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LTB - 15 Jahre innovative Lasertech-
nik aus Adlershof

Sie sind alle seit Jahrzehnten mit dem Wissen-
schaftsstandort Adlershof verwurzelt. Warum
haben Sie sich 1990 entschlossen, Ihre wissen-
schaftliche Laufbahn zu beenden und ein eige-
nes Unternehmen zu griinden?

Dr. Matthias Scholz: Wir waren alle Mitte
Vierzig und 20 Jahre am Institut fiir wissen-
schaftlichen Gerdtebau tatig. Unsere 2.
Lebenshalfte schien uns ein idealer Zeit-
punkt, um unsere langjihrigen Erfahrungen
auf dem Gebiet der Lasertechnologie in eige-
ne Ideen umzusetzen. Im Vordergrund der
Unternehmensgriundung stand ganz klar der
Wunsch nach Unabhéngigkeit, der materiel-
le Aspekt war dabei eher zweitrangig.

Eine der gréfSten Hiirden bei der Griindung
eines eigenen Unternehmens ist die Finan-
zierung. Wie haben Sie den Start der LTB
Lasertechnik Berlin GmbH finanziert?
Claudia Scholz: Da die LTB Lasertechnik
Berlin GmbH noch nach DDR-Recht
gegrundet wurde, musste jeder Partner
12.500 Ostmark in das Unternehmen ein-
bringen, was in der damaligen Zeit sehr
viel Geld war. 3 Monate spater wurde
unser Stammkapital im Zuge der Wah-
rungsunion 2 zu 1 abgewertet: Aus 50.000
Ostmark wurden tuber Nacht 25.000 West-
mark. Nach bundesdeutschem GmbH-
Recht fehlten also 25.000 DM Startkapital,
die von den 4 Grindern und ihren Famili-
en unter grofien Kraftanstrengungen
zusatzlich aufgebracht werden mussten.

Hinter jeder Unternehmensgriindung
steckt bekanntlich ein tragfdhiges Ge-
schdftsmodell. Welche Geschiiftsidee liegt
der LTB zugrunde?

Johannes Schurack: Ende der 8oer Jahre
war Lasertechnik noch ein Luxus, den sich
nur renommierte Forschungseinrichtun-
gen, Universitdten und grofie Konzerne lei-
sten konnten. Unsere Geschaftsidee
bestand darin, kompakte und preisguinsti-
ge Lasersysteme zu entwickeln, um auch
Instituten und Unternehmen mit schma-
leren Budgets den Einsatz der Lasertechno-
logie zu ermdoglichen.

In Deutschland braucht ein Unterneh-
mensgriinder durchschnittlich 3 Monate,
bis alle biirokratischen Hiirden genommen
sind. Wie lange dauerte es bei der LTB und
was war der schwierigste Part wihrend der
Griindung?

LTB —15 years of innovative laser techni-
ques at Adlershof

You have all been linked, for many decades,
with the scientific site of Adlershof. Why did
you decide in 1990 to put an end to your
scientific career and to establish your own
company?

Dr. Matthias Scholz: We were all in our mid
forties and had been working for 20 years at
the institute for scientificequipment manu-
facturing. We felt, at this stage in our lives,
that it seemed to be the ideal moment to
put our many years of experience in the
field of laser technology, into practice. The
desire for independence was obviously of
prime importance, the materialistic aspect
was a secondary consideration.

One of the biggest hurdles in the founding of
one’s own company is the financial aspect.
How was LTB Lasertechnik Berlin GmbH
financed at first?

Claudia Scholz: As LTB Lasertechnik Berlin
GmbH was founded according to GDR legis-
lation, each partner had to supply 12,500
GDR marks for the company, which was, at
the time, a very important sum. Three
months later our nominal capital was deva-
luated from 2 to one in the course of the
currency conversion. Overnight our 50,000
GDR marks became 25,000 German marks.
According to the Federal Republic of Germa-
ny GmbH-legislation 25,000 DM were mis-
sing from the nominal capital. This extra
capital had to be provided by the 4 founders
and their families, with many sacrifices.

Behind every company there is normally a
sustainable business model. Which business
idea is LTB based upon?

Johannes Schurack: At the end of the
eighties, laser technology was still a luxury
which only well-known research facilities,
universities and large affiliated groups
could afford. Our business idea consisted of
developing compact and economical laser
systems so as to also allow institutes and
companies with smaller budgets, to use
laser technology.




Dr. Stephan Mory: Unsere Forschungsar-
beiten waren bis zur Wende Eigentum der
Akademie der Wissenschaften. Im Zuge
der Evaluierung wurden alle Forschungs-
bereiche hinsichtlich ihrer Relevanz fir die
bundesdeutsche Forschungslandschaft
uberprift. Da sich dieser Prozess tiiber
mehrere Monate erstreckte, befand sich
unsere Grundungsidee zunachst in einer
Art Schwebezustand. Wir hatten das
Glick, dass die mit der Evaluierung beauf-
tragte Unternehmensberatung unsere
damaligen Forschungsarbeiten als nicht
marktfdhig einstufte. Aus heutiger Sicht
eine krasse Fehlentscheidung, die jedoch
den Grundstein fiir die LTB legte. Wir
konnten unsere Patente zuruick erwerben
und unsere Grundungsidee realisieren.
Eine weitere Hirde war die Suche nach
geeigneten Raumen: Anfang der goer Jah-
re gab es im Ostteil Berlins tiberhaupt noch
keine Gewerberdume. Also haben wir uns
selbst auf die Suche gemacht und ein ehe-
maliges Polizeirevier gefunden, das wir
mit viel Uberzeugungskraft anmieten
konnten. Eine Situation, die man sich bei
dem derzeitigen Uberangebot an Gewer-
beflachen gar nicht mehr vorstellen kann.

Zu Ihren Kunden zdihlen internationale
Unternehmen wie Zeiss, Nikon, Canon und
Bruker sowie renommierte Forschungsin-
stitute. Mit welcher Strategie konnte sich
ein Newcomer wie LTB einen derartig nam-
haften Kundenstamm aufbauen?

Dr. Matthias Scholz: Geholfen hat uns
sicherlich unsere Kooperation mit der
damaligen Lambda Physik GmbH. Mit
einem starken Partner im Riicken offnete
sich manche Tir, die einem kleinen Unter-
nehmen wie LTB sonst verschlossen
geblieben ware. Dartiber hinaus haben wir
immer versucht, uns an den Kundenwun-
schen zu orientieren - auch wenn wir da-
bei unseren “Forscherehrgeiz” von Zeit zu
Zeit zurlckstellen mufdten. Letztendlich
entscheidet der Kunde, was sich am Markt
durchsetzt und das mussen nicht zwangs-
laufig die mit allen technischen Finessen
ausgestatteten Spitzenleistungen sein.

Besonders technologieorientierte Unter-
nehmen brauchen oft Jahre, bis erste
Gewinne erzielt werden. Wann hat LTB
zum ersten mal die Gewinnzone erreicht
und wie haben sich die Umsdtze seitdem
entwickelt?

Claudia Scholz: Da wir bereits mit zwei
marktfdhigen Produkten gestartet sind und

Founding a company in Germany, in view of
all the administrative problems, requires an
average of three months before every admini-
strative barrier has been solved. How long did
this period last for LTB and what was the
most difficult part during the establishment
of the company?

Dr. Stephan Mory: Our research works were
the property of the Academy of Sciences wit-
hin the former GDR. Each research domain
was examined, regarding its relevance to the
research environment of the Federal Republic
of Germany, during the course of evaluation.
Since this process was extended over many
months, our original idea was, at first, uncer-
tain. Fortunately, the appointed consulting
company for the evaluation didn't consider
our former research work as being marketa-
ble. Looking back on it now, it seemed a hazar-
dous decision but it did lay the foundation of
LTB.We could retrieve our patents and go ahe-
ad with the creation of the company. Another
difficult point was the search for our own pre-
mises: at the beginning of the nineties, there
were generally no commercial premises avai-
lable in East Berlin. So we started looking and
found a former police station that we were
able to rent, after a lot of persuasion. Such a
situation is not imaginable today, with the
excess supply of commercial premises.

International companies such as Zeiss, Nikon,
Canon and Bruker as well as renowned

research institutes are among your custo-
mers. With which strategy could a newcomer
such as LTB, build up such a well known custo-
mer base?

Dr. Matthias Scholz: It is certain that our co-
operation with the former Lambda Physik
GmbH helped us. With a strong partner to
back us up, doors opened which would nor-
mally have been closed for a small company
such as LTB. Furthermore we have always
tried to adapt to our customers’ requests -
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Dr. M. Scholz adjusts LTB’s first
nitrogen laser.
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Annual works outing (2004)

somit von Anfang an Umsétze machten,
sind wir gliicklicherweise nie in die roten
Zahlen gerutscht, haben in den ersten 10
Jahren aber auch keine nennenswerten
Gewinne erwirtschaftet. Der Sprung in die
Gewinnzone gelang uns im Jahr 2000, als
wir unseren Umsatz durch lukrative Indu-
strieauftrdge von 250.000 EUR auf 2,5 Mio.
EUR zunéchst verzehnfachen und in den
Folgejahren auf 6 Mio. EUR steigern konn-
ten. Wir sind uns jedoch im Klaren, dass dies
Ausnahmejahre waren und sich die
Umsatzentwicklung nicht mit solchen Stei-
gerungsraten fortsetzen wird. Da die Inve-
stitionsbereitschaft der Industrie sptirbar
gesunken ist, diirften sich unsere Umséatze
in den nachsten Jahren auf 4 Mio. EUR ein-
pendeln.

Ein Blick auf Ihre Produktpalette zeigt, dass
LTB scheinbar auf Spitzenleistungen abon-
niert ist: MNL - die modernste Stickstoffla-
serlinie, ELIAS - die weltweit leistungsfdhig-
ste Echelle-Spektrometerreihe und ARYEL-
LE-Butterfly - eine neue Spektrometergene-
ration, die zwei Spektrometer in einem ver-
eint. Woher stammen die Ideen zu Ihren
Produktentwicklungen?

Johannes Schurack: Mit unserer Produktpa-
lette ist es ahnlich wie im Sport: Im Ram-
penlicht stehen nur die, die auf dem Sieger-
podest stehen. Wir haben aber nattrlich
auch Produkte im Angebot, die keine Spit-
zenleistungen vollbringen, qualitativ aber
genauso hochwertig sind. Die Ideen fur
neue Produkte entstehen durch den intensi-
ven Dialog mit den in Adlershof anséssigen
Forschungseinrichtungen. Da wir die aktu-
ellsten Forschungstrends quasi direkt vor
der Haustur haben, brauchen wir sie eigent-
lich nur aufzugreifen und in marktfahige
Produkte umsetzen.

Laut Wirtschaftssenator Wolf ist LTB ein
Paradebeispiel dafiir, wie man mit einer
guten Idee, langem Atem und viel Engage-
ment ein erfolgreiches Unternehmen auf
die Beine stellen kann. Ein Lob aus berufe-
nem Munde, doch sicher gab es auch
schwierige Phasen?

Dr. Stephan Mory: Als kleines Unterneh-
men aus dem Osten hatten wir es in der
Anfangszeit nattirlich besonders schwer,
uns erfolgreich am Markt zu behaupten.
Als ostdeutsches Unternehmen musste
man mindestens doppelt so gut sein wie
die Konkurrenz. Schwierig war auch die
ErschliefSung industrieller Markte: Als ein-
gefleischte Wissenschaftler betraten wir

even if we had to postpone our research
ambitions from time to time. It is the custo-
mer’s decision that determines whether it is
going to be a success on the market, which
doesn’t necessary mean high performing
products equipped with all the latest tech-
nical finesse.

Technology orientated companies especially,
often need years before making a profit for the
first time. When did LTB make its first profit and
how has the turnover developed since then?
Claudia Scholz: As we started with two mar-
ketable products and made a turnover from
the beginning, we fortunately never had a
deficit, but neither did we make a significant
profit during the first ten years. We made
our first profit in the year 2000, as we multi-
plied our turnover by tenfold, from 250,000
EUR to 2.5 million EUR, through lucrative
industrial orders and increased it in the follo-
wing years up to 6 million EUR. We are
aware that these were exceptional years and
that turnover development will not continue
at the same growth rate. Since the invest-
ment policy of the industry has decreased
noticeably, our turnover should level off to
4 million EUR in the coming years.

Taking a look at your product range shows
that LTB is known for high performances:
MNL- the most modern range of nitrogen
laser, ELIAS- the world wide most efficient
range of echelle spectrometer and ARYELLE-
Butterfly- a new spectrometer generation,
which combines two spectrometers into one.
Where did your ideas for your product deve-
lopment come from?

Johannes Schurack: With our product range,
it is similar to sport, only those standing on
the podium are in the spotlight. Of course
we also offer products which do not achieve
top performances but which are, in quality,
excellent. New product ideas arise from
intensive dialogue with research facilities
situated at Adlershof. Having the latest
research trends directly on our door step, so
to speak, we just need to pick them up and
to convert them into marketable products.

According to Mr. Wolf, Berlin senator for eco-
nomics, LTB is a prime example showing how,
with a good idea, a lot of staying power and
a significant engagement, a company can be
set up successfully. Appraisal coming from a
competent source; but surely there must also
have been difficult phases?

Dr. Stephan Mory: As a small company from
the east, it was particularly hard for us to



hier ein vollig neues Terrain, das ganz
andere Anforderungen an uns stellte. Statt
Einzelfertigung waren plétzlich grofiere
Stiickzahlen gefragt. Ein Kraftakt, den wir
ohne offentliche Gelder aus dem Innovati-
onsfonds Berlin nicht hatten bewéltigen
kénnen.

