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Man messe die zeitaufgelöste Fluoreszenz sowie Polarisation der dabei emittierten Pho-
tonen eines Pheophorbid A Photosensibilisators bei Bestrahlung mit einem gepulsten
Laser in unterschiedlichen Stoffgemischen und anschliessed nach Einbettung in Mizel-
len mithilfe der statistischen Messmethode der zeitkorrelierten Einzelphotonenzählung.
Durch Auswertung und Vergleich der zeitlichen Pulse eines Referenzsignals mit denen
der durch Fluoreszenz ausgelösten Photonen wird die Fluoreszenz unter verschiede-
nen Umständen untersucht und dadurch die weiterhin bestehende Luminiszenz des
Photosensibilisators im Gemisch nachgewiesen.

Einleitung, Theorie und Aufbau

Einleitung

Im Gebiet der Photodynamischen Therapie (PDT) ist
die Einführung von Photosensibilisatoren (PS) mit-
hilfe von Trägersystemen in organische Zellen eine
neue Methode zur harmlosen Bekämpfung von Tu-
morzellen in von Krebs befallenen Patienten durch
Bestrahlung mit gewöhnlichen Licht. Photosensibilisa-
toren sind photophysikalisch aktive Moleküle, die bei
Anregung durch Photonen unterschiedlicher Frequen-
zen Fluoreszenz und Phosphoreszenz aufweisen und
dabei zytotoxisches Singulett-Sauerstoff aus den in de-
ren Umgebung vorhandenem Sauerstoff erstellen. Bei
Einführung in Tumorzellen bietet sich hiermit also eine
Möglichkeit der gezielten Abtötung krebsartiger Ge-
webe. Phäophorbid a ist ein bekannter, aus Pflanzen-
geweben vergleichsweise einfach zu gewinnender PS,
ist aber auch hydrophob und somit in der wässrigen
Umgebung von Zellen schlecht einsetzbar ohne einen
amphiphiles Trägersystem. Aus diesem Grund ist die
Einbettung in Mizellen und die Folgen mit und oh-
ne dieser Einbettung für die Fluo- und Phosphorezen-
zeigenschaften des PS in unterschiedlichen Stoffgemi-
schen aus Ethanol und Wasser zu untersuchen.
Zur Untersuchung der Fluoreszenz von Phäophorbid
a wird die Fluoreszenzintensität und -Abklingzeit bei
Bestrahlung einer Lösung des PS in unterschiedli-
chen Stoffgemischen gemessen. Ziel ist es, die Ab-
nahme der Fluoreszenz bei Wassergemischen im Ver-
gleich zu Ethanolgemischen und die erneute Zunahme
der Fluoreszenz in den Wassermilieus nach Einbet-
tung des PS in Mizellen nachzuweisen. Da aber die
angestrebte Zeitauflösung zur Messung der charak-
teristischen Fluoreszenzabklingzeit im Pikosekunden-
Bereich [Δt] = 10−12s liegt, wird zur Messung selbi-
ger auf das Verfahren der zeitkorrelierten Einzelpho-

tonenzählung zurückgegriffen. Bei diesem Messverfah-
ren werden mithilfe eines gepulsten Lasers ”einzelne”
Photonen gezählt indem die periodische Wiederho-
lung der identischen Pulse während der Messung sta-
tistisch als ein einzelnes Signal oder Teilchen ausge-
wertet wird.

Theorie

Fluoreszenz entsteht in einem PS -oder allgemein in
einem Fluorophor- durch die Emission von Photo-
nen bei unterschiedlichen Übergängen von Elektronen
aus energetisch angeregten Zuständen. Stößt ein Pho-
ton einer groß, bzw. kurz genügen Energie und Wel-
lenlänge λph inelastisch gegen ein Elektron in einem
niedrigen Energieniveau Sn−1, so kann dieser mit der
Energie E = hc

λph
die Energiedifferenz zwischen den

beiden Niveaus ES − ES−1ΔE ausgleichen und auf
ein höheres Energieniveau Sn angeregt werden. Aus
diesen kann der Elektron wieder durch Emission eines
Photons der Wellenlänge λfl ≤ λph auf das niedrige-
re Niveau absteigen. Mögliche Übergänge werden vom
Jablonski Diagramm des Materials angegeben.

