem kommt
es zu Riickreflexionen am Strahlteilerwiirfel sowie an dem umgebenden Halter, so dass die
Bildqualitét stark beeintrichtigt wird. Eine Strahlteilerplatte und ein abgeschrigter Diffuser,
der den Teilstrahl, der an der Strahlteilerplatte von der Beleuchtung nicht zur Probe reflektiert
wird, ausblendet, ist die richtige Losung (Abb. 71).

Kamera mit
VergréBerungsoptik

Polarisationsoptik

Strahlteiler | Diffuser Beleuchtung

Abb. 71: Diffuse axiale Beleuchtung mit zusitzlichem Polarisator zum Auslesen in Reflexion.
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4.6.4 Aufbau des Auslesegeriits

Der Aufbau in Transmission und Reflexion ist von den mechanischen Bauteilen und der
Bildverarbeitung sehr dhnlich und unterscheidet sich lediglich in der Beleuchtung der Probe.
Bei beiden Gerdten wird der Einfluss von Fremdlicht durch die umschlieBende Hiille
weitestgehend vermieden, zudem sind alle am Strahlengang befindlichen Teile schwarz
eloxiert. Uber ein Display wird mit dem Nutzer kommuniziert. Im Folgenden wird
beispielhaft auf das BR-Datenspeicherauslesegerit in Transmission eingegangen. Die
Kernkomponenten sind in Abb. 72 fiir den Aufbau in Transmission dargestellt. Die
Ansteuerung und Bedienung erfolgt mittels selbst programmierten Labview 2009 Programms.
Zur Bilderfassung, Bildverarbeitung, Bildauswertung und Visualisierung sind die Module,
Vision Assistant 8.6, Vision Builder Al 3.6 und NI-IMAQ verwendet worden. Zur Steuerung
der Schrittmotoren wird das NI DAQmx genutzt.

Display

Kamera

Drehbarer
Polfilter

| Glasplatten

a Drehbarer
| Poffilter

Diffuser
SMD-LED

Abb. 72: Aufbau des BR-Polarisationsdatenauslesegerites als technische Zeichnung und in real. Das Gerit ist
in der Lage einen Polarisationsdatenspeicher in Transmission auszulesen. Auf dem Display des Auslesegerits

wird der Messfortschritt, sowie das Endergebnis angezeigt.

4.6.5 Optik und Sensor

Fiir den Aufbau in Transmission werden in beide Zahnrider Polarisationsfilter eingeklebt.
Das Drehen der Zahnridder wird iiber ein USB-Labivew-Modul (NI DAQmx USB-6501) mit
Schrittmotoren (SMC 11, ST281851006A, Fa. Nanotec) durchgefiihrt. Als Objektiv wird eine

Linse des Typs Lensagon BTS8020N mit einer numerischen Apertur von 2,0 und einer



Ergebnisse und Diskussion 105

Fokusldnge von 8 mm verwendet. Auf eine Nachjustierbarkeit der Linse wird verzichtet, da
die selbst produzierten ID-Karten eine annidhrend einheitliche Kartendicke haben. Als
Sensoren fiir das einkommende Licht werden {iiblicherweise CCD-Chips (charge coupled
device) oder CMOS-Chips (complementary metal oxide semiconductor) eingesetzt. In diesem
Falle kommt ein 1/3" CMOS Sensor des Typs USB-IDS Ul-1226LE-C-HQ (Fa. IDS Imaging
Development Systems GmbH) zum Einsatz. Die Kameraauflosung betrigt 720x480 Pixel, der
Sichtbereich der Kamera in Transmission betrigt 16x16 mm. Dies entspricht einer
Pixelauflosung von 34 um fiir das Auslesen von Datenpunkten. Die Dateniibertragung erfolgt
per USB 2.0. Das Positionieren der Probe auf dem transparenten Glasmesstisch erfolgt durch
den Benutzer, so dass das zu lesende Merkmal im Kamerabildfeld erscheint. Eine
Ausrichtung ist nicht notwendig, da der Suchalgorithmus winkelunabhingig sucht. Eine

weitere Glasscheibe schiitzt die Kamera vor Staub.

4.6.6 Bildverarbeitung und Auswertung

Zunachst werden beide Polarisationsfilter auf ihre Referenzposition gebracht, von der aus die
Messung in verschieden groBen Intervallen bis zum Ausleseendwinkel gefahren wird. Fiir
jeden Intervallschritt, wird ein Bild zusammen mit seiner Winkelposition gespeichert. Die
IntervallgroBe betrigt z.B. 1°. Nach Aufnahme aller Bilder werden die Bilder bewertet und
auf einen Datamatrixcode untersucht.