Innerhalb von 15 Jahren ist IThr Unterneh-
men vom regionalen Entwicklungsunter-
nehmen zum fiihrenden Anbieter fiir inno-
vative Lasersysteme avanciert. Was waren
die Meilensteine auf diesem Weg?

Dr. Matthias Scholz: Die wichtigsten Mei-
lensteine, die uns Ende der goer Jahre den
Weg zur Erschlieffung der industriellen
Markte geebnet haben, waren die Perfek-
tionierung unseres Stickstofflasers nach
internationalen Standards sowie die Neu-
entwicklung unseres Echelle-Spektrome-
ters. Mit diesen beiden Produktlinien und
der seit Anfang 2005 fertiggestellten ARY-
ELLE-Reihe sind wir sozusagen von der
Bundesliga in die Championsleague aufge-
stiegen. Doch wir wollen uns nicht auf
unseren Lorbeeren ausruhen: Zur Laser-
Messe in Munchen werden wir eine neue
Generation unseres Stickstofflasers pra-
sentieren, die uns den Einstieg in die mobi-
le Analytik ermoglichen wird.

Immer mehr deutsche Unternehmen bau-
en Arbeitspldtze ab, um ihre Gewinnsitua-
tion zu verbessern. Sie haben 24 hochquali-
fizierte Arbeitsplitze geschaffen. Wie sieht
die derzeitige Mitarbeiterstruktur aus und
wie wird man als Unternehmer in wirt-
schaftlich angespannten Zeiten seiner
sozialen Verantwortung gerecht?

Claudia Scholz: Mehr als die Halfte unserer
Mitarbeiter sind Fachhochschulabsolven-
ten aus den Bereichen Elektrotechnik, phy-
sikalische und medizinische Messtechnik
sowie Informatik. Unser Frauenanteil liegt
- fiir unsere Branche eher untypisch - bei
25 Prozent. Daritber hinaus beschaftigen
wir 3 Auszubildende und 3 Diplomanden.
In den Ausnahmejahren 2001-2003 hatten
wir sogar 35 Mitarbeiter. Wenn wir uns
aufgrund der Auftragslage zwischenzeit-
lich von Mitarbeitern trennen mussen,
was uns zugegebenermafien sehr schwer
fallt, so wagen wir die sozialen Aspekte
sehr genau ab. Immer mit der Hoffnung,
bei anspringender Konjunktur moglichst
viele wieder an Bord zu holen.

Lasertechnologien zdhlen zu den Bran-
chen mit dem grofSten Wachstumspoten-

maintain our hold on the market at the
beginning. As an eastern-German company
you had to be at least twice as good as the
competitors. Entering the industrial markets
was also challenging, as confirmed scien-
tists, we were entering an entirely new
domain and confronted with different requi-
rements. In place of unit production a higher
number of items were suddenly required. We
wouldn’t have been able to make such an
effort, without Berlin public funding.

Within 15 years LTB progressed from being a
regional company to a leading supplier for
innovative laser systems. What were the
milestones encountered?

Dr. Matthias Scholz: The most important
milestones which paved the way to enter the
industrial market at the end of the nineties
were the improvements to our nitrogen
lasers, to comply with international stan-
dards, and also the new development of our
Echelle - spectrometers. With these two pro-
duct ranges and with the manufacturing of
the Aryelle series from the beginning of 2005,
we progressed, so to speak, from the German
Football League to the Champions’ League.

But not wanting to rest on our laurels, a new
generation of our nitrogen lasers will be
presented at the laser exhibition in Munich,
which should enable us to enter the field of
mobile analytics.

More and more companies reduce jobs in
order to improve their profit. You have provi-
ded 24 highly-qualified jobs. How does the
present staff structure appear and how does
an entrepreneur cope with social responsibili-
ties within a tense economic situation?
Claudia Scholz: More than half of our
employees are certified engineers, who come
from the electrical engineering and physical
and medical measuring technique fields as
well as from informatics. Our female gender
quote stands at 25 per cent, which is quite
unusual in our sector. Furthermore we
employ three trainees and three graduates.
During the exceptional years of 2001 to 2003,
we even had 35 employees. We always consi-
der very seriously the social aspects when we
have to make redundancies, because of the
order situation, which is never easy for us. We
always have the hope of getting the maxi-
mum number of people back on board when
the economic situation improves.

Laser technology is among the fields which
have the biggest growth potential. Which

6
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Product training of Marubun in
Japan by LTB, J. Schurack (1996)
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zial. Welche Marktposition nimmt LTB im
internationalen Wettbewerb ein und wo
sehen Sie die Stdrken und Chancen des
Unternehmens?

Johannes Schurack: LTB bietet innovative,
leistungsfahige und kostengtinstige Laser-
systeme fur Nischenmarkte, die von sehr
kurzen Produktzyklen bestimmt werden.
In einigen Produktbereichen haben wir
uns eine fithrende Position erarbeitetet, da
wir als kleines Unternehmen wesentlich
schneller auf aktuelle Markttrends reagie-
ren konnen. Ich bin mir sicher, dass wir im
Bereich der lasergestutzten Analysever-
fahren wie z.B. LIF oder LIPS langfristig
weitere Marktanteile erobern konnen.

Adlershof hat als Standort der ehemaligen
Akademie der Wissenschaften der DDR
eine lange wissenschaftliche Tradition.
Was bietet der Standort heute und welche
Vorteile ergeben sich daraus fiir technolo-
gieorientierte Unternehmen wie LTB?

Dr. Stephan Mory: Adlershof ist ein Parade-
beispiel fiir gelungene Synergiebildung
und funktionierenden Technologietrans-
fer. Wir unterhalten sehr enge Beziehun-
gen zu zahlreichen Instituten. Aus ge-
meinsamen F & E Projekten sind hiufig
intensive Partnerschaften entstanden, von
denen beide Seiten profitieren. Adlershof
ist ein erfolgreiches Modell, das in ganz
Deutschland Schule machen sollte.

Eine alte Unternehmerweisheit besagt,
dass man mit seinen Aufgaben wdchst.
Was wiirden Sie aus heutiger Sicht anders
machen und welchen Ratschlag wiirden Sie
heutigen Unternehmensgriindern geben?
Dr. Matthias Scholz: Ich wurde nichts
anders machen, denn es waren meist die
Fehler, aus denen wir am meisten gelernt
haben. Eine falsch getroffene Entschei-
dung kann jederzeit korrigiert werden,
eine nicht getroffene Entscheidung jedoch
fatale Folgen haben. Wie beim Fufiball
mussen auch im Unternehmen die Schlus-
selpositionen mit dem richtigen Mann
bzw. der richtigen Frau besetzt sein. Um
erfolgreich zu sein, braucht man einen
Stirmer, der die Ideen liefert, einen star-
ken Mittelfeldspieler fiir die praktische
Umsetzung und einen Verteidiger, der dar-
auf achtet, dass der Ball nicht ins betriebs-
wirtschaftliche Aus gerat.

In den vergangenen Jahren sind die F & E-
Investitionen der deutschen Wirtschaft
kontinuierlich gesunken. Bei Ihnen fliefSen

market position does LTB have within inter-
national competition and what are the
strengths and chances of the company?
Johannes Schurack: LTB offers innovative
products, efficient and economical laser
systems for niche markets which are charac-
terised by short product cycles.

We have acquired a leading position in a
few fields, since, as a small company, we can
react significantly more quickly to the cur-
rent trend of the market. | am sure that we
can gain further market shares in the field
of laser based analysis methods, for exam-
ple LIF or LIPS in the long term.

Being the site of the former science academy
of the GDR, Adlershof has a long scientific
tradition. What does the site offer today and
what advantages are there for technology
orientated companies?

Dr. Stephan Mory: Adlershof is a prime
example of a successful synergy formation
and efficient technology transfers. We have
very close contact with numerous institu-
tes. Intensive partnerships have often arisen
from common R&D projects for the benefit
of each partner. Adlershof is a successful
model which should be used as an example
for the whole of Germany.

Taking all these past experiences into
account and looking back today, what would
you do differently and what would you give
as advice to company founders today?

Dr. Matthias Scholz: | wouldnt change any-
thing, because it is mainly through mistakes
that we have progressed. A decision made
wrongly can be corrected at any moment; a
decision which is not made at all, can have
fatal consequences. As in football, key positi-
ons in a company need to be occupied by
the right man or respectively the right
woman. In order to be successful we need a
centre forward who gives ideas, a strong
midfielder for the practical implementation
and a defender who pays attention to the
fact that the ball doesn’t go offside econo-
mically.

In past years the R&D investment of the Ger-
man economy has continuously dropped. LTB
reqularly invests 10 per cent of the profits
into new R&D projects. Do you manage bet-
ter than other companies and why is R&D so
important?

Claudia Scholz: The investment in research
and development is important, in order to
be able to react, with new products, to shor-
ter innovation cycles. This aspect doesn’t



regelmdfsig 10 Prozent des Gewinns in neue
F & E Projekte. Wirtschaften Sie besser als
andere Unternehmen und warum sind

F & E- so wichtig?

Claudia Scholz: Die Investition in For-
schung und Entwicklung ist wichtig, um
auf die immer kiirzer werdenden Innovati-
onszyklen mit neuen Produkten reagieren
zu konnen. Dabei sind jedoch nicht nur die
Unternehmen gefragt. Die 6ffentliche For-
derung kann hier einen wesentlichen Bei-
trag leisten und sollte deshalb weiter aus-
gebaut werden. Denn offentliche geforder-
te F & E- Programme sind nicht nur eine
Investition in die Zukunft, sondern auch fiir
den Staat eine durchaus lohnende Ausga-
be. Von den 2,2 Mio. EUR, die LTB an Forder-
geldern in Anspruch genommen hat, sind
fast 5 Mio. EUR in Form von Steuergeldern
in die 6ffentlichen Kassen zurtickgeflossen.

Technologieorientierte Unternehmen, die
ihre Marktposition im globalen Wettbe-
werb weiter ausbauen wollen, miissen
ihren Mitbewerbern stets um eine Innova-
tion voraus sein. Welches sind die aktuel-
len Branchentrends und aus welchem
Trend kénnte eine neue LTB-Produktlinie
entstehen?

Johannes Schurack: Im Bereich der Analytik
geht der Trend ganz klar zu preisglinstigen
Losungen, die in immer kurzerer Zeit eine
Fiille von Messdaten liefern. Was die Schnel-
ligkeit angeht, liegen wir mit unserer ELIAS-
Reihe, die pro Sekunde 4000 Messungen
ermoglicht, ganz weit vorn. Bei der Wirt-
schaftlichkeit diirften unsere Stickstofflaser
mit 30 Cent pro Messreihe kaum zu unterbie-
ten sein. So gesehen, sind wir also fiir die
Zukunft bestens gewappnet.

Wirtschafts- und Unternehmerverbdnde
kritisieren regelmdfSig die deutsche Biiro-
kratie und das komplizierte Steuersystem.
Was kann die Politik tun, um mittelstdn-
dische Unternehmen wie LTB zu unter-
stiitzen?

Dr. Stephan Mory: Die Reform zur Unter-
nehmensbesteuerung weist hier mit
Sicherheit in die richtige Richtung. Geringe-
re Steuersdtze fir in der Firma belassene
Gewinne werden sich bestimmt positiv auf
die Investitionsbereitschaft der deutschen
Firmen auswirken. Dariiber hinaus ware
eine Neuausrichtung der staatlichen For-
derprogramme wunschenswert: Bislang
werden F & E- Projekte nur bis zur Entwick-
lung eines Prototyps gefordert. Fiir die
Umsetzung in marktfahige Produkte gibt es
hingegen zu wenig Fordermoglichkeiten.

only involve companies. Public investment
can make a significant contribution and
should therefore be enlarged. Because state
aided R&D programmes are not only an
investment for the future but are by all
means, a profitable expenditure for the
state. From the 2.2 million EUR subsidy that
LTB has used, nearly 5 million EUR has gone
back to the state, in the form of tax.

Technology orientated companies that want
to expand their market position further in
global competition, must always be ahead of
their competitors with innovation. What are
the present trends in your field and from
which trends could a new LTB - product line
emerge?

Johannes Schurack: In the analytical field,
the trend is leading to economical solutions
which must deliver an abundance of mea-
suring data in a short time. In terms of rapi-
dity we are well ahead with our ELIAS -series
which enables 4000 measurements per
second. Our nitrogen laser, with 30 per cent
per series of measurements, is probably
hard to undercut. In this context we are well
prepared for the future.

Trade associations regularly criticise German
bureaucracy and its complicated tax system.
What can politics do to support medium size
companies such as LTB?

Dr. Stephan Mory: The reform for company
taxation is certainly going in the right direc-
tion. Lower tax rates for profits that are kept
within the firm, will certainly have a positive
impact on the investment policy of German
firms. Furthermore, a new organization of
the state loan programme would be desira-
ble, up to now, R&D projects are only state
aided up to the development of a prototype.
However, there are very few state aided pos-
sibilities for the creation of marketable pro-
ducts.