Abbildung 1: Jablonski-Diagramm für Pheophorbid a
in Ethanol als Schema der Energiediffe-
renzen zum Grundzustand S0 [7]
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Die Übergänge erfolgen auch relativ schnell so-
lange der Übergang quantenmechanisch erlaubt ist,
d.h. dass keine Spinumkehr erfolgen muss. Denn beim
Übergang nach energetisch unterschiedlichen Niveaus
müssen Elektronen bestimmte quantenmechanische
Voraussetzungen erfüllen. Gibt es mehrere Elektronen
in einem gleichen energetischen Zustand, so müssen
diese nach den paulischen Ausschließungsprinzip un-
terschiedliche Spins s = ±1 aufweisen, da keine zwei
Elektronen im gleichen Shell die gleichen Quantenzah-
len besitzen dürfen. Ist dies der Fall, dann ist bei einer
geraden Anzahl n an Elektronen in einem Zustand die
Gesamtsumme, S =

�n
i=1 si = 0 der Spinquanten-

zahlen null, bzw. die Multiplzität 2|S|+1 = 1, und die
Elektronen werden als gepaart bezeichnet. Man spricht
in dem Fall von einem Singulett Zustand des Systems.
Ist hingegen die Anzahl der Elektronen ungerade, so
gilt S = ±1, also Multiplizität 2|S|+ 1 = 3 und man
spricht von einem Triplett Zustand des Systems. Bei
einem strahlungsfreien Übergang in einen oberen Ener-
giezustand kann sich -obwohl Grundsätzlich verboten-
die Spin-Quantenzahl eines Elektrons verändern und
das System vom Singulett zum Triplett-Zustand in
einem Intersystem Crossing übergehen. Wenn diese
gilt, dann muss das Elektron vor der Rückkehr in den
Grundzustand nochmals dessen Spin wechseln, was
sehr unwahrscheinlich ist und somit zeitlich länger -
bis zu mehreren Stunden- brauchen kann. Dies ist die
Ursache für die schwache aber langlebige Phosphores-
zenz, während ein Fluorophor keine weitere Fluores-
zenz aufweisen kann.

Abbildung 2: Schema der möglichen Übergangspro-
zesse vom S1 zum S0 Zustand []

Je größer die Übergangswahrscheinlichkeit ist, desto
kürzer ist die davon vorgegebenene Abklingszeit der
Lichtemission, bis auf Leuchtzeiten von wenigen Piko-
sekunden. Letzteres ist bei Fluoreszenz dann der Fall,
da diese viel wahrscheinlicher stattfinden kann, wobei
die Intensität und Energie der ausgeleuchteten Photo-
nen aufgrund mehrerer innerer Prozesse zwischen den
sogenannten Schwingungszuständen in den Energieni-

veaus -darunter strahlungsfreie, aber dennoch Ener-
gie abgebende Internal Conversion Prozesse- niedriger
sein kann, als die Intensität und Energie der einge-
strahlten Photonen. Für die Energie und somit Wel-
lenlänge der Photonen aus der Fluoreszenz gilt somit
λfl ≤ λph, während es für die Intensität ein Maß für
das Verhältnis zwischen ein- und ausgestrahlte Photo-
nen unter dem Begriff der Quantenausbeute ΦFl gibt
mit ΦFl = kFl

kFl+ksonst
. Aus dieser Quantenausbeute

ist somit die natürliche Lebensdauer mithilfe der ge-
messenen Fluoreszenz-Abklingzeit berechenbar.

Aufbau

Abbildung 3: Messaufbau[7]

Der Aufbau des Versuches besteht aus einer optischen
Anordnung bei der das Signal eines gepulsten Lasers
durch einen Strahlteiler in zwei identische Teilsignale
gespalten wird. Bei dem Laser handelt es sich hierbei
um einen Becker und Hickl BHL-600 der im Wel-
lenlängenbereich von λ = 652nm arbeitet, mit einer
minimalen Pulsdauer von bis zu 50 − 60ps und einer
Frequenz von ca. 50MHz. [2]

Der eine Strahl wird hierbei auf eine Referenzdi-
ode umgelenkt während der andere weiterhin durch
ein λ/2-Plättchen sowie einen Polarisationsfilter
verläuft -wobei diese jeweils bei unterschiedlichen
Einstellungen die Intensität des einfallenden Laser-
strahls regulieren-, bevor es auf eine transparente
Küvette mit dem Untersuchungsgegenstand im inne-
ren trifft. Bei der Referenzdiode handelt es sich um
einen Becker und Hickl PHD-400. Fluoreszenzsignale,
die von der Küvette nach Anregung des PS ausge-
strahlt werden, werden dann von zwei Sammellinsen
nach Passage durch einen weiteren Polarisationsfilter
sowie Interferenz- oder Graufilter auf einen Detektor
fokussiert, der mit einem Photomultiplier (PMT)
sowie einen Constant Fraction Discriminator (CFD)
das Messsignal aufnimmt. Das hierbei verwendete
Gerät ist ein Hamamatsu H10721 Series PMT
Photosensormodul der im Spektralbereich bis zu
λ = 700nm arbeitet. [4]
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Die Intensitätsmessung wird hierbei also von der
Zeitmessung entkoppelt, indem die Messung den zeit-
lichen Unterschied zwischen Fluoreszenzemissionen
am Detektor und Laserpulsen an der Referenzdiode
misst. Um Pile-Up Effekte zu minimieren wird die
Messung zusätzlich am Detektor gestartet und dann
mit dem Pulsen des Referenzsignals verglichen anstatt
umgekehrt zu verfahren wie in der klassichen Ein-
zelphotonenzählung -somit heißt diese Messmethode
auch inverse Einzelphotonenzählung.