Doch bevor eine Auswertung des Bildes moglich ist, ist eine Bildoptimierung notwendig, um
Storungen zu reduzieren. Zur Bildoptimierung zidhlen die Belichtungszeit, Kontrast und
Helligkeitseinstellung sowie die Abtrennung einer bestimmten Farbkomponente. Von der
Farbkamera wird ausschlieBlich der Griinkanal ausgewertet. Somit kann stérendes Fremdlicht
entfernt werden. Fiir die Erkennung des Barcodes sind nur Schwarzweif3bilder auswertbar,
infolgedessen wird das Originalbild in ein Schwarzweifbild umgewandelt. Zuvor wird das
Bild durch einen Lowpassfilter geschickt, um kleine Stérungen im Bild, wie Staubpartikel,
die sich als lokale Helligkeitsunterschiede zeigen, zu reduzieren. Dem Nutzer wird das
Originalbild angezeigt.

Um den beschriebenen Bereich einer BR-Probe automatisch zu erkennen, wird von allen vier
Richtungen nach einer Kante mit hinreichendem Helligkeitskontrast des Objektes gesucht,
siche Abb. 73 a. Ein beschriebener Bereich unterscheidet sich immer von einem
unbeschriebenen Bereich unabhingig von der Polarisation des Feldes. Da nur der Griinkanal,

also ein Grauwertbild ausgewertet wird, entspricht eine Kante einem Helligkeitsunterschied
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und kann somit durch das Uberschreiten eines Schwellenwertes gefunden werden. Dieses
Prinzip funktioniert nur fiir BR-Filme gleicher OD mit dem gleichen Schwellenwert. Eine
bessere Alternative stellt die Suche nach einem Maximum in der ersten Ableitung einer Linie,
die iiber die Kante gemessen wird, dar. In Abb. 73 b ist das Prinzip der Objekterkennung
eines beschriebenen Datenfeldes im BR-Film am Beispiel eines Datamatrixcodes gezeigt. Die

verschieden farbigen Linien im Bild sind getrennt als Histogramm dargestellt.
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Abb. 73: Prinzip der Objekterkennung eines beschriebenes Datenfeldes im BR-Film am Beispiel eines
Datamatrixcodes. (a) Unterschiedliche Bereiche des Barcodes sind als farbige Linien im Bild markiert und in
(b) als Helligkeits-Histogramm fiir verschiedene Pixelpositionen dargestellt. An der Kante zwischen
unbeschriebenen und beschriebenen Bereich nimmt die Helligkeit um eine 10-er Potenz zu. Somit ist eine
zuverldssige Detektion des Datenfeldes moglich. AnschlieBend wird in diesem Bereich eine Mustererkennung

durchgefiihrt.
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Ein unbeschriebener BR-Film weist die niedrigste detektierte Helligkeit auf, da das Messlicht
vom ungeblichenen BR absorbiert wird. In den Bereichen, in dem Informationen gespeichert
worden sind, zeigt das Histogramm entsprechend der ausgeblichenen Pixel entlang einer der
Testlinien entweder ein alternierendes Signal (violette und blaue Linie) oder eine konstant
hohe Helligkeit (rote Linie).

Der durch die Bildhelligkeit erkannte relevante Datenbereich wird anschlieBend nach einem
Muster, dem Datamatrixcode, untersucht. Die Mustererkennung eines Datamatrixcode als
2-DCode ist im Vergleich zu anderen Codes einfacher, da der Code bei allen Datamatrixcodes
eine Startsequenz erhilt, dies ist die L-Form und die alternierenden Pixel am Rand. Lediglich
die GroBe und Anzahl der Elemente variiert. Somit ist auch eine Erkennung unter
verschiedenen Verdrehungen und GroBenverhéltnissen moglich. Ein weiterer Vorteil des in
den 80er Jahren entwickelten Datamatrixcodes besteht in der Redundanz der Information, der
bei dem heute iiblichen Datamatrixcode (ECC 200, error correction code) auch bei starker
Beschidigung (bis zu 25%) ein Auslesen erméglicht.[86'87] Vor allem Oberfldchenkratzer und
Staubpartikel auf dem zu priifenden Objekt stellen ein Problem fiir die optische Detektion der
Polarisationsdaten dar, weil sie Teile des polarisationsverschliisselten Datamatrixcodes

uiberdecken und somit nicht erkannt werden.

4.6.7 Kommunikation mit dem Benutzer

Nachdem die einzelnen Schritte der Bildverarbeitung gezeigt worden sind, soll das gesamte
System sowie die Bedienung kurz vorgestellt werden. Das System besteht aus einem
Einschub fiir den Polarisationsdatenspeicher, einem Taster und einem 3,5 Display. Die
Abb. 74 a zeigt die AuBlenansicht des Polarisationsdatenlesegerit. Im linken Teil des Bildes
sind die beiden encodierten Informationen zu erkennen, die aus dem Musterausweis gelesen
worden sind. In Abb. 74 b ist das Display gezeigt, mit dem der Nutzer diese Informationen

vorgestellt bekommt.