8
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Preamble

Hanover exhibition (1997)

Das Gesprdch fiihrte Ariane Steffen
Interview from Ariane Steffen
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. . Wechselwirkung von Materie mit Laserstrahlung -
ElI‘llEltung induziert und analysiert mit Lasern und Mef3systemen von LTB

Interaction of matter with laser radiation -
induced and analyzed with lasers and measuring devices from LTB



Spezifische Signale

Wechselwirkung von Materie mit Laserstrah-
lung im Wellenlangenbereich zwischen
nahem UV und nahem IR kann auf Grund
von Absorption dazu fiihren, daf$ die Materie
als Reaktion auf die Lasereinwirkung ein spe-
zifisches Signal aussendet und ansonsten aus
dem Wechselwirkungsprozefs unverandert
hervorgeht. Beispiele fiir solche spezifischen
Signale sind die Laser-induzierte Fluoreszenz
(LIF), sowie die Laser-induzierte gepulste
Temperaturerhéhung und die daraus resul-
tierende Druckwelle, die die Grundlage fur
die Laser-induzierte Optoakustische Spek-
troskopie (LIOAS) darstellt. Die auf gleichem
thermischem Weg ausgeloste Brechungsin-
dexanderung im Medium ist die Basis des
sog., Time Resolved Thermal Lensing (TRTL)".

Laser-induzierte Fluoreszenz (LIF)

(bzw. allgemeiner die Laser-induzierte Lumi-
neszenz, die neben der normalen Fluores-
zenz auch verzogerte Fluoreszenz und Phos-
phoreszenz einschlief8t) kann einerseits
Informationen liefern tiber Anregungs- und
Desaktivierungsprozesse in der fluoreszie-
renden Spezies selbst, ferner kann die fluo-
reszierende Spezies als Sonde bei der Unter-
suchung komplexer Systeme zum Einsatz
kommen, und schlieflich kann das Fluores-
zenzsignal fiir die Analytik von Stoffklassen
und die Messung von Umgebungsparame-
tern genutzt werden. Fur die Bearbeitung
von Mefiproblemen aus all diesen drei
Hauptanwendungsgebieten der LIF-Spekro-
skopie und -Analytik hat LTB das Mef3sy-
stem LIMES entwickelt. Basierend auf LIMES,
stellt LTB fur spezielle LIF-Anwendungen
problemadaptierte kleinere Mefisysteme
Zusammen.

Laser-induzierte opto-akustische Spektrosko-
pie (LIOAS)

kann kinetische und kalorimetrische Infor-
mationen uber kurzlebige angeregte Spezies
liefern, die mehr oder weniger vollstandig
thermisch, d.h. ohne Emission, desaktivieren.
Die Methode ist daher ein geeignetes
Gegensttick zur LIF-Spektroskopie, anwend-
bar speziell auch auf lichtundurchlassige
oder stark streuende Materialien, z.B. kom-
plexe biologische Systeme. Fur diese opto-
akustische Spektroskopie hat sich als Laser-
quelle die Palette der Impulslaser von LTB
bewahrt.

Specific signals

Interaction of matter with laser radiation in
the wavelength range between near UV and
near IR may in case of absorption result in
the output of a specific signal from matter;
apart from that matter leaves the interacti-
on process unchanged. Examples of such
specific signals are the laser-induced fluo-
rescence (LIF), as well as the laser-induced
pulsed temperature increase of matter and,
resulting from that, a pressure wave, which
is the basis of laser-induced optoacoustic
spectroscopy (LIOAS). The change of refracti-
ve index, induced in the same thermic way,
is the basis of time-resolved thermal len-
sing spectroscopy (TRTL).

Laser-induced fluorescence (LIF)

(or, more generally, laser-induced lumines-
cence, which beside the normal fluorescen-
ce also includes delayed fluorescence and
phosphorescence) may on the one hand
give information on excitation and deacti-
vation processes of the fluorescent species
itself, moreover, the fluorescent species
may act as probe in the investigation of
complex systems, and last not least the
fluorescence signal may be used to analyze
classes of substances and to determine
parameters of environment. To solve mea-
suring problems from all three main appli-
cation fields of LIF-spectroscopy and -analy-
tics, LTB offers the complex measuring
system LIMES. Based on LIMES, for special
LIF-applications LTB offers especially adap-
ted smaller measuring devices.

Laser-induced opto-acoustic spectroscopy
(LIOAS)

may yield kinetic and calorimetric informa-
tion about such short-living excited spe-
cies, which deactivate more or less thermi-
cally, i.e. without emission. Therefore, this
method is a useful counterpart to LIF-spec-
troscopy, especially also applicable to opa-
que or strongly scattering systems, e.g.
complex biological systems. As laser source
for this opto-acoustic spectroscopy, the
wide range of pulsed lasers from LTB has
proved successfull.

Dr. M. Scholz
Dr. D. Leupold
LTB Lasertechnik Berlin
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Lichtstreuung

Wechselwirkung von Materie mit Laserstrah-
lung im Wellenlangenbereich zwischen
nahem UV und nahem IR kann auch zu
Lichtstreuung fiihren. Das gestreute Licht
kann die gleiche Wellenlange haben wie das
anregende Licht (Rayleigh-Streuung), oder
seine Wellenlédnge ist verschoben (Raman-
Streuung). Beide Streuarten werden z.B. fiir
Zwecke der optischen Entfernungsmessung
und Fernerkundung genutzt (LIDAR), und
auf der Raman-Streuung basiert auch eine
leistungsfahige spektroskopische Methodik.
Auf beiden Gebieten hat der Laser substan-
zielle Fortschritte gebracht, und speziell ist
die wellenlangenvariable Impulslaserstrah-
lung der LTB-Stickstofflaser/Farbstofflaser
hierfiir bestens geeignet.

Laser-LIDAR (light detection and ranging)
basiert auf Laufzeitmessungen zwischen
Ausgangsimpuls und ruckgestreutem
Impuls; die Methode ist nicht nur zur Entfer-
nungsmessung und Fernerkundung ortsfe-
ster Ziele geeignet, sondern zB. auch von
atmospharischen Wolken, Rauch- und
Abgaswolken, und generell fiir extrem zeit-
aufgeloste Abstandsmessungen. Speziell
wird zusétzlich bei der Variante des Raman-
LIDAR das gestreute Signal spektral aufge-
16st detektiert; auf diese Weise sind rdumli-
che Konzentrationsverteilungen verschiede-
ner Spezies (zB. CO,, SO,, N,) messbar. Eine
Besonderheit ist das auf laserinduzierter
(Resonanz)Fluoreszenz basierende sog. Reso-
nanz-LIDAR, hier speziell kommen gepulste
Farbstofflaser zum Einsatz. Das riicklaufen-
de Signal kann dabei wesentlich intensiver
sein als ein Streusignal.

Laser- (Resonanz) Ramanspektroskopie

ist eine zur Infrarotspektroskopie komple-
mentdre Methode zur Bestimmung z.B. von
inter- und intramolekularen Wechselwir-
kungen und Molekilkonformationen, sowie
zur energetischen Lokalisierung optisch
,dunkler” angeregter Elektronenzustande.
Auch fur diese Spektroskopie ist das LTB-
Mef3system LIMES bzw. dessen problemad-
aptierte Varianten geeignet.

Materialveranderung

Wechselwirkung von Materie mit Laserstrah-
lung im nahen UV, Sichtbaren und nahen IR
kann bei hinreichender Energiedichte auch zu
irreversibler Materieverdnderung fiihren.

Light Scattering

Interaction of matter with laser radiation in
the wavelength range between near UV and
near IR may also result in light scattering.
The scattered light may have the same
wavelength as the exciting light (Rayleigh-
scattering), or its wavelength may be shif-
ted (Raman-scattering). Both types of scat-
tering are used e.g. for optical distance
measurement and remote ranging (LIDAR).
Moreover,Raman scattering is the basis of a
powerful spectroscopic technique. In both
fields, the laser has brought substantial pro-
gress, and here especially the wavelength-
tunable pulse laser radiation of LTB’s nitro-
gen lasers/dye lasers is well suited.

Laser-LIDAR (light detection and ranging)

is based on measurement of the transit
time of forward pulse and the back-scatte-
red one; the method is useful not only for
distance measurement and ranging of spa-
tially fixed targets, but also of atmospheric
clouds, clouds of smoke and exhaust, and
generally for highly time-resolved distance
measurements. In addition, especially with
the variant of Raman-LIDAR, the back-scat-
tered light can be detected spectrally resol-
ved and this way the spatial distribution of
species like CO,, SO,, N, can be measured.
One special quality is the so-called resonan-
ce-LIDAR, it is based on laser-induced (reso-
nance) fluorescence. In this case the back-
coming signal may be much more intense
than a normal scattered signal.

Laser- (resonance) Raman spectroscopy,

a method complementary to the infrared
spectroscopy, is useful e.g. for the determi-
nation of inter- and intramolecular interac-
tions and of molecular configurations, as
well as for the energetic localization of opti-
cally “dark” excited electronic states. The LTB
measuring system LIMES and its problem-
adapted variants, respectively, are also
suited for this spectroscopy.

Alterations of matter

Interaction of matter with laser radiation in
the near UV, visible and near IR may at suffi-
ciently high energy density also lead to irre-
versible alterations of matter. Under the gene-



Unter dem Oberbegriff Ablation sind hier
eine Vielzahl komplexer Prozesse mit unter-
schiedlichsten Anwendungsaspekten zu-
sammengefafdt. Die in diesem Zusammen-
hang entscheidenden Laserparameter sind
die Abstimmbarkeit der Wellenlange, die hin-
reichende Fokussierbarkeit und die proble-
mangepafite gepulste Anregung. Die Laser-
palette von LTB mit ihrer breiten Variabilitat
der genannten Laserparameter ermoglicht
mafigeschneiderte Losungen fiir verschie-
denste Anwendungsfelder der Ablation:

Laser-Materialbearbeitung

a) ,laser machining” und Laser-induzierte
Strukturdnderungen auf der Basis von loka-
lem Schmelzen und/oder Verdampfen, wie z.
B. Schneiden, Schreiben, Bohren, Schweif3en,
Oberflachenhértung, Tempern (laser anne-
aling). Der weitgespannte Bogen reicht z.B.
bis zur Manipulation von Biogewebe, Laser-
Mikrodissektion und bis zur Laserchirurgie.
b) Laser-induziertes ,chemical processing” auf
pyrolytischer (Thermochemie) oder photolyti-
scher Basis (Photochemie), wie z.B. Beschich-
ten, Dotieren und ,patterning” von Oberfla-
chen, Synthese von Materialien. Der weitge-
spannte Bogen reicht z.B. bis zur Laser-basier-
ten Photodynamischen Tumortherapie (PDT).

Laser-induzierte Plasma Spektroskopie
(LIPS)

Elementaranalyse von Feststoffen durch
Erzeugung von Mikroplasmen mit charakte-
ristischer Emission von angeregten Atomen,
Ionen und ggf. auch molekularen Fragmen-
ten. Moglichkeit der Erthohung der Selektivi-
tat von LIPS durch Kombination mit LIF
Besonderer Vorzug von LIPS: Moglichkeit der
Analyse von entfernten Proben (,remote-site
characterization”). LIPS Mefsysteme von
LTB: ARYELLE, ARYELLE-Butterfly.

»Matrix-assisted Laser desorption/ioniza-
tion-Time-of-flight (MALDI-TOF)” Massen-
spektrometrie

Schonende Desorption und Ionisation von
groflen Biomolekiilen (z.B. Proteinen, Pepti-
den, Oligonukleotiden) unter Vermeidung
von Fragmentationen durch deren Einlage-
rung in geeigneten Matrizen. Letztere ver-
dampfen unter Einwirkung der Laserstrah-
lung, und die Biomolekile werden in die
Gasphase freigesetzt. Nachfolgend Ionisati-
on und Analyse mittels Flugzeit-Massen-
spektrometrie. Auch bei MALDI-TOF bewah-
ren sich LTB-Laser.

ric term “ablation” a lot of complex processes
with widely varying aspects of application are
classed. With respect to ablation the critical
parameters of laser radiation are tunability of
wavelength, possibility to get a sufficiently
sharp focus, and problem-adapted pulsed
excitation. Lasers from LTB with their broad
variability of the said parameters offer tailor-
made solutions for the various fields of appli-
cation of ablation:

Laser treatment of materials

a) laser machining and laser-induced structu-
ral changes on the basis of local melting
and/or vaporization, e.g. cutting, writing, dril-
ling, welding, surface hardening, laser anne-
aling. The wide-spread bow spans as far as e.g.
the manipulation of biotissue, laser-microdis-
section, and laser surgery.

b) laser-induced chemical processing on
pyrolytic or photolytic basis (thermochemi-
stry/photochemistry), e.g. coating, doping
and patterning of surfaces, synthesis of
materials. The wide-spread bow extends to
e.g. the laser based photodynamic tumor
therapy (PDT).

Laser-induced breakdown (plasma) spectros-
copy (LIBS)

Elementary analysis of solid materials by
generation of microplasma with characteri-
stic emission from excited atoms, ions or
even molecular fragments. Possibility of
increasing the LIBS sensitivity by combinati-
on with LIF. Special advantage of LIBS: Possi-
bility of remote-site characterization. LIBS
measuring systems from LTB: ARYELLE,
ARYELLE-Butterfly.

»~Matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight (MALDI-TOF)” mass spectrometry
Soft desorption and ionization of large bio-
molecules (e.g. proteins, peptides, oligonu-
cleotides), which are deposited to suitable
matrices to avoid fragmentation. Under the
laser irradiation, these matrices vaporize,
and the biomolecules are released to the
gas phase with subsequent ionization and
time-of-flight mass spectrometry. Also for
MALDI-TOF, lasers from LTB have proved suc-
cessful.