Optimierung der Messparameter
und Überprüfung des Aufbaus

Zur Minimierung von Störfaktoren; wie Rausch, Re-
flexionen im Strahlenverlauf oder elektrischen Signal-
aufnahme müssen zuerst die Messparameter angepasst
werden. Hierfür wurden Schwellwert zu Messungsauf-
nahme, Betriebsspannung des Photomultipliers (PM-
Spannung) und die Intensität des Laserstrahls vari-
iert und die Messkurven verglichen. Bei den Messun-
gen hierzu wurde eine Streuküvette verwendet, wel-
che weder Fluoreszenz noch Phosphoreszenz aufweist,
um ein möglichst reines Signal zu Messen. Außerdem
wurde ein Graufilter vor den Photomultiplier gestellt,
um den Detektor auf die Anregungswellenlänge emp-
findlich zu machen, die ansonsten vom Interferenzfilter
ausgeschlossen werden. Folgende Messparameter wur-
den zusätzlich festgelegt: Messzeit 20 sekunden, Gain:
2. Offset 21 ns.

Optimierung des Schwellwertes

Mit den oben genannten Parametern und einer festge-
setzten PM-Spannung bei 800V sowie ein Öffnungs-
winkel des λ/2-Plättchens bei ca. 40◦, wodurch eine
hohe Intensität des Strahls ermöglicht wird, wurden
Messungen für den Schwellwert bei 5mV, 9.73mV,
19.76mV, 29.8mV, 39.84mV, 49.88mV aufgenom-
men.
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Abbildung 4: Messungen zur Optimierung des
Schwellwertes

Die Messungen für die Schwellwerte 5mV und
49.86mV wurden auf den ersten Blick ausgeschlos-
sen, da diese jeweils Viel zu hohen Rausch und ver-
gleichsweise sehr niedrige Signalstärken erfasst ha-
ben. Des weiteren wurde aus diesen Messungen
insbesondere drei Messungen (für die Schwellwerte
19.76mV,29.8mV und 39.84mV) berücksichtigt, da
diese einen vergleichsweise guten Ausgleich zwischen
dem Rausch und der Signalstärke aufgewiesen hatten.
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Abbildung 5: Auswahl der berücksichtigten Messun-
gen zur Optimierung des Schwellwertes

Daraus hervorgehend wurde beschlossen den
Schwellwert auf 29.8mV zu stellen, da dieser ein gutes
Signal-Raus verhältnis aufwies. Der Schwellwert von
19.76mV wurde ausgeschlossen, da dessen Abfallarte-
fakt (

”
Buckel“) bei 4-5 ns die Kurve deutlich stört. Im

Vergleich hierzu, ist dieser Buckel zwar weniger disrup-
tiv bei 39.84mV, so fällt aber der Peak auch deutlich
niedriger. Aus diesem Grunde wurde der Schwellwert
29.8mV als die bessere Kompromisslösung beurteilt,
die zwischen diesen drei Werten in Frage kommt.

3



Optimierung der Betriebsspannung des
Photomultipliers (PM-Spannung)

Mit dem im vorherigen Abschnitt festgelegtem
Schwellwert wurde nun die PM-Spannung variiert, um
so eine angepasste Spannung zur Minimierung der
Fehlauslösungen des Photomultipliers zu ermitteln.
Hierfür wurden Messungen für PM-Spannungen von
600V, 650V, 700V, 750V, 800V, 850V, 900V, 950V
und 1000V durchgeführt. Für PM-Spannungen von
600V und 650V wurden keine Events erfasst. Dies wird
dadurch begründet, dass wegen der niedrigen Span-
nung nicht genügend Elektronen von den Platten des
Photomultipliers freigesetzt wurden, um eine Messung
auszulösen.
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Abbildung 6: Messungen zur Optimierung der PM-
Spannung

Die Messung für PM-Spannungen von 700V, 950V
und 1000V wurden weiterhin ausgeschlossen; da je-
weils bei 700V das Signal nicht vollständig erfasst
wurde und da bei 950V und 1000V sekundäre Signale
ausgezeichnet durch einen Peak zwischen zwei Signa-
len festgestellt werden könnten, waren diese als unge-
eignet erachtet worden. Die sekundären Signale wer-
den durch Reflexionen in den elektrischen Leitungen
des Messaufbaus erklärt, da deren Länge ungefähr der
Verzögerung dieser entspricht. Diese Fehlerquelle war
zuvor auf einer vergleichbaren Stärke wie das Signal
selbst, weshalb der Messaufbau kontrolliert und der
Versuch am 26.2. abgebrochen werden musste. 750V
wurde ausgeschlossen, da hier die Signalstärke im Ver-
gleich schwach ist. Somit wurden die Messungen für
800V, 850V und 900V verglichen.