Uber das Display wird die Kommunikation zwischen System und Benutzer iiber die
programmierte Software in einer graphisch schlichten Labview-Oberfliche gewihrleistet
(siehe Abb. 75). Drei Leuchtfelder in der oberen Zeile zeigen den Status des Systems an. Im
darunter liegenden Feld werden wihrend der Messung die aufgenommenen Bilder prisentiert.
Im unteren Drittel werden die Anweisungen an den Nutzer und die decodierte Information des

Datamatrixcodes dargestellt.



Ergebnisse und Diskussion 108

d

Abb. 74: (a) Polarisationsdatenlesegerit mit Ausweiskarte und ausgelesenen Polarisationsdaten in Form von

zwei unterschiedlichen Bildern, einer Frau und einem Datamatrixcode. (b) Display und Bedienknopf.
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Name: Mustermann
Vorname: Helga
Geburtstag: 29.2.1984
Geburtsort: Berlin

Probe nicht bewegen
- Messung lauft -
Bitte Warten

Abb. 75: Programmierte Labview Benutzeroberfliche, die auf dem Geritedisplay angezeigt wird.

4.6.8 Zusammenfassung

Es ist ein neuartiges Polarisationsdatenauslesegerit entwickelt worden, mit dem die

polarisationsverschliisselten Daten in optischen Datentragern auf BR-Basis entschliisselt

werden konnen. Durch Verwendung von griinem polarisierten Lichts kann der Dateninhalt in

Transmission und Reflexion mit einem CMOS-Sensor detektiert werden. Die geschriebene

Labview-Software steuert das Geridt an, zeichnet die Bilder auf, wertet diese aus und

entschliisselt den Datamatrixcode. Eine einfache Handhabung des Gerits ermoglicht auch

ungeschulten Nutzern die Auslesung eines BR-Polarisationsdatenspeichers.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Seit Entdeckung der vielfiltigen Eigenschaften des Bakteriorhodopsin wird versucht diese
technisch nutzbar umzusetzen. Diese Arbeit hat sich mit der technischen Verwendung von
BR-Schichten als Polarisationsdatenspeicher befasst. Dabei sind zunéchst die molekularen

und strukturellen Verdanderungen des BRs beobachtet worden.

Die Erzeugung von TPP-Produkten beruht auf einer durch hochenergetische Laserstrahlung
hervorgerufenen photochemischen Reaktion (von Bs;g zu Psgp), die an einem Farbwechsel des
BRs von purpur nach gelb zu erkennen ist. Dabei kommt es zu einer Reduktion der
Schiff'schen Base und der Bildung einer N-Retinyl-Spezies. Die Anderungen der
Absorptions-eigenschaften der erzeugten TPP-Produkte ist mit UV-Vis- und CD-
Spektroskopie untersucht worden. Zudem treten strukturelle Anderungen beziiglich der Form
der PM auf. Diese sind in Zusammenarbeit mit Baumann und Chizik am AFM und SAXS
charakterisiert worden. Des weiteren konnte mittels Massenspektrometrie die irreversible
Freisetzung von CO,, durch Decarboxylierung zweier spezifischer Carbonsdurefunktionen des

Proteins festgestellt werden.

Diese auf innermolekularer und supramolekularer Ebene bedingten Veridnderungen sind
makroskopisch in Form der Polarisationsdatenspeicherung nutzbar. Den Schwerpunkt dieser
Arbeit bildet die Untersuchung der mittels Pulslasers erzeugten photoinduzierten Anisotropie
im BR-Film bzw. die auf diese Weise erzeugte makroskopsich nutzbare
Polarisationsdatenspeicherung. Die von der Bestrahlungsdosis abhiéngigen
Polarisationsinderungen in BR-Filmen ist untersucht worden und kann anschaulich mittels
Stokes-Vektoren gezeigt werden. Das erstellte Modell beschreibt diese Anisotropie

mathematisch.

Durch die Verwendung der Polarisation steigert sich die Speicherkapazitit auf optischen
Datentriagern miihelos um das 4-fache der bisherigen Technologie, ohne dabei das gesamte
Potential der Polarisationsdatenspeicherung bereits auszureizen. Die
Polarisationsdatenspeicherung stellt neben der bereits bekannten Photochromie des BRs eine
weitere technisch nutzbare Funktion dar, die mit dem biologischen Material erzielt werden

kann.
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