Einleitung
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Einfuhrung



Molekule werden durch Absorption von
Photonen in angeregte Zustande versetzt.
Diese Photonen kénnen durch verschiede-
ne Anregungs-Lichtquellen zur Verfugung
gestellt werden. Ein Teil der durch Absorp-
tion von Photonen aufgenommenen Ener-
gie (in Sonderfallen die gesamte aufge-
nommene Energie) kann auch in Form von
Photonen wieder abgegeben werden. Eine
solche sogenannte spontane Emission!
kann entweder als normale Fluoreszenz
erfolgen (meist einfach als Fluoreszenz
bezeichnet) (Abb. 1), oder als verzégerte
Fluoreszenz, oder als Phosphoreszenz. Alle
diese molekularen Emissionsarten werden
zusammengefasst unter dem Oberbegriff
Photolumineszenz. In vielen Fallen erweist

es sich als vorteilhaft, teilweise sogar als
unumganglich, die molekulare Emission
mit Laserstrahlung anzuregen, zu , induzie-
ren”, dafiir ist der Begriff ,LIF” (Laser-indu-
zierte Fluoreszenz) eingefiihrt.

Charakteristika der Fluoreszensstrahlung
(oder allgemeiner der molekularen Emissi-
on) sind die spektrale Verteilung, das zeitli-
che Verhalten und die Quantenausbeute,
sowie die Polarisation. Diese Charakteristi-
ka der Emission konnen in empfindlicher
Weise von Parametern der (Mikro)jumge-
bung, wie Temperatur, Druck, pH-Wert,
Viskositat oder Polaritat abhangen, fur
letztere gibt es besonders eindrucksvolle
Beispiele in der Losungsmittelabhangig-
keit (Solvatochromie) der Fluoreszenz.

By absorption of photons, molecules can
arrive at excited states. These photons can
be delivered by different types of light sour-
ces. Part of the absorbed energy (in special
cases even the total amount of absorbed
energy) can be emitted also as photons.
Such spontaneous emission! may occur as
(normal) fluorescence (Fig. 1), as delayed
fluorescence, or as phosphorescence. These
different possibilities are classed under the
generic term Photoluminescence. In many
cases it is favourable and in several cases
even unavoidable to induce the molecular
emission by laser light. For this case the
generic term LIF (laser-induced fluorescen-
ce) has been introduced.

Characteristics of fluorescence radiation (or
more general: of luminescence) are the
spectral distribution, the temporal behavio-
ur and the quantum yield, as well as the
polarization. Also informative is the excita-
tion spectrum of the fluorescence. These
characteristics are determined primarily by
the fluorescent molecule itself, but they
may depend in a sensitive manner also on
parameters of the (micro)environment like
temperature, pressure, pH-value, polarity or
viscosity; well known is e.g. the solvent
dependency of fluorescence (solvatochro-
mism), reflecting the summarized action of
several of these parameters.

16
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1 Von dem Prozef der spontanen
Emission wohl zu unterscheiden ist
der Prozef$ der stimulierten Emissi-
on (verstdrkte spontane Emission):
Beiden Prozessen geht der Ubergang
des Molekiils in einen Anregungszu-
stand voraus; aus dem Anregungs-
zustand kann dann ohne weiteren
dufSeren Eingriff die Emission spon-
tan erfolgen, oder diese Emission
kann durch ein (energetisch ,pas-
sendes”) dujSeres Photon veranlasst
werden. Dieser letztere Prozef$ heifst
stimulierte Emission. Er ist die
Grundlage fiir den Laser selbst.

1 One has carefully to distinguish
between this process of spontaneous
emission and the process of stimula-
ted emission (amplified spontaneous
emission). Both are based on a tran-
sition of the molecule to an excited
state, from there the emission may
occur spontaneously, or this emission
may be caused by an energetically
suited external photon. The latter
process is called stimulated emission,
it is the basis for the laser itself.

Fig.1)
Mechanisms of fluorescence
excitation



Laser-induzierte Fluoreszenzspektroskopie

Fig. 2)

Manifoldness of processes, which
may start from the first excited sin-
glet state and may influence the
fluorescence

In diesen Charakteristika der Emission
spiegeln sich in sensibler Weise auch Pro-
zesse wider, die mit der Emission konkur-
rieren. Dies konnen sowohl Kandle der
intramolekularen Desaktivierung als auch
zwischenmolekulare Prozesse (Abb. 2) sein.
In diesem Zusammenhang kann auch das
Anregungsspektrum der Fluoreszenz infor-
mativ sein, insbesondere, wenn es sich vom
Absorptionsspektrum unterscheidet.

Die molekulare Emission (Photolumines-
zenz) enthéalt also in sehr sensitiver Weise
sowohl Informationen Uiber das emittie-
rende Molekil selbst, Uiber die intra- und
intermolekulare Dynamik, als auch uber
seine (Mikro)Jumgebung.

Daraus resultieren die Hauptanwendungs-
gebiete der molekularen Lumineszenz-
spektroskopie und -analytik:

- Aufklarung von photophysikalischen

und photochemischen Eigenschaften

und Strukturzusammenhéangen fur das
emittierende Molekiil selbst (in seiner
jeweiligen Umgebung);

Einsatz des emittierenden Molekils als

,molekulare Sonde” (,fluorescent probe”)

bei der Untersuchung komplexer biologi-

scher, biochemischer oder physiko-
chemischer Systeme;

- Molekulare Emission als analytische
Methode zum Nachweis vielfaltigster
Stoffklassen, wie z.B. Drogen, Kohlenwas-
serstoffe, Proteine, Pigmente; bzw. auch
Einsatz des emittierenden Molekuls als
molekularer Sensor” fiir einen bestimm-
ten physikalischen/physikochemischen
Parameter (z.B. pH).

These above mentioned characteristics of
luminescence may reflect in an indirect, but
sensitive manner also processes, which are
in concurrence with the emission. Such pro-
cesses either may belong to the intramole-
cular de-activation channels or can be inter-
molecular processes (Fig. 2). This way, the
photoluminescence may deliver in a sensiti-
ve manner information on the emitting
molecule itself (about its intra- and inter-
molecular dynamics) as well as information
about its (micro)environment.

Thereof result the main application fields of
molecular luminescence spectroscopy and
analytics:

- Enlightenment of photophysics, photo-
chemistry and structural relationships for
the emitting molecule itself
(in its particular environment);

- Use of the emitting molecule as a

“fluorescent probe” in the investigation

of complex biological, biochemical or

physicochemical systems;

Molecular emission as analytical method

for the detection of multivarious classes

of materials like e.g. drugs, environmental
poisons, hydrocarbons, proteins, pigments;
also the emitting molecule can be used
as a molecular sensor for a definite
physical/physicochemical parameter

(e.g. pH).



Auf verschiedenen dieser Fluoreszenz-
Anwendungsgebiete ist die Zuginglich-
keit von Informationen iber Stoffe und
Prozesse durch die Anregung mittels
Lasern geradezu revolutioniert worden; die
Einzigartigkeit bzw. die Vorzlige von LIF
erstrecken sich in viele Dimensionen, bei-
spielsweise hinsichtlich des Ortes sowohl
auf Hochstauflosung im Nanometer-
Bereich als auch auf Fernerkundung im
Kilometer-Bereich. Wesentliche neue LIF-
Anwendungsfelder basieren auch auf den
Moglichkeiten der Fluoreszenzanregung
durch laser-basierte simultane oder stu-
fenweise Mehrphotonenabsorption (siehe
Abb.1).

The availability of excitation by lasers has
brought a real “revolution” in several of the-
se fluorescence application fields in the
access to information about materials and
processes. The uniqueness and advantages,
resp., of LIF extend in many dimensions;
with respect to local dimensions it spans
from the highest-resolution nanometer
range to the kilometer range in remote sen-
sing. Other important new fields of LIF
application are based on laser-induced
simultaneous or stepwise multiphoton
absorption ( Fig. 1).

Einfiihrung
Introduction

.
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Photolumineszenz



Photolumineszenz eines Molekls tritt auf
als Ergebnis der Absorption von Photonen,
verbunden mit der Uberfihrung eines Elek-
trons aus einem Elektronenorbital des
Grundzustandes in ein angeregtes Elektro-
nenorbital; das Molekil befindet sich dann
in einem elektronischen Anregungszustand.

Anstelle einer Energieaufnahme durch
Photonen kann ein Molekil auch durch
andere Arten von Energiezufuhr in einen
Anregungszustand tUberfihrt werden und
dann ebenfalls lumineszieren. Solche Mog-
lichkeiten sind zum Beispiel:

- Anregung durch chemische Prozesse, die
zu Chemolumineszenz fiihrt,

Anregung durch biochemische Prozesse,
die zu Biolumineszenz fihrt,

Anregung durch Reibungskrafte, die zu
Tribolumineszenz fihrt,

- Anregung durch ionisierende Strahlung,
die zu Radiolumineszenz fiihrt,
Anregung im elektrischen Feld, die zu
Elektrolumineszenz fuhrt.

Photolumineszenz ist der Oberbegriff fur
normale Fluoreszenz (hdufig einfach als
Fluoreszenz bezeichnet), verzégerte Fluo-
reszenz und Phosphoreszenz.

Bei Fluoreszenz geht ein Elektron aus einem
Singulett-Anregungszustand in den Grund-
zustand tiber, ohne dass sich die Spinorien-
tierung des Elektrons dndert. Das liberge-
hende Elektron ist sowohl in dem Anre-
gungszustand als auch im Grundzustand
mit seinem Spin antiparallel orientiert zu
einem zweiten (sog. ungepaarten) Elektron
im Grundzustand. Molekulare Energiezu-
stdnde, in denen alle Elektronen zu Paaren
mit antiparallelem Spin gehoren, heifien
Singulettzustande (in den Abbildungen
gekennzeichnet mit dem Symbol S). Fluores-
zenz ist also ein Singulett - Singulett Uber-
gang?. Solche Ubergénge sind ,erlaubt”, d.h.
sie erfolgen mit hoher Ubergangsrate (typi-
scherweise 108 s77).

Der Ausgangszustand der Phosphoreszenz
ist ein Triplett-Anregungszustand (in den
Abbildungen gekennzeichnet mit T), hier
ist das angehobene Elektron mit seinem
Spin parallel orientiert zu einem zweiten
Elektron in einem Grundzustands-Orbital.
Phosphoreszenz erfolgt als Riickkehr des
angehobenen Elektrons unter Umkehr sei-
ner Spinorientierung in dieses Grundzu-
stands-Orbital. Phosphoreszenz ist also ein
Triplett - Singulett Ubergang. Solche Uber-

Photoluminescence of a molecule occurs as
result of absorption of photons, by which
an electron from a ground state orbital is
transferred to an excited state orbital; the
molecule is then in an electronically excited
state.

Instead of energy uptake by photons, mole-

cules can be transferred to an excited state

also by other means of energy uptake and

as a result, also show luminescence. Such

possibilities are for example:

- excitation as result of chemical processes,
which results in chemoluminescence,

- excitation via biochemical processes,
which results in bioluminescence,

- excitation by frictional forces, which
results in triboluminescence,

- excitation by ionizing radiation, which
results in radioluminescence,

- excitation in an electric field, which results
in electroluminescence.

Photoluminescence is the generic term for
normal fluorescence, (usually simply called
fluorescence), delayed fluorescence and
phosphorescence.

Fluorescence is connected with the transiti-
on of an electron from a singlet excited
state to the ground state without change in
the spin orientation of that electron; this
spin is in the excited state as well as in the
ground state oriented antiparallel to a
second electron in the ground state. Mole-
cular energy states, in which all electrons
belong to pairs with antiparallel spin are
named singlet states. (In the figures, these
states are labeled by symbol S). Therefore,
fluorescence is a singlet —singlet transiti-
on2. Such transitions are “allowed”, which
means they take place with a high transiti-
on rate (typically 108577).

The initial state of phosphorescence is a tri-
plet excited state (in the figures labeled by
T),in this case the spin of the lifted electron
is oriented parallel to a second (so-called
unpaired) electron in a ground state orbital.
Phosphorescence occurs as return of the lif-
ted electron in that ground state orbital,
connected with spin orientation reversal.
Therefore, phosphorescence is a triplet -
singlet transition. Such transitions are “for-
bidden”, they take place with small transition

Photolumineszenz
Photoluminescence

Dr. D. Leupold
LTB Lasertechnik Berlin

2 In einer strikteren Definition ist
Fluoreszenz ein Spin-erlaubter
strahlender Elektronen-Ubergang;
ein solcher kénnte also auch zwi-
schen zwei Triplett-Zustdnden auf-
treten. In der Praxis wird aber Emis-
sion aus héheren molekularen Tri-
plettzustdnden kaum beobachtet.

2 In a more strict definition, fluores-
cence is a spin-allowed radiative
electron transition; as such, it could
occur also between two triplet states.
In reality, emission from higher exci-
ted molecular triplet states is extre-
mely scarce.

.
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3 Sowohl ISC als auch Phosphores-
zenz werden ermoglicht durch eine
sogenannte Spin-Bahn-Kopplung,
die bewirkt, dafs ein Singulett-Anre-
gungszustand eine ,Beimengung”
von Triplett-Charakter erhalten
kann und umgekehrt.

3 ISC as well as phosphorescence are
enabled by a so-called spin-orbit-
coupling, which results in small mix-
ture of triplet character to a singlet
excited state and vice versa.

Fig. 3)

Schemes of excitation

of phosphorescence and delayed
fluorescence (two types) in compari-
sion to normal fluorescence

giange sind ,verboten”, sie erfolgen mit
geringer Ubergangsrate (typischerweise <
10" s1). Direkte Triplett-Anregung aus dem
Grundzustand ist als ein Singulett - Tri-
plett Ubergang ebenfalls verboten; Tri-
plettzustande werden auf dem ,Umweg”
uber eine Singulett-Anregung mit einem
anschlieflenden Spinumkehr-Prozefd (In-
tersystem-Crossing, ,ISC”)3 bevolkert, z.B.
So— S;~> T, (siehe Abb. 3).