��� ��� ��� ��� ��� ���

���������������������� �� �

���

���

���

���

���

�
�
�
�
�
�

����

����

����

Abbildung 7: Auswahl der berücksichtigten Messun-
gen zur Optimierung der PM-Spannung

Aus diesem Vergleich hervorgehend, wurde ent-
schieden die Betriebsspannung bei 800V beizubehal-
ten, da bei 900V das Signal vergleichsweise schwächer
ist und der Buckel bei 850V prägnanter ist.

Optimierung der Intensität

Letzterlich wurde die Intensität des Lasers durch
Änderung des Winkels des λ/2-Plättchens variiert.
Es wurden Messungen bei ca. Öffnungswinkeln von
0◦,22.5◦,45◦,67.5◦ und 90◦ aufgenommen, und die
Countraten aufgezeichnet.
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Abbildung 8: Messungen zur Optimierung der Laser-
intensität

Die Messungen für 0◦ und 90◦ wurden aus dem Ver-
gleich ausgeschlossen, da dessen Signalstärken deut-
lich schwächer abschneideten als die anderen.
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Abbildung 9: Auswahl der berücksichtigten Messun-
gen zur Optimierung der Laserintensität

Aus dem Vergleich hervorgehend wurde anschlie-
ßend eine Einsellung des λ/2-Plättchens auf 67.5◦

entschieden, da diese trotz eines schwächeren Signals,
den besseren Abfall nach einem Peak, also einen ab-
gerundeteren Buckel, aufweist. Außerdem ist es sinn-
voll keine zu hohe Intensität auszuwählen, da sonst
der Peak-Pileup-Effekt zu stark ausgeprägt werden
würde.

Pheophorbid a Lösung in
Wasser-Ethanol-Gemisch

Es wird am Anfang dieser Messreihe die Fluoreszenz
von Pheophorbid a in Ethanol bei unterschiedlichen
optischen Dichten nachgewiesen und im Anschluss
die Abnahme der Fluoreszenz in wasserhaltigen Ge-
mischen aufgrund der Hydrophobie der PS Moleküle.
Doch zuvor wurde so wie bei der letzten Messung mit
der Streuküvette das Peak-Pile-Up-Efekt anhand der
Variation des λ/2-Plättchens nun mit der Phäophor-
bid a Lösung untersucht. Von nun an wurden alle Mes-
sungen ebenfalls mit dem Interferenzfilter anstatt des
Graufilters durchgeführt.

Messung der Intensität

Die Intensität des Lasers wird durch Änderung
der Winkeleinstellung des λ/2-Plättchens variiert.
Es wurden Messungen bei Öffnungswinkel von ca.
0◦,22.5◦,45◦,67.5◦ und 90◦ aufgenommen, und die
Countraten aufgezeichnet.
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Abbildung 10: Messungen zur Optimierung der Laser-
intensität

Wie in Abbildung 10 zu sehen ist, sind die Messrei-
hen mit dem stärksten Signal diejenigen mit Einstel-
lungen näher an 45◦. Bei Öffnungswinkel, die von die-
sem Wert, gegen 0◦ oder 90◦ abweichen, wird das Si-
gnal jedoch schwächer. Um womögliche Peak-Pile-Up
Effekte zu erkennen wurde zusätzlich nun bei Einstel-
lungen von 90◦, 67.5◦ und 45◦ ein Fit der Messwerte
mit Residuen und χ/dof2 Werten ausgerechnet nach

der Modellfunktion f(x) =
�2

i=1 ai · e−bix + c.
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Abbildung 11: Fits 90 Grad Lambda-Gate

Bei dem ersten Fit wurde das Signal mit einem Öff-
nungswinkel von 90◦ des λ/2-Gates gemessen. Der
angepasste Fit im Abfallbereich der Fluoreszenz weist
mit einem Wert von χ2/dof = 1.075 und Residuen
innerhalb von ±100 Counts eine ziemlich gute Nähe-
rung zum gemessenen Signal.
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Abbildung 12: Fits 67.5 Grad Lambda-Gate

Eine deutliche Verschlechterung gegenüber, dafür
aber mit einem um eine volle Größenordnung stärke-
ren Signal versehen, stellt bei einem Öffnungswinkel
von 67.5◦ des λ/2-Gates der Fit des Signals oben mit
einem Wert von χ2/dof = 1.244 und Residuen in ei-
nem Bereich von ±300 Counts.
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Abbildung 13: Fits 45 Grad Lambda-Gate