Bei der Absorption von Photonen werden
Molekdule in der Regel nicht in reine Elek-
tronen-Anregungszustande uberfihrt,
sondern es werden gleichzeitig auch
Schwingungen angeregt. Diese Schwin-
gungen klingen im allgemeinen schnell
ab, d.h. wahrend sich das Molekul noch im
Elektronen-Anregungszustand befindet.
Die Photolumineszenz erfolgt dann ubli-
cherweise aus diesem schwingungslosen
Zustand. (In den Abbildungen bezeichnet
der erste Index jeweils die Nummer des
Elektronenanregungszustandes, der zwei-
te den Schwingungszustand. Beispiel: S,
ist der n-te Singulett-Anregungszustand
im v-ten Schwingungszustand).

Die normale Fluoreszenz erfolgt bei orga-
nischen Molekulen Uiblicherweise aus dem
Zustand 51,0' unabhdngig davon, zu wel-
chem Singulettzustand die Anregung
fihrt. Dies resultiert daraus, dass in hohe-
ren Singulettzustdnden eine rasche Um-
wandlung von Elektronen-Anregungs-
energie in Schwingungsenergie moglich ist
(Innere Konversion ,IC", siehe Abb. 1, Kap.
1.1). Es gibt wenige Ausnahmen von dieser
sog. Kasha-Regel, eine solche atypische
Fluoreszenz wird z.B. bei Azulen aus dem 2.

Singulett-Anregungszustand beobachtet.

rate (typically — 10's™). Direct triplet excita-
tion from the ground state is, as a singlet -
triplet transition, also forbidden; triplet
states become populated on the “round-
about route” of singlet excitation with a
subsequent spin reversal process (intersy-
stem crossing, abbreviated by ISC)3, e.g.
So—51~>T, (see Fig.3).

Usually, by absorption of photons, molecu-
les are not transferred to pure electronic
excited states, but simultaneously also
vibrations become excited. These vibrations
usually decay very rapidly, i.e. while the
molecule is still in the electron excited
state. In this case, photoluminescence
starts from this vibrationless state. (In the
figures, the labeling of the energy states
(S;T) gives with the first index the number
of the electron state, with the second index
that of the vibrational state. Example: S,
denotes the v-th vibronic state in the n-th
singlet excited state).

With organic molecules, the starting level of
direct fluorescence is usually the state S, ,
independent of the initially excited state.
There are only few exceptions from this so-
called Kasha-rule; one of them is fluorescen-
ce from the second excited singlet in azule-
ne. This rule is based on the rapid conversi-
on of electronic excitation energy into vibra-
tional energy (Internal conversion, IC), which
may occur in higher excited singlet states
(see Fig.1,chap.1.1). The same is true for hig-
her triplets.




Neben der normalen Fluoreszenz kann
auch verzogerte Fluoreszenz auftreten.
Dafiir gibt es zwei unterschiedliche Ursa-
chen (siehe Abb. 3): Verzogerte Fluoreszenz
vom ,E-Typ” (so genannt, weil erstmals an
Eosin beobachtet) basiert auf der thermi-
schen Anregung eines Molekils aus dem
schwingungslosen niedrigsten Triplettzu-
stand auf ein héherenergetisches Triplett-
niveau, von dem aus ISC zurlck in das Sin-
gulettsystem moglich ist, mit anschliefien-
der Fluoreszenz. Verzogerte Fluoreszenz
vom ,P-Typ” (erstmals am Pyren beobach-
tet) kann dann auftreten, wenn zwei iden-
tische Molekiile, die sich beide im Triplett-
zustand befinden, so miteinander wech-
selwirken, dafl eines von beiden in den
Grundzustand zurtickkehrt und das ande-
re in einen hoherangeregten Singulettzu-
stand versetzt wird. Aus diesem kann es
zum ersten Singulett-Anregungszustand
relaxieren und von dort fluoreszieren. Die-
ser Wechselwirkungsprozef heifst Triplett-
Triplett Annihilation (siehe Abb.3).

Die verzogerte Fluoreszenz hat dieselbe
spektrale Verteilung (,Farbe”) wie die nor-
male Fluoreszenz, aber ein anderes zeitli-
ches Verhalten: sie klingt langsamer ab.

Ublicherweise (in der konventionellen Spek-
troskopie) wird die Photolumineszenz durch
Einphotonen-Absorption angeregt. Mit
Lasern sind solche Anregungsintensitaten
verfligbar, die auch simultane Zwei- oder
Mehrphotonen-Absorptionen ermoglichen,
dh. die Photolumineszenz kann statt mit
einem Photon der Energie E= h-cA™t auch mit
zwei Photonen der Energie E/2= h-c(2A)?
oder mit n Photonen der Energie
E/n=hc(nA) ! angeregt werden (siehe Fig. 1).
Die Anregungswellenlangen riicken damit
immer weiter ins rote/infrarote Spektral-
gebiet. Das kann Vorteile haben, z. B. wird
bei Lumineszenzanregungen im Gewebe
mit roter Strahlung die grofstmogliche Ein-
dringtiefe erreicht.

Photolumineszenz kann auch durch stu-
fenweise Absorption von zwei oder mehre-
ren Photonen angeregt werden, auch dies
ist ein Laser-basierter Prozefs. Auf diese
Weise ist es z. B. moglich, ultraschwache
Fluoreszenzen von hoheren Singulett-
Anregungszustanden zu detektieren, die
bei Einphotonenanregung unbeobachtbar
sind. Abb. 1, Kap.11 zeigt das Schema einer
so angeregten anomalen Fluoreszenz.

Beside the normal fluorescence also delayed
fluorescence may occur. There are two diffe-
rent causes for this (see Fig. 3): Delayed fluo-
rescence of “E-type” (named after its first
observation with eosin) is based on the
thermic excitation of a molecule from its
vibration-less lowest triplet state to a
higher vibronic state, from which ISC back
to the singlet system is possible, with sub-
sequent (delayed) fluorescence. Delayed
fluorescence of “P-type” (at first observed
with pyrene) may occur, if two identical
molecules, each in the triplet state, interact
in such a way, that one of them returns to
the ground state and the other jumps into a
higher excited singlet state. From there, it
may relax in usual way by IC and then show
(delayed) fluorescence. The said interaction
process of the two molecules is called triplet-
triplet annihilation (see Fig. 3).

Delayed fluorescence shows the same spec-
tral distribution (color) like the normal fluo-
rescence, but a different temporal behavio-
ur: it delays more slowly.

Usually (by conventional spectroscopy) photo-
luminescence is excited by one-photon
absorption. With lasers, excitation intensities
are available, which render possible also simul-
taneous two- or multi-photon absorption. This
means, photoluminescence can be excited
with (instead of one photon of energy
E=h-cA™l) two photons of energy B/2=hrc:(2A)
each, or with n photons of E/n= h-c:(nA)? (see
Fig. 1). This way, the excitation wavelengths
shift more to the red/near infrared spectral
region. This may have advantages, e.g. for in-
deep excitation in tissue.

Photoluminescence may be excited also by
stepwise absorption of two or more pho-
tons, also this is a laser-based process. This
way e.g. it is possible to detect ultraweek
fluorescence from higher excited singlet
states, what is impossible with direct one-
photon excitation. Also this may have speci-
al advantages. Fig.1, chap.1.1 shows the exci-
tation scheme of such an anomalous fluo-
rescence.

Photolumineszenz
Photoluminescence

.
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Charakteristika der Fluoreszenzstrahlung



Die Fluoreszenz organischer Molekule ist in
erster Linie charakterisiert durch ihre spek-
trale Verteilung (Farbe). Zur Messung dieses
Fluoreszenzspektrums wird bei einer geeig-
net fixierten Anregungswellenlédnge (z.B.im
Maximum einer Absorptionsbande) die
Intensitatsverteilung tiber der Wellenlange
registriert. Dieses Fluoreszenzspektrum
besteht bei Molekiilen in der kondensierten
Phase bei Normaltemperatur in der Regel
aus einer Bande mit einer spektralen Breite
von einigen 10 nm. Dies resultiert daraus,
dass, selbst wenn der entsprechende fluores-
zierende Elektronentibergang ausschliefilich
zwischen je einem Schwingungszustand
einer dominierenden Schwingungsmode
des Ausgangs-und Endzustandes erfolgt
(z.B. 51,0 -Soyin Abb.1,Kap.11),dann den-
noch diese Emissionslinie spektrale Ver-
breiterungen verschiedener Ursache
erfahrt, wie z.B. Rotationen, Stof3e, Fluktua-
tionen der Molekilumgebung (z.B. des
Losungsmittel "kéfigs”).

Meistens erfolgen aus S, , (mit abgestuf-
ter Intensitat) noch weitere Ubergénge
(Sl,O ~Sou-S1,0- SO.Z)' Diese sog. Schwin-
gungsprogression kann in Form mehrerer
Subbanden im Fluoreszenzspektrum deut-
lich ausgepragt sein (vgl. Abb. 4, links
unten), insbesondere bei Tieftemperatur,
oder auch ,,verschmiert” sein. Informativ ist
auch die Intensitatsverteilung innerhalb
einer solchen Schwingungsprogression:
Die Intensitat der einzelnen Subbanden

kann vom Kurz- zum Langwelligen mono-

ton abnehmen, dies deutet an, dass die
Kernkonfigurationen im Grund- und Anre-
gungszustand weitgehend identisch sind
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Primarily, the fluorescence of organic
molecules is characterized by its spectral
distribution (color). To measure this fluo-
rescence spectrum, the wavelength-
dependence of the intensity distribution
is measured at a suitably fixed excitation
wavelength (e.g. at the maximum of the
absorption band). With molecules in con-
densed phase, at room temperature usual-
ly this fluorescence spectrum consists of
one band with a spectral width of several
10 nm. The reason for this remarkable
width is that the emission line is exposed
to spectral broadenings of different origin
like rotations, impacts,and fluctuations of
the molecule environment (e.g. of the sol-
vent cage), even if the fluorescent electro-
nic transition in question takes place sole-
ly between one vibrational state of a
dominant vibrational mode in the termi-
nal and final state each (e.g.S; 5~ Sgy in
Fig.1, chap.1.). , ,

In most cases, from S, 5 there are further
transitions  with differmg intensity
(51,0*50,u , 51,0*50()' This so-called vi-
brational progression may be reflected by
several sub-bands in the fluorescence spec-
trum, especially at low temperatures (Fig. 4,
lower, left), or it can be smeared out (Fig. 4,
lower, right). Also informative is the intensity
distribution within such vibrational progressi-
on: If the intensity of the sub-bands is mono-
tonously decreasing from the shorter to lon-

ger wavelengths, this reflects almost identical
nuclear configurations in the ground and
excited state (Fig. 4, left). If on the other hand

Dr. D. Leupold
LTB Lasertechnik Berlin

Fig. 4)

Potential energy diagrams (top) and
related absorption/fluorescence spec-
tra (bottom) of fluorophores without
(left) and with (right) change of
nuclear configuration as result of
excitation. In addition, a different
degree of spectral resolution is shown
to illustrate the usual effect of low
(left) and room (right) temperature.
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(vgl. Abb. 4,links). Durchlauft hingegen die
Intensitdt der Subbanden ein Maximum, so
sind die relaxierten Kernkonfiguationen im
Grund- und Anregungszustand verschie-
den, d.h. die Potentialkurven sind gegen-
einander versetzt (siehe Abb. 4, rechts).

Im einfachsten Fall ist das Fluoreszenz-
spektrum ein Spiegelbild der langwellig-
sten Absorptionsbande (siehe Abb. 4). Diese
Spiegelsymmetrie sagt dann aus, dass die
energetischen Abstdnde zwischen den
Schwingungsniveaus im Grund- und Anre-
gungszustand (nahezu) gleich sind.

Zwischen Absorptionsbande und Fluores-
zenzbande gibt es in der Regel eine spektra-
le Versetzung, namlich eine Rotverschie-
bung der Fluoreszenz. Diese sog. Stokes-
Verschiebung ist in erster Linie eine Folge
der FC-Relaxation bei differierenden Elek-
tronendichteverteilungen und Kernkonfi-
gurationen im Grund- und Anregungszu-
stand. Solche Unterschiede in der Elektro-
nendichteverteilung kénnen durch Umge-
bungseinfliisse zu noch grofieren Stokes-
Verschiebungen fiihren: Beispielsweise
bewirken Umorientierungen einer Lo-
sungsmittelumgebung als Reaktion auf
eine durch Elektroneniibergang veranderte
Elektronendichteverteilung im geldsten
Molekil eine energetische Stabilisierung
des Anregungszustandes. Solche Losungs-
mittel -bedingten Rotverschiebungen (bat-
hochrome Solvatochromie) der Fluoreszenz
kénnen mehrere 100 nm betragen.

Genannte Effekte wie die Anderung des
Losungsmittelkafigs schlagen sich nur
dann in den Fluoreszenzeigenschaften nie-
der, wenn sie innerhalb der Lebensdauer
des fluoreszierenden Anregungszustandes
wirksam werden, wenn also z.B. die
Losungsmittel hinreichend viskos sind.

Eine informative Meflgrofle kann in
bestimmten Fallen auch das Fluoreszenz-
Anregungsspektrum sein. Zu dessen Mes-
sung wird die Fluoreszenzintensitdt bei
fester Wellenlange (z.B. im Maximum der
Fluoreszenzbande) mit einer lber den
Spektralbereich des entsprechenden
Absorptionsspektrums variierten Anre-
gung konstanter Intensitdt ermittelt.
Abweichungen dieses Anregungsspek-
trums vom Absorptionspektrum liefern z.B.
bei zusammengesetzten Energietransfer-
ketten direkte Aussagen zur Effektivitat
des zwischenmolekularen Transfers.

from shorter to longer wavelengths the inten-
sity of the sub-bands goes through a maxi-
mum, this means that the relaxed nuclear
configurations in the ground and excited
state are different from each other, i.e. their
potential surfaces are shifted from each
other (Fig. 4, right).

In the simplest case, the fluorescence spec-
trum is the mirror image of the longest-
wavelength (red-most) absorption band (see
also Fig. 4). This mirror symmetry reflects,
that the energetic differences (spacings) bet-
ween the vibrational levels in the ground and
excited state are more or less equal.

Usually, there is a spectral shift between
the red-most absorption and fluorescence
band, namely a red-shift of fluorescence.
This so-called Stokes-shift is primarily cau-
sed by the FC-relaxation at differing elec-
tron density distributions as well as nucle-
ar configurations in the ground and exci-
ted state. Due to influences from the envi-
ronment, such differences in electron den-
sity distributions can result in even enhan-
ced Stokes-shifts: for example, reorientati-
on of a solvent cage as reaction of a
changed electron density distribution after
electron transition in the dissolved mole-
cule results in an energetic stabilization of
the excited state. Such solvent-caused red
shifts of fluorescence (bathochromic sol-
vatochromism) may be as large as several
100 nm.

The said effects like change of the solvent
cage result in changes of the fluorescence
properties only if they occur within the life-
time of the fluorescent excited state, e.g. if
the solvent is sufficiently viscous.

In certain cases, also the excitation spec-
trum of the fluorescence may be informati-
ve. To measure it, the fluorescence intensity
at a fixed wavelength (for example at the
maximum of the fluorescence band) is regi-
stered while varying the wavelengths of a
constant excitation intensity over the spec-
tral range of the corresponding absorption
spectrum. Differences between the latter
and this excitation spectrum give e.g. for
composed energy transfer chains direct
information on the efficiency of intermole-
cular transfer.



Die Messung des Fluoreszenz-Anregungs-
spektrums kann auch eine wichtige Identi-
fizierungsmethode fir Spuren von organi-
schen Verunreinigungen sein.

Die Fluoreszenzlebensdauer T ergibt sich als
reziproker Wert der Summe der Geschwin-
digkeitskonstanten aller Prozesse, die zu
einer Desaktivierung des fluoreszierenden
Anregungszustandes fithren; bei Betrach-
tung von ausschliefflich intramolekularen
Prozessen gilt

= (kr + kIC + kISC)_l,
dabei ist
k, die Geschwindigkeitskonstante fiir die
strahlende Desaktivierung, die ausschlief3-
lich durch die elektronischen Eigenschaf-
ten des Molekuls bestimm wird,
kr_l heif’t naturliche Lebensdauer, bzw.
Strahlungslebensdauer; sie ist in der Regel
umso grofier, je schwicher der zugehorige
Absorptionsubergang ist.
kjc ist die Geschwindigkeitskonstante der
inneren Konversion (Umwandlung von
Elektronen- in Schwingungsenergie und
deren strahlungslose Desaktivierung)
kigc ist die Geschwindigkeitskonstante der
Singulett-Triplett-Konversion.

Je dominierender k; im Verhaltnis zu den bei-
den strahlungslosen Prozessen ist, desto
hoher ist die Fluoreszenzquantenausbeute
®p; sie stellt das Verhaltnis der Anzahl der
durch Fluoreszenz emittierten Photonen zu
den absorbierten Photonen dar und berech-
net sich gemafy
(DF = kl’(kl’ + kIC + kISC)_l'

Sinngemaf? entsprechend sind ®jc und
®rg definiert, die die Anteile der angereg-
ten Molekile angeben, die Uber innere
Konversion bzw. Singulett-Triplett-Konver-
sion desaktivieren.

Alle zwischenmolekularen Prozesse, die
wahrend der Lebensdauer des fluoreszieren-
den Anregungszustandes wirksam werden,
tragen zum Abklingverhalten bei und ver-
ringern die Fluoreszenzquantenausbeute.
Dies kénnen Stofle mit sog. Fluoreszenlo-
schern (dynamische Loschung) sein, weitere
solche Prozesse zeigt Abb. 2, Kap. 1.1. Es gibt
aber auch zwischenmolekulare Prozesse, die
zwar die Quantenausbeute, aber nicht das
Abklingverhalten beeinflussen. Diese Pro-
zesse finden dann in einem anderen als dem
fluoreszierenden Zustand statt, z. B. die Bil-
dung von Loschkomplexen im Grundzu-
stand (statische Loschung).

Charakteristika der Fluoreszenzstrahlung

Measurement of the excitation spectrum
of fluorescence also may be an important
method to identify traces of organic impu-
rities.

The fluorescence lifetime T is the reciprocal

of the sum of rate constants of all processes,

which contribute to the deactivation of the

fluorescent excited state; if these processes

are exclusively intramolecular, then it holds
g = (kl’ + kIC + kISC)_l,

where

k, is the rate constant for radiative deactiva-

tion, which is determined exclusively by the

electronic properties of the molecule.

kr'l is called natural lifetime or radiative life-

time, respectively. As a rule, it is the larger,

the weaker the corresponding absorptive

transition is.

kjc is the rate constant of internal conversi-

on (transformation of electronic in vibratio-

nal energy and radiationless deactivation of

the latter)

kigc is the rate constant of singlet-triplet

conversion (“intersystem crossing”).

The more dominant k; is in relation to

both radiationless processes, the higher is

the fluorescence quantum yield ®g; it

represents the ratio of the number of

emitted and absorbed photons; it holds
O = ky(ky + kyc +kygc)?

The definitions of ®rcand ®Pgc are ana-
logously; they represent the portion of exci-
ted molecules, which deactivate via internal
conversion and via intersystem crossing,
respectively.

All intermolecular processes, which become
effective during the lifetime of the fluores-
cent excited state, contribute to the decay
and diminish the fluorescence quantum
yield, e.g. impacts with so-called fluorescen-
ce quenchers (called dynamical quenching);
other types of such processes are indicated
in Fig. 2, chap.1.2. On the other hand, there
are also intermolecular processes, which
influence the fluorescence quantum yield,
but not the decay. These processes take pla-
ce in another state than the fluorescent
state, one example is the formation of
quenching complexes in the ground state
(static quenching).

Characteristics of fluorescence radiation

.



.

Laser-induzierte Emissionsspektroskopie
Laser-induced fluorescence spectroscopy

Ein weiteres informatives Charakteristikum
der Fluoreszenz ist deren Polarisation: Wird
mit monochromatischem, linear polarisier-
tem Licht in eine isotrope Molekulverteilung
eingestrahlt, so werden bevorzugt jene
Molekiile angeregt, deren Ubergangsdipol-
moment parallel ist zur Polarisationsrich-
tung, d.h. es entsteht durch diese sog. Photo-
selektion eine anisotrope Verteilung ange-
regter Molekiile. Wenn diese Molekiile fluo-
reszieren, dann ist auch die Fluoreszenz ani-
sotrop, d.h. bevorzugt in einer Richtung pola-
risiert. Diese Anisotropie berechnet sich aus
den parallel und senkrecht zur Anregungs-
polarisation gemessenen Fluoreszenzinten-
sitdten I, und Ig zu

A = (Ip -1Ig) (1p +21g)7

Diese Anisotropie ist maximal, wenn wah-
rend der Fluoreszenzlebensdauer keinerlei
Rotationsdiffusion erfolgt (,rigid systems”)
und kein Energietransfer.

Dann gilt
A= (3c0s25-1)/s,

wobei & den Winkel zwischen Absorpti-
ons- und Emissions-Ubergangsdipolmo-
ment darstellt, der sich also auf diese Wei-
se experimentell ermitteln lasst. So ergibt
sich beispielsweise im Fall von parallelem
Absorptions- und Emissions-Ubergangs-
moment ein Wert

A=2/s5.
Sind hingegen diese beiden Ubergangs-
momente senkrecht zueinander (méglich
z.B. bei Anregung in den Zustand S, und
Fluoreszenz aus Sl), dann ergibt sich der
Wert

A=-1/s.
Der andere Extremfall, in dem sich wahrend
der Fluoreszenzlebensdauer die angeregten
Molektle bereits vollstandig isotrop vertei-
len, ergibt den Wert

A=o.
Fur die meisten Molekiile, insbesondere
auch biomolekulare Systeme, liegt der Wert
fir die Fluoreszenz-Anisotropie zwischen
den genannten Grenzfillen; die durch Pho-
toselektion erzeugte Fluorenz-Anisotropie
klingt wahrend der Fluoreszenzlebensdau-
er nur partiell ab. Hier liefert die statische
und insbesondere auch die zeitaufgeloste
Anisotropiemessung (Kurzpulsanregung)
interessante Zugdnge beispielsweise zu
schnellen Energietransferprozessen und
zur Bewegung, Grofle und Form von
Makromolektilen, letzteres zuganglich
gemacht Uber starr angekoppelte Fluores-
zenzsonden.

Another informative characteristic of fluo-
rescence is their polarization: if molecules in
an isotropic distribution are irradiated by
monochromatic, linearly polarized light,
then preferentially those molecules with
transition dipole moment parallel to the
direction of polarization become excited,
which means that because of this so-called
photoselection an anisotropic distribution
of excited molecules occurs. If these mole-
cules fluoresce, than also the fluorescence is
anisotropic, i.e. is polarized preferentially in
one direction. If Ip and Ig are the intensities
of fluorescence parallel and perpendicular
to the polarization of excitation, then the
anisotropy A is calculated according to
A = (Ip -Ig) (Ip +21)7

This anisotropy is maximal, if during the
lifetime of the fluorescent state there is no
rotational diffusion (so-called rigid systems)
and no energy transfer.

Then it holds
A = (3c0825-1)/s,
with & as the angle between the transition
dipole moments of absorption and emissi-
on, respectively, which this way can be
determined experimentally. For example, in
case of parallel orientation of these
moments it holds
A=2/5.

In case of perpendicular orientation (which
may be the case for excitation to S, and
fluorescence from S1) it holds

A=-1/5.

In the other extreme case, if during the life-
time of the fluorescent state the excited
molecules become completely isotropically
distributed, it holds
A=o.

For most of the molecules, especially also
for biomolecular systems, the fluorescence
anisotropy is within these limiting cases; it
decays during the fluorescence lifetime only
partially. Here the static and especially the
time-resolved measurement of the aniso-
tropy (the latter realized by short-pulse exci-
tation) gives informative access to rapid
energy transfer processes as well as to
movement, size and shape of macromolecu-
les, measured e.g. via rigidly coupled fluores-
cent probes.
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Hauptanwendungen
der Wechselwirkung von Materie
mit Laserstrahlung
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Main applications of the interaction of matter with laser radiatio
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Molekulare Lumineszenz-

spektroskopie und -analytik

Molecular luminescence
spectroscopy and analytics



Die wesentlichsten Anwendungen der
molekularen Lumineszenzlassen sich in drei
Kategorien einteilen:

1) Lumineszenzspektroskopie zur Aufkla-
rung von Photophysik, Photochemie (in der
in Abb. 2, Kap. 11 gezeigten Mannigfaltig-
keit) und Strukturzusammenhéangen fiir das
emittierende Molekiil selbst (unter den Ein-
flissen seiner jeweiligen Mikro-Umge-
bungsparameter. Ein komplexes Beispiel
hierftr ist die (Bakterio)Chlorophyll-Fluores-
zenz als universeller Informationstrager zu
photosynthetischen Lichtsammlungs-, Ener-
gietransfer- und Energiedissipations-Prozes-
sen im Zusammenhang mit strukturbeding-
ten exzitonischen Pigmentkopplungen.

2) Einsatz des emittierenden Molekiils als
molekulare Sonde bei der Untersuchung kom-
plexer biologischer, biochemischer oder physi-
kochemischer Systeme (,fluorescent probes”).
Typische Fragestellungen sind dabei z.B. die
Dynamik von Polymerketten; Lipid-Protein-
Wechselwirkungen und Licht-induzierte
Anderungen in biologischen Membranen;
Bindungsorte, Konformations-Ubergange,
Denaturierung, Dynamiken und Geometrien
in Proteinen; Wechselwirkungen von Zellen
untereinander und von Zellen mit Viren.
Dabei kann diese fluoreszierende Sonde

(i) selbst Bestandteil des zu untersuchenden
Systems sein (intrinsic probes), dies ist der
(seltene) Idealfall, ein Beispiel ist Tryptophan
in Proteinen;

(ii) kovalent an das zu untersuchende System
gebunden sein (extrinsic covalently bound
probes), z. BFluorescein-Derivate, die iiber
geeignete funktionelle Gruppen verfiigen,
um kovalent an Aminosauren zu binden. Ins-
gesamt ist dieser Fall aber auch nicht sehr
haufig wegen der Schwierigkeit der Synthese
von Makromolekiilen mit kovalent gebunde-
nen spezifischen fluoreszierenden Sonden;
(iii) mit dem zu untersuchenden System
nicht-kovalent assoziiert sein (extrinsic asso-
ciating probes). Das ist der hauptsachliche
Fall. Der Ort der Solubilisierung der Sonde im
zu untersuchenden System héingt ab von
der chemischen Natur der Sonde und der am
Ort induzierbaren spezifischen Wechselwir-
kung. Im einfachsten Fall ist eine Sonde Indi-
kator einer hydrophilen oder hydrophoben
Umgebung.