Anscheinend führen stärkere Signale zu größeren

Abweichungen des exponentiell zu erwartenden Ab-
falls von dem gemessenen Signal. Letztere Schlussfol-
gerung sieht sich mit dem letzten Fit für die Mes-
sung mit einem Öffnungswinkel von 45◦ des λ/2-
Gates verstärkt, da bei dieser Öffnung das Signal
am stärksten und der Fit dafür am meisten von den
Messwerten abweicht, mit einem Wert von χ2/dof =
1.374 und Residuen in einem sehr breiten Bereich von
±400 Counts. Diese stärkere Streuung der Messwer-
te, die außerdem am Anfang der Messung in der Nähe
des Peaks am meisten zu beobachten ist, führt zur
Schlussfolgerung, dass der Peak-Pile-Up Effekt verant-
wortlich dafür ist, da sich Signale von Photonen am
Detektor bei größeren Laserintensitäten anhäufen und
somit Ausreißer deutlich vergrößert werden können.
Aufgrund dessen erachtet sich für die folgenden Mes-
sungen als Kompromiss zwischen Signalstärke und
Vermeidung des Pile-Up-Effektes die Wahl der 67.5◦

Einstellung für das λ/2-Gate.

Messung der Reabsorption
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Abbildung 14: Messungen bei verschiedenen Pheo-
Anteilen und optischen Dichten

Für die nächste Messung wurde die Reabsorption von
Photonen aufgrund der Menge an Phäophorbid a in
einer Ethanol-Lösung mithilfe von unterschiedlichen
Stoffanteilen und somit optischen Dichten nachgewie-
sen. Die genauen Angaben zur Bestimmung der Stoff-
menge für die erzielten optischen Dichten befinden
sich im Anhang, ebenso wie die Fits, die erstellt wur-
den um die Abklingszeiten τ zu bestimmen. Diese sind
nämlich abhängig von der optischen Dichte, da bei
höheren ODs die Reabsorption von Photonen zu ei-
ner künstlichen Verlängerung der Abklingszeit führen
würde.
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Abklingszeiten
OD τ1 τ2
0.1 (7.74± 0.02)ns (7.58± 0.018)ns
0.3 (7.28± 0.014)ns (7.48± 0.017)ns
0.6 (8.62± 0.012)ns (8.84± 0.014)ns
0.9 (9.33± 0.013)ns (9.56± 0.015)ns
1.2 (10.46± 0.026)ns (10.12± 0.023)ns
1.5 (10.09± 0.022)ns (10.52± 0.025)ns

Man bemerkt, dass bis auf OD 0.1 zu 0.3 die Abklings-
zeiten im allgemeinen länger werden, je höher die opti-
sche Dichte ist. Dies führt zu einem verstärkten Grund
dafür zu verdachten, dass die Reabsorption bei genug
großer OD des PS die Messung der Abklingszeit be-
einflussen kann. Insofern ist für den Referenzwert der
Fluoreszenzlebensdauer die Messung mit der kleinsten
OD -hier 0.1- zu nehmen.
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Abbildung 15: Fit und Residuen für OD = 0.1

Dieser Fit mit Residuen im Bereich ±80 und
X2 = 1.075 stammt aus der Messung zu den
Intensitäten und wurde ebenfalls bei einer OD von
0.1 gemessen. Dabei kamen folgende Werte für die
Abklingszeiten zustande

τ1 = (6.19± 0.005)ns τ2 = (6.19± 0.005)ns

Messung der Fluoreszenz
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Abbildung 16: Messungen bei verschiedenen
Wasseranteilen

Anschließlich wurde die Fluoreszenz von den
Phäophorbid in unterschiedlichen Stoffgemischen von
Wasser und Ethanol untersucht. Insbesondere war
dabei nachzuweisen, dass aufgrund der Hydrophobie
des Phäophorbids a die Fluoreszenz bei steigenden
Wasseranteilen abnimmt. Dies ist in der Abbildung
oben daran zu erkennen, dass die Intensität der
gemessenen Fluoreszenzsignale bei steigenden Was-
seranteilen ab 50% stark abnimmt. Bei 100% Wasser
ist das Signal dann am schwächsten.

Pheophorbid a Lösung in
Wasser-Ethanol-Gemisch mit
Triton X-100 Tensid

Im folgenden wurde den Gemischsproben mit 82,5%
und 100%Wasseranteil im Lösungsmittel jeweils 5 und
2 Tropfen Triton X-100 zugeführt und deren Fluores-
zenz gemessen. Deren Verläufe wurden nun mit den
Verläufen ohne die Zufuhr von Triton-X100 verglichen.
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Abbildung 17: Messungen der Fluoreszenz Aus-
gewählter Wasser-Ethanol-Gemischen
als Lösungsmittel mit und ohne Triton
X-100
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Wie in Abbildung zu sehen ist, sind die Intensitäten
gestiegen. Das Triton X-100 löst durch Mizellenbil-
dung um die Pheophorbid a Moleküle das wasse-
runlösliche PS im Wasser. Dies ermöglicht eine ho-
mogenere Verteilung des Farbstoffes, auf einem zu in
einer Ethanol-Lösung vergleichbarem Niveau. Dadurch
wird die Kollisionswarscheinlichkeit mit Photonen des
Lasers erhöht, was wiederum diese Entwicklung er-
klärt.