Die Falle (ii) und (iii) enthalten als mogliche
Komplizierung der Interpretation die lokale
Stérung des Systems durch die eingefiihrte
fluoreszierende Sonde; diese Storung wird

The essential applications of molecular lumi-
nescence can be subdivided into the following
three categories:

1) Luminescence spectroscopy is used to
enlighten the photophysics, photochemistry
(in the variety as shown in Fig. 2, cap.11) and
structural relationships for the emitting mole-
cule itself (in dependence on the parameters
of its micro-environment). In this respect, a
comprehensive example is the (bacterio)chlo-
rophyll fluorescence as a universal carrier of
information about photosynthetic light har-
vesting, energy transfer, as well as energy dis-
sipation processes in relation to structure-
based excitonic couplings of pigments.

2) Use of the emitting molecules as fluores-
cent probes in the investigation of complex
biological, biochemical or physico-chemical
systems. Typical problems in this respect are
e.g.the dynamics of polymer chains; lipid-pro-
tein interactions and light-induced changes in
biological membranes; positions of bonds,
conformation changes, denaturation, dyna-
mics and geometries in proteins; interaction
of cells with each other and with viruses.

In these cases,

(i) the fluorescent probe may be itself part of
the system under investigation (“intrinsic pro-
bes”), this is the (rare) ideal case, one example
is tryptophan in proteins; or

(i) an extrinsic fluorescent probe may be cova-
lently bound to the system under investigati-
on, fluorescein derivatives with functional
groups for covalent bonding to amino acids
are an example, but also this case is rather
rare because of the difficulty to synthesize
macromolecules with such covalently bound,
specifically fluorescing probes; therefore

(iii) extrinsic fluorescent probes non-covalent-
ly associated to the system under investigati-
on represent the dominating application. The
site of solubilization of the probe within the
system depends on the chemical nature of
the probe as well as on the induceable speci-
fic interaction at that site. In the simplest
case, the fluorescent probe is a indicator of a
hydrophilic or hydrophobic environment.

In cases (ii) and (iii) a possible complication of
interpretation may be caused by a local per-
turbation of the system under investigation
by the introduced fluorescent probe; this per-

Molekulare Lumineszenzspektroskopie und -analyti
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hauptsachlich bestimmt durch die Grofie
und Form (Struktur) der Sonde in Relation
zur sondierten Region.

3) Molekulare Emission als analytische
Methode. Dabei kann das Zielobjekt der
Analyse selbst fluoreszierend sein (direct
fluorometric detection), z.B. Nachweis aro-
matischer Kohlenwasserstoffe, Protein-
Nachweis in Blutserum oder in Milch, Nach-
weis bestimmter Drogen, Nachweis von
Chlorophyll. Uberwiegend sind aber indirek-
te Methoden erforderlich, z.B.

(i) Reaktion des Analyseobjekts mit einer
Spezies unter Bildung einer fluoreszieren-
den Verbindung (iiblicher Fall in der Flussig-
Chromatographie in Bio- und klinischer Che-
mie; die Bildung eines fluoreszierenden
Komplexes ist auch die Grundlage fiir viele
Ionen-Nachweisverfahren), bzw:.

(ii) Fluoreszenz-loschende Kollision des Ana-
lyseobjektes mit einem Fluorophor (geeignet
zB. fir den Nachweis von Gasen wie SO,,
H,S, oder auch von O,, zB. gelost in Wasser
oder Blut). Ein fiir einen selektiven Spezies-
Nachweis geeigneter Fluorophor wird mole-
kularer Fluoreszenz-Sensor genannt. Ein auf
einem solchen molekularen Fluoreszenz-
Sensor basierendes komplettes Mefisystem
fir den selektiven Nachweis des entspre-
chenden Analyseobjektes, z.B. O,, wird hiu-
fig (auch) Fluoreszenz-Sensor genannt.

(iii) Es gibt auch solche molekularen Fluores-
zenz-Sensoren fir bestimmte System-Para-
meter, zB. den pH-Wert. (In diesem Fall
meist als , fluorescent pH indicator” bezeich-
net, solche sind z.B. Cumarine).

Fir diese Anwendungen insbesondere in
biologischen Systemen sind eine Reihe von
standardisierten Techniken entwickelt
worden, wie z.B. FRET, der mittels Fluores-
zenz gemessene (Forster)-Resonanz-Energie-
Transfer iiber interessierende und so zu
ermittelnde Distanzen, FLIM, das ,fluores-
cence lifetime imaging” Lebensdauer-sensi-
bler fluoreszierender Spezies, sowie FRAP
(,fluorescence recovery after photoblea-
ching”), das die Laserbleichung von Sonden-
molekiilen fiir laterale Diffusionsmessun-
gen, z.B. von Lipiden oder Proteinen, nutzt.

Zahlreiche dieser Anwendungen sind durch
die Verfligbarkeit der Laser als Fluoreszenz-
Anregungsquelle Uberhaupt erst moglich
geworden bzw. in ihrem Informationsgehalt
wesentlich verbessert worden. Zeitauflosun-
gen im Femtosekundenbereich, Analytik im
Femtoliterbereich, Fernerkundung im Kilo-

turbation is determined by the shape (struc-
ture) and the size of the probe in relation to
the probed region.

3) Use of molecular emission as analytical
method. In this case, the target of analysis
itself may be fluorescent (direct fluorimetric
detection); examples are the detection of aro-
matic hydrocarbons, proof of proteins in blood
serum and milk, detection of drugs, detection
of chlorophyll. Most cases represent indirect
fluorometric detection, e. g.

(i) reaction of the object of analysis with a spe-
cies which results in the formation of a fluo-
rescent compound (this is the standard case
in liquid chromatography application in bio-
chemistry and clinical chemistry, it is also the
basis of several methods to detect ions);

(i) fluorescence-quenching collision of the
object of analysis with a fluorophor (useful for
the detection of gases like SO,, H,S, also for
0,, dissolved e.g. in water or blood). A fluoro-
phor, suitable for such a selective detection of
a species, is called molecular fluorescence sen-
sor. Often the complete measuring device for
selective detection based on such a sensor is
also called fluorescence sensor, e.g. for O,,.

(iii) There are also such molecular fluorescen-
ce sensors for certain system parameters, like
pH. (This special case, represented e.g. by cou-
marines, is often called directly “fluorescent
pH indicator”).

For these applications of molecular fluores-
cence spectroscopy especially in biological
systems, a series of standardized techniques
has been developed, e.g. FRET for the determi-
nation of intermolecular distances, based on
the fluorescence measurement as result of
Forster Resonance Energy Transfer, FLIM, the
Fluorescence Lifetime IMaging of lifetime-
sensitive fluorescent species, FRAP for the
determination of lateral diffusion coefficients,
e.g. of lipids or proteins, based on the laser
bleaching of molecular probes (Fluorescence
Recovery After Photobleaching).

Many of these applications of molecular fluo-
rescence spectroscopy and analytics either
has become possible only since the availabili-
ty of lasers as excitation source of fluorescen-
ce, or lasers essentially improved their content
of information. Some of these highlights are
time resolution in the femtosecond range,



meterbereich, Ortsauflosung im Nanome-
terbereich und nicht-invasive optische Biop-
sien sind einige der Highlights. (In diese
Kategorie gehort auch die nachstehend
beschriebene diagnostische Anwendung
einer Gewebefluoreszenz nach Femtosekun-
denlaser-basierter stufenweiser Zweiphoto-
nen-Absorption).

Anwendungsbeispiel

Fluoreszenzanalyse des Melanins mit Hilfe
des Femtosekundenlasers (Hautkrebsfriiher-
kennung)

Fluoreszenzmethoden spielten in der Dif-
ferenzialdiagnostik des malignen Mela-
noms bisher keine Rolle. Mittlerweile
steht ein Femtosekundenlaser- basiertes
mobiles Gerdt zum klinischen Testbetrieb
bereit. Dieses ermoglicht die fluoreszenz-
spektroskopische Identifizierung selbst
kleinster Tumorareale. Das Verfahren
basiert auf einem neuen Mechanismus
einer stufenweise Zweiphotonenabsorpti-
on von Melanin.

Die Rolle von Melanin im menschlichen
Hautgewebe ist zweischneidig: Einerseits ist
Melanin fiir die Pigmentierung der Haut
verantwortlich und schiitzt sie als nattirli-
cher ,Sonnenschirm”. Andererseits spielt
Melanin bei der Entartung gesunden Gewe-
bes zum malignen Melanom eine Schlussel-
rolle. Es liegt daher nahe, fiir die Differenzial-
diagnostik des malignen Melanoms auch
nach einer auf Melanin basierenden Metho-
de zu suchen. Allerdings fithrten Untersu-
chungen in dieser Hinsicht, insbesondere
was die Fluoreszenz-Methoden betrifft, lan-
ge Zeit zu keinem Erfolg.

Daflir gibt es zwei Griinde: Zum einen lag
dies daran, dass die Fluoreszenz des Melanins
auflerordentlich schwach ist; nur etwa jedes
zehntausendste Photon, das fiur die Anre-
gung vom Melanin absorbiert wird, wird als
Fluoreszenz re-emittiert (d.h. die Fluoreszenz-
Quantenausbeute betragt etwa 1074, der
uberwiegende Teil des Anregungslichtes
wird in thermische Energie umgewandelt).
Zum anderen unterscheiden sich die Fluores-
zenzspektren von normalem Hautgewebe
und malignem Melanom nur geringfiigig
(Abb. 5), wenn sie auf konventionelle Weise
durch Einphotonenabsorption angeregt wer-
den (Abb. 6a). Dartiber hinaus kénnen ande-
re korpereigene Stoffe mit hoherer Fluores-
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remote sensing in the kilometer range, local
resolution in the nanometer range as well as
non-invasive optical biopsies. (To this category
belongs also the subsequently described dia-
gnostic application of a tissue fluorescence
excited via a femtosecond laser-based stepwi-
se two-photon absorption).

Application example

Femtosecond laser-based analysis of mela-
nin fluorescence (Early diagnosis of black
skin cancer)

Up to today, fluorescence-based methods do
not play any role in the differential diagnosis
of malignant melanoma. Now, a femtose-
cond laser-based equipment is ready for clini-
cal testing, which will allow fluorescence
spectroscopic identification of even smallest
areas of tumorous skin tissue. The method is
based on a novel mechanism of stepwise
two-photon absorption of melanin.

The role of melanin in human skin may be
characterized as a two-edged sword: On the
one hand, melanin is responsible for pigmen-
tation of skin and its parasol-like protection.
But, on the other hand, melanin also plays a
key role in the malignant degeneration of
healthy skin tissue. Therefore it seemed well-
grounded to look for a melanin-based diagno-
sis method for malignant melanoma. Until
quite recently however, such investigations
were not successful, especially with fluores-
cence.

There are two reasons for it: firstly, the fluo-
rescence of melanin is extremely weak; only
about each tenthousandth of the absorbed
photons is re-emitted as fluorescence, i.e.
the fluorescence quantum yield is about
1074, the predominant portion of the absor-
bed excitation energy is transformed to
thermal energy. Secondly, the fluorescence
spectra of healthy tissue and of malignant
melanoma (when measured in the conven-
tional way by one-photon excitation, Fig. 6a)
differ only very slightly (Fig.5) and moreover,
the fluorescence of other endogeneous
fluorophors with considerably higher fluo-
rescence quantum yield like NADH, trypto-
phane, flavins may additionally mask this

Fig. 5)
Fluorescence spectra of excised sam-

ples of human skin tissue, obtained
by conventional one-photon excita-
tion at 400 nm (Fig. 6a).

Blue: normal healthy tissue; red:
malignant melanoma (nodular
melanoma, Clark level 4, tumor
thickness 1.7 mm according to
Breslow).
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Schematic representation of

fluorescence excitation

Fig. 6a)
in the conventional manner by
absorption of one photon

Fig. 6b)
by stepwise (subsequent) absorption

of two photons of half of the energy
(twice of the wavelength) as compa-
red to case a).

zenzausbeute (endogene Fluorophore, z.B.
NADH, Tryptophan, Flavine) selbst diese
geringen Unterschiede Uberstrahlen.- Auch
der Einsatz von Fluoreszenzmarkern konnte
an dieser Situation nichts andern.

Eine auf Melanin basierte Diagnostik flihrte

also bisher nicht zum Erfolg, daruber hinaus

gibt es generell noch keine nicht-invasive

Friherkennungsmethode fur das maligne

Melanom. Grundsatzlich muss eine solche

Methode zwei Bedingungen erfillen; adap-

tiert auf eine auf Melaninfluoreszenz basie-

rende Methode lauten diese:

- Selektivitat, insbesondere auch unter in-
vivo Bedingungen, d.h. die Melaninfluo-
reszenz muf3 ungestort von anderen Stof-
fen, insbesondere endogenen oder exoge-
nen Fluorophoren, messbar sein.

- Die maligne Entartung muf die selektier-
ten Fluoreszenz-Messparameter spezi-
fisch und signifikant verandern.