Daraufhin wurden die Anisotropien (r) der 100%-
igen Wasserlösung mit Triton X-100 und der Etha-
nollösung ausgerechnet und grafisch dargestellt.

r =

����
I� − I⊥
I� + I⊥

���� [6] (1)

Hierbei sind I� und I⊥ die Fluoreszenzintensitäten
der zur Eingangspolarisation parallel und senkrecht
polarisierten Photonen. Um diese zu ermessen, wur-
de der Polarisationsfilter vor dem PMT variiert, und 2
Winkel -hier 0◦ und 90◦- gewählt. Hierbei müssen die
beiden Winkel zueinander um 90◦ versetzt sein. Es ist
zu erwarten, dass die Anisotropie der Probe mit dem
Tensid deutlich langsamer abfällt; da durch die soge-
nannte Rotationsdiffusion, welche während der Anre-
gung eines Moleküls das Übergangsdipolmoment des-
sen um einen Winkel verdreht wird, die Anisotropie
beeinflusst wird.
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Abbildung 18: Grafische Darstellung der Anisotropien,
Bereinigt von Rechnerfehlern

Mit diesen Messungen ist diese Erwartung erfüllt.
Wie aus Abbildung 18 klar wird, fällt die Anisotro-
pie bei einer Lösung von Pheophorbid in Wasser mit
Triton X-100 deutlich langsamer ab.
Bei der grafischen Darstellung ergaben sich

zunächst irrsinnige Resultate, welche jedoch nach Be-
reinigung der irrelevanten Intervalle den Erwartungen
entsprochen. Diese irrsinnigen Resultate können durch
Überschneidung der Kurven wegen Rausch begründet
werden, wodurch der Wert des Zählers unter null liegt,
was wiederum ein der Programmiersprache und der

Computertechnik zu Grunde liegenden Fehler hervor-
bringt. Diese Stellen wurden wiederum teilweise manu-
ell korrigiert. Eine unkorrigierte Grafische Darstellung
(Abbildung 20) und mehr zur Fehlersuche in der Dis-
kussion.

Ergebnisse und Diskussion

Ergebnisse

Aus den in den oberen Sektionen besprochenen Mes-
sungen ist zu entnehmen, dass die Fluoreszenz des
Pheophörbid a Photosensibilisators in Wasser auf-
grund von Hydrophobie stark abnimmt und nach
Einbettung in Mizellen wieder auf einen vergleich-
baren Intensitätniveau steigt wie bei einer reinen
Ethanol-Lösung. Die Abklingszeit der Fluoreszenz des
Phäophorbid a wurde in Abhängigkeit der Reabsorp-
tion untersucht und befindet sich im Nanosekunden-
Bereich mit einem lediglich bezüglich der electronic
response time unkorrigierten Wert von τ = (6.19 ±
0.005)ns. Auch wurde die Anisotropie des PS festge-
stellt und grafisch gezeigt, wobei man die langsamere
Abnahme der selbigen in Wasser mit Triton X100 im
Vergleich zu Ethanol sehen kann.

Diskussion

Die Messergebnisse stimmen im Groben ganzen mit
den theoretischen Erwartungen überein, doch einige
”Outliers” wie die abnehmende Abklingszeit von OD
0.1 zu 0.3 oder auch Unsicherheiten in den gemesse-
nen Werten und Plots bleiben vorhanden. Insbeson-
dere beim Vergleich des ausgerechneten Wertes der
Abklingszeit τ = (6.19 ± 0.005)ns mit dem aus der
Literatur τL = (5.9 ± 0.1)ns [1] fällt auf, das die-
se im allgemeinen zu übereinstimmen scheinen, aber
auch dass die bestimmte Unsicherheit im Fit mit hoher
Wahrscheinlichkeit unterschätzt wurde, da diese um
zwei Größenordnungen niedriger ist als die, die in der
Literatur angegeben wird, trotz ähnlichen Messmetho-
den und Geräten. Der Grund hierfür liegt mit großer
Wahrscheinlichkeit an der Vernachlässigung mehrerer
Fehler- und Unsicherheitsquellen beim erstellen der
Modelfunktion, auf die unten gesondert eingegangen
wird. Ebenso wird die Korrektur der Werte für die Ani-
sotropie besprochen.

Fits

Die nichtlinearen Fits wurden nach der vereinfachten
Modelfunktion

f(t) = a1 · e−b1t + a2 · e−b2t + c [6]

8



alleine ausgerechnet. Diese Modelfunktion sollte
aber eigentlich als Teil eines Convolution-Integrals

fm(t) =
� t

τ=0
f(τ)IRF (t− τ)dτ [8]

gefittet worden sein, der die Apparaturkurve
IRF (t) und somit die electronic response time des
Detektors einbezogen hätte. Letztere ist nämlich
nicht fehlerfrei, sondern wird aufgrund mehrerer
Unsicherheiten beim Empfangen eines Photons als
Signal zu einer entsprechenden Verzerrung des echten
Fluoreszenzsignals f(t) bei dem gemessenen Signal
fm(t) führen. Dies musste am Ende vernachlässigt
werden, da die scipy.optimize Funktionen von curve.fit
(Fit nach der Methode der kleinsten Quadrate) und
quad (Integration) nicht in der Lage waren, auf
sinnvolle Parameter zu konvergieren. Ein Fit mit dem
Programm TCSPCV3 Beta war auch ausgeschlossen,
da sich dieser unter Linux mit Wine nicht ohne
weiteres ausführen lies und die .sdt Dateiformate
ohne Konvertierung auf .asc weiterhin nicht damit
gelesen werden konnten. Insofern müssen alle Fits mit
einer zusätzlichen Unsicherheit betrachtet werden,
die Aufgrund der fehlenden Einbeziehung der IRF bei
der Bestimmung der Fits zustande kommen würden.

Anisotropien

Wie im Abschnitt zur Pheophorbid a Lösung in
Wasser-Ethanol-Gemisch mit Triton X-100 erwähnt,
wurde bei der Berechnung der Anisotropien eine Kor-
rektur vorgenommen, da ohne diese die Anisotropie
einen höchst Sporadischen und unintuitiven Verlauf
liefert.
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Abbildung 19: Grafische Darstellung der Anisotropien,
ohne Korrektur

Die Ursache wurde durch schrittweise Analyse des
Fehlers entdeckt. Zunächst wurden die importierten
Messreihen kontrolliert, indem diese vorübergehend

Grafisch dargestellt wurden. In diesem Schritt konnten
keine Probleme festgestellt werden. Daraufhin wurde

die Differenz im Zähler (verkleinert),
I�−I⊥
6000 , für die

tritonhaltige Probe grafisch dargestellt. Diese darstel-
lung wurde dann mit der dazugehörigen unkorrigierten
Darstellung der Anisotropie verglichen.
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Abbildung 20: Grafische Darstellung der Fehleranalyse
zur Differenz im Zähler

Aus diesem Vergleich wurde die Schlussfolgerung
gezogen, dass die Fehlerquelle im Zähler der Gleichung
1 steckt. Bei Betrachtung dieser werte löste sich ein
Muster auf, woraus eine Hypothese aufgestellt wurde:

Wenn I� < I⊥ so ist I� − I⊥ < 0, wodurch es zu
einem sogenannten

”
Underflow-Fehler“kommt.

Dies folgt direkt aus der Funktionsweise von Com-
putern, und wie diese Zahlen abspeichern. Kurz zu-
sammengefasst: Die Funktion die diese Daten impor-
tiert hat, und für die Programmiersprache verständlich
formatiert hat, wurde mit der Grundannahme konzi-
piert, dass diese Daten nur Positive werte aufnehmen
können. Dies ist zwar aus einer Leistungsorientierten
Sicht äußerst attraktiv, da so weniger Resourcen -in
diesem falle hauptsächlich Cache und Arbeitsspeicher-
verbraucht werden; aber für die Weiterbearbeitung mit
der Möglichkeit von negativen werten als Resultat fa-
tal. Tatsächlich wird so ein Wert von -1 zu 65535. Um
diesen Fehler vorzubeugen, müssen die Messungen in
einem anderen Format -oft Typ genannt- abgespei-
chert werden. Hier eignet sich ein

”
Signed-Integer “,

also einem Ganzzahlenwert mit Vorzeichen (Signum),
der ein höheren Bitgröße -in diesem Fall von uint16 zu
int32, wobei das u bei uint für

”
Unsigned “steht.

Schlussfolgerungen und Fazit

Trotz der oben angegebenen Unsicherheiten und Ver-
einfachungen im Modell sind die Ergebnisse im allge-
meinen konsistent mit der Theorie und die weiterhin
bestehende Fluoreszenz von Pheophorbid a in wasser-
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haltigen Milieus nach Einbettung innerhalb von Mi-
zellen nachgewiesen. Eine Anwendung als PS in sol-
chen Umgebungen, so wie im inneren von Zellen, ist
möglich ohne die Fluoreszenz des Phäophorbides zu
beeinträchtigen, was die Rolle desselben in der photo-
dynamischen Therapie zu einer realistischen Möglich-
keit werden lässt.
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Versuchsprotokoll

Aufbaumesswerte: -Wellenlänge des Läsers von λ = 652nm -OD = 2, 4 der Phäophorbid Lö-
sung -Optische Weglänge von 10mm an der Küvette -Betriebspannung des Detektors Vd = 0, 8V
-Polarisationsfilter 90°

SDT File Test
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Datenauswertung Funktion
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Nicht Lineare Fit Funktion

Für den Fit der Messdaten wird die gemessene Funktion für die Fluoreszenz fm(t) mit dem In-
tegral der Apparaturfunktion IRF(t − τ) und der echten Funktion für die Fluoreszenz f (τ) gle-
ichgesetzt als fm(t) =

� t
τ=0 f (τ)IRF(t − τ)dτ und f (τ) mit der exponentiellen Modelfunktion

f (τ) = a · e−bt + c mit Parametern a, b und c ∈ R gefittet.
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Hinweis: Aufgrund von Schwierigkeiten bei der Implementierung eines Algorithmus, der die obi-
gen Fits mittels dem Reconvolutionsintegral bestimmen kann, wurde unten auf einen Exponential
mit zwei Termen der Fit durchgeführt und die IRF vernachlässigt. Dies hat zur konsequenz, dass
die bestimmten Abklingszeiten der Fluoreszenz deutlich fehlerbehafteter sind, doch jedoch geht
die Erstellung eines Algorithmus in Python für Fits mit Integralen über Gauß oder ähnlichen
Verteilungen samt der zu fittenden Funktion über die Anforderungen dieses Praktikums

Die vereinfachte Fit-Funktion ist eine Exponentialfunktion aus zwei Termen und einer Konstante
f (t) = a1 · e−b1t + a2 · e−b2t + c und wird lediglich beschränkt auf das Intervall der Abklingszeit
ti ∈ [t0, t], die durch den exponentiell abfallenden Funktionsbereich f �(ti) < 0 gekennzeichnet
wird, gefittet.
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0. Test mit Streuküvette

bei unterschiedlichen Schwellwerten von 5 − 50mV mit einer Detektorspannung von 800V und
danach mit einem Schwellwert von VSch = 29.8mV bei unterschiedlichen Detektorspannungen
600 − 1000V Collection: 20 sekunden Gain = 2 Offset = 21 Lambda-Gate = 40° Graufilter
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1. Countsraten Test mit Streuküvette
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Apparatur-Test bei unterschiedlichen Countsraten von 1e3 − 1e6 Collection: 20 Sekunden Schell-
wert = 29.8 mV Detektorspannung = 800 V Gain = 2 Offset = 21 Lambda-Gate = 0°-90° Graufilter
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2. Test mit Pheophörbid a Lösung in Ethanol

bei OD von 0.1, bzw. Stoffmengen von VPh = 60ul und VEth = 1440ul und unterschiedlichen
Countsraten Collection: 5 sekunden Schellwert = 29.8 mV Detektorspannung = 800 V Gain = 2
Offset = 21 Lambda-Gate_Apparatefunktion = 67.5° Passfilter Notiz: Overflow nach 15.7 sekun-
den bei 45°
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3. Reabsorption mit unterschiedlichen Pheophörbid a Lösungen in Ethanol

bei OD von 0.1-1.5 Collection: 5 sekunden Schellwert = 29.8 mV Detektorspannung = 800 V Gain
= 2 Offset = 21 Lambda-Gate = 67.5° Passfilter

Ausrechnen der Stoffmengen
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4.Fluoreszenz von Phäophorbid bei unterschiedlichen Proportionen von Ethanol-Wasser

OD von 0.6, VPh = 300ul und unterschiedliche Anteile von VLM = 1200ul an Wasser/Ethanol
Collection: 5 sekunden Schellwert = 29.8 mV Detektorspannung = 800 V Gain = 2 Offset = 21
Lambda-Gate = 67.5° Passfilter
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5.Fluoreszenz von Phäophorbid in Wasser bei Zugabe von Triton X-100 Detergenzmittel

OD von 0.6, VPh = 300ul und unterschiedliche Anteile von VLM = 1200ul an Wasser/Ethanol
mit 2 Tropfen Triton X-100 bei 100% Wasser und bei 82,5% Wasser ca. 5 Tropfen Collection: 5
sekunden Schellwert = 29.8 mV Detektorspannung = 800 V Gain = 2 Offset = 21 Lambda-Gate =
67.5° Passfilter
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6.Fluoreszenz von Phäophorbid in Wasser/ Triton X-100 Detergenzmittel bei unterschiedlichen
Polarisationsfilter Einstellungen

OD von 0.6, VPh = 300ul VLM = 1200ul von Wasser mit 2 Tropfen Triton X oder Ethanol Collection:
5 sekunden Schellwert = 29.8 mV Detektorspannung = 800 V Gain = 2 Offset = 21 Lambda-Gate =
67.5° Passfilter
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1.Messung mit Wasser/Triton X-100
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2. Messung mit Ethanol
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Anisotropie
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