Die Losung des Problems, d. h. ein neuer
Zugang zur Melaninfluoreszenz in-vivo, ergab
sich erst kuirzlich, als man sich die ungewohn-
lichen Absorptionseigenschaften von Mela-
nin im langwelligen Spektralbereich zu Nutze
machte: Melanin verfugt vom nahen Ultra-
violett bis hin zum nahen Infrarot Uber eine
stetig abnehmende Absorptionsstarke, d.h.
sein Absorptionsspektrum ist eine monoton
fallende Kurve. Damit verhalt sich Melanin
nicht nur vollkommen anders als die meisten
organischen Verbindungen, deren Absorption
auf bestimmte begrenzte Spektralbereiche
konzentriert ist und die damit tber ein Ban-
denspektrum verfuigen, sondern es wird auch
moglich, Melanin als Einzelkomponente zu
messen, indem es in einer Spektralregion
angeregt wird, in der keine andere Hautkom-
ponente absorbiert und folglich auch nicht
zur Fluoreszenz angeregt wird. Ein solcher
Spektralbereich liegt z.B. bei und um 8oonm.
Zwar ist die Energie eines 8oo nm-Photons zu
gering zur Anregung der Melaninfluoreszenz,
aber dank eines kurzlebigen energetischen
Zwischenniveaus kann Melanin ein zweites
800 nm-Photon absorbieren und erreicht
Uber diese stufenweise Zweiphotonen-
Absorption das Fluoreszenzniveau (Abb. 6b).
Das Fluoreszenzspektrum des auf diese Wei-
se selektiv angeregten Melanins widerspie-
gelt die maligne Entartung des Hautgewe-
bes spezifisch und signifikant: Die signifi-
kante Veranderung des Fluoreszenzspek-
trums ist beispielhaft in Abb. 7 gezeigt; die
maligne Entartung verschiebt das Fluores-
zenzmaximum ins Rote. An einer breiten

difference. Experiments with markers did
not improve the situation.

In summary, till now the general criteria of a

clinical method for early detection of mali-

gnant melanoma could not be fulfilled.

Such criteria, adapted to the aim of melano-

ma detection by fluorescence, are

- selectivity of the method (especially also
in-vivo, this means exclusion of any
disturbance by endogeneous or exoge-
neous fluorophores),and

- the malignant degeneracy must change
the selected fluorescence parameter
specifically and significantly.

The solution of the problem, i.e. a new
approach to the melanin fluorescence in-vivo,
could be found only recently by making use of
the unusual absorption behaviour of melanin.
Its spectrum between the UV and the near IR
shows a monotonously decreasing shape,
whereas other organic compounds typically
show absorption bands in distinct spectral
regions. Due to this special absorption, it is
possible to excite melanin in a spectral range,
where no other components of skin tissue
absorb and therefore do not fluoresce. Such
spectral range e.g. is at and around 8oo nm.
The energy of one 8oo nm-photon is too
small to induce the melanin fluorescence. But
thanks to an intermediate energy level mela-
nin can absorb a second 800 nm-photon, and
via this stepwise two-photon absorption
melanin reaches the fluorescent level (Fig. 6b).

The fluorescence spectrum of the this way
selectively excited melanin reflects specifical-
ly and significantly a malignant degeneration
of skin tissue. The significant change of the
spectral shape of the fluorescence is shown
exemplarily in Fig. 7: the malignant degenera-
tion shifts the maximum towards the red.
Investigation of a broad range of other skin
deseases like basal cell carcinoma, fibroma,
keloid, balanitis, squamous cell carcinoma
showed, that this spectral red shift of the fluo-
rescence occurs exclusively with malignant
melanoma. The cause of this shift is a
changed ratio of pheomelanin to eumelanin:
In the process of malignant degeneration this
ratio changes in favour of pheomelanin. This



Palette von exzidierten Gewebeproben von
anderen Hauterkrankungen (z.B. Basalzell-
karzinom, Fibrom, Keloid, Balanitis, Platten-
epithel-Karzinom) konnte belegt werden,
dafd der Effekt der Rotverschiebung der Fluo-
reszenz ausschliefdlich beim malignen Mela-
nom auftritt. Ursache dieser Fluoreszenzver-
schiebung ist ein verdndertes Verhaltnis von
Pheomelanin zu Eumelanin. Im Prozess der
malignen Entartung verschiebt sich das Ver-
haltnis zugunsten von Pheomelanin. Dies
ergab die laser-fluoreszenz-spektroskopi-
sche Charakterisierung verschiedener pra-
parierter Melaninspezies.

Die Untersuchungen ergaben auch, dafs sich
eine zweite Eigenschaft der Fluoreszenz im
Prozess der malignen Entartung dndert: Die
Abklingzeit der Melaninfluoreszenz ist beim
malignen Melanom deutlich verkurzt
gegenuber der von gesundem Gewebe.
Auch dies ist auf das geanderte Pheomela-
nin/Eumelanin-Verhdltnis zuruckzufuhren:
Die Fluoreszenzlebensdauer von Pheomela-
nin ist kiirzer als die von Eumelanin.

Mit der Selektivitat der Anregung und der
demonstrierten Spezifitdt und Signifikanz
der Fluoreszenz sind beide Voraussetzungen
fir eine zuverlassige Fruherkennung des
malignen Melanoms mit Hilfe der Fluores-
zenzdiagnostik erfullt.

Als Strahlenquelle fiir die stufenweise Zwei-
photonenanregung dient der Femtosekun-
denlaser. Er liefert die erforderliche hohe
Intensitat wahrend der ultrakurzen Impuls-
dauer und erfullt damit die Forderung nach
optischer Praparation einer hinreichend
hohen Konzentration fluoreszierender Spe-
zies im Hautgewebe, ohne das Gewebe
selbst zu beeintrachtigen. Zudem erlaubt die
Fokussierung der Laserstrahlung auch eine
Frihdiagnostik an kleinsten Arealen.

Nachdem die Grundlagenuntersuchungen
an exzidierten Gewebeproben an Laborauf-
bauten mit ortsfesten Femtosekundenla-
sern erfolgreich abgeschlossen wurden,
wird gegenwartig ein erstes mobiles, auf
verstarkter Femtosekunden-Faserlaserstrah-
lung basierendes Fluoreszenzdiagnostikge-
rat fir maligne Melanome fiir den klini-
schen Einsatz getestet (MLS 200, LTB Laser-
technik Berlin).
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could be concluded from laser-fluorescence
spectroscopic investigations of prepared diffe-
rent melanin species.

The investigations also showed, that in the
process of malignant degeneration a second
fluorescence property changes: The decay
time of the fluorescence of the malignant
melanoma is distinctly shortened as compa-
red to the fluorescence decay from healthy tis-
sue. Also this is caused by the changed pheo-
melanin/eumelanin ratio. The fluorescence
lifetime of pheomelanin is shorter than that of
eumelanin.

With the demonstrated significance as well as
specifity both the suppositions of a reliable
early diagnosis of malignant melanoma by
fluorescence diagnostics are fulfilled.

As light source for the stepwise two-photon
excitation of the fluorescence of skin tissue a
femtosecond-pulse laser is used. It delivers the
necessary high intensity during the short pul-
se duration, which in one realizes the optical
preparation of a sufficient concentration of
fluorescent species and avoids tissue damage.
Moreover, due to the ability to focus the laser
radiation early diagnosis on very small skin
areas is possible.

After successfully finishing the basic research
with laboratory equipments at stationary fem-
tosecond lasers, a first mobile, intensified fem-
tosecond fiber laser-based device for fluores-
cence diagnostics of malignant melanoma
(MLS 200, LTB Lasertechnik Berlin) is testet for
clinical use.

Fig. 7)

Fluorescence spectra of excised sam-
ples of human skin tissue (the same
as in Fig. 5), obtained by stepwise
two-photon excitation by an 8oo
nm-photons emitting femtosecond
laser (Fig. 6b). Blue: normal healthy
tissue; red: malignant melanoma
(nodular melanoma, Clark level 4,
tumor thickness 1.7 mm according to
Breslow).
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Einfiihrung

Massenspektrometrie ist eine Analysen-
technik zur Bestimmung der Molekulmas-
se von freien Ionen im Hochvakuum mit
Hilfe eines Massenspektrometers.

Solch ein Geréat (Abb. 8) besteht aus einer
Ionenquelle, wo ein Strahl von gasformi-
gen Ionen aus einer Probe gebildet wird,
einem Massenanalysator, der die Ionen
bzgl. ihres Masse-Ladungsverhaltnisses
(m/z) trennt, und einem Detektor, der das
Massenspektrum liefert. Letzteres zeigt,
welche Ionen in welchen relativen Men-

gen gebildet werden.

Seit den 7oer Jahren des vorigen Jahrhun-
derts wurden Lasergerdte in der massen-
spektrometrischen Analyse verwandt, um
eine direkte Desorption von intakten
Molekul-Ionen aus kondensierten Gaspha-
sen durch eine geeignete Primaranregung
zu erreichen. Wahrend dieser anfangli-
chen Versuche wurde eine dinne Schicht
der Proben auf einer Metalloberflache pla-
ziert, um durch einen gepulsten Laser
bestrahlt zu werden. Jedoch waren Mas-
senspektren, die aus diesem Herangehen
resultierten, von geringerer Intensitat,
aullerdem war die Laserintensitét so hoch,
dass molekulare Fragmentierung der Pro-
benmolektle verursacht wurde. Deshalb
war die Laser Desorption/Ionisation Mas-
senspektrometrie (LDI-MS) von geringem
praktischen Nutzen fur die Analyse von
Biomolekiilen, da nur Ionen eines Moleku-
largewichts von unter 1000 Da detektiert
werden konnten.

Diese Situation dnderte sich vollig, als M.
Karas und F. Hillenkamp von der Universitat
Miinster den Wechselwirkungsprozefs zwi-
schen UV-Laserstrahlung und organischen
Molekilen untersuchten. Sie fanden heraus,
daf} durch die Einbettung der Probe in ein
geeignetes Matrixmaterial aus kleinen
organischen Molekilen das Laserlicht stark

Introduction

Mass spectrometry is an analysis technique
to determine by means of a mass spectro-
meter the molecule mass of free ions in the
high vacuum.

A mass spectrometer (Fig. 8) consists of an
ion source where a beam of gaseous ions is
formed from a sample, a mass analyzer that
separates the ions regarding their mass-
charge-ratio (m/z), and a detector to deliver
a mass spectrum. The latter shows which
ions in which relative quantities are formed.

Since the 1970’s laser devices were employ-
ed in mass spectrometric analysis to achie-
ve a direct desorption of intact molecule
ions from condensed gas phases by a suit-
able primary excitation. During these initial
attempts a thin layer of the samples was
placed on a metal surface to be irradiated by
a pulsed laser. However, mass spectra resul-
ting from these approaches were of less
intensity, as the laser energy was sufficient
enough to cause molecular fragmentation
of the sample molecules. Therefore the laser
desorption ionization mass spectrometry
(LDI-MS) was of less practical use for the
analysis of bio molecules since only ions of a
molecular weight below 1000 Da could
have been detected.

This situation changed entirely as M. Karas
and F. Hillenkamp from the University of
Miunster inspected the correlation process
between UV laser irradiation and organic
molecules. They figured out that embed-
ding the sample into suitable matrix mate-
rial, consisting of small organic molecules,
the laser light was strongly absorbed and
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Fig. 8)
Components of a mass spectrometer
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absorbiert wurde und somit nicht nur hohe-
re Intensitaten des Analyten erzielt wurden,
sondern auch Probenfragmentationen auf
ein Minimum reduziert wurden. Diese
Methode, MALDI-MS (Matrix-unterstitzte
Laser Desorption/Ionisation) genannt,
gestattet es nun, grofie Molekiile wie Protei-
ne zu detektieren.

Mit MALDI verkniipfte Analysatoren sind
Flugzeit (TOF)-Instrumente, wo die Massen-
bestimmung im Hochvakuumbereich
durch eine sehr prazise Messung der Zeitpe-
riode nach dem Beschleunigungsprozef3 der
Ionen in der Quelle und ihrem Auftreffen
auf den Detektor erfolgt. Diese Kombination
wird als MALDI-TOF abgekurzt.

Grundlagen

Der erste Schritt der Massenspektrometrie
ist die Erzeugung der Ionen. Die Ionisation
des Analytmolekiils wird durch die Auf-
nahme oder den Verlust eines Elektrons
erreicht. Dieser Prozef§ kann durch Elektro-
nenstofd (EI), Beschufd der Probe mit Ato-
men oder Ionen (FAB), oder durch Photo-
nen (Laser Desorption/Ionisation, LDI) aus-
gelost werden. Ein weiterer Ionenbil-
dungsprozefd wird als Elektrospray-lonisa-
tion bezeichnet, wo eine geloste Probe in
ein elektrisches Feld gespruht wird.

Die Ionenformation im MALDI-Verfahren
geschieht folgendermafien: Das Mischen
eines Analyten auf einer Metallproben-
Sonde mit einer geeigneten Matrixver-
bindung von einem 1000 bis 10000
fachen molaren Uberschuf, die die ver-
wendete Laserwellenldnge absorbiert,
verursacht einen Kokristallisationspro-
zefd sowohl der Matrix als auch des Ana-
lytenmaterials nach der Verdampfung
des Losungsmittels. Die Einbettung der
Probenmolekiile in die Gitterstruktur der
Matrix soll die Voraussetzung dafiir bil-
den, dafd der Laser Desorptions-/Ionisie-
rungsprozef? funktioniert.

Die kristallisierte Oberflache der praparier-
ten Probe wird dann im Hochvakuumbe-
reich innerhalb der Ionenquelle des Mas-
senspektrometers einem intensiven kurz-
welligen Laserpuls ausgesetzt. Die Ein-
kopplung der Energie, die notwendig ist
flr die Ionen, erfolgt mittels UV-Strahlung
durch resonante Anregung der Matrix-
Molekule, z.B. des t-Elektronen-Systems

thus not only higher intensities of the ana-
lyte were obtained but also sample frag-
mentation was reduced to a minimum. This
method denoted MALDI-MS (Matrix Assi-
sted Laser Desorption/lonization) allows
now detecting large molecules such as pro-
teins.

Analyzers associated with MALDI experi-
ments are Time-Of-Flight instruments whe-
re the mass determination in the high vacu-
um area is performed by a very precise mea-
surement of the period of time after the
acceleration process of the ions in the sour-
ce and their impact on the detector, this
combination is called MALDI-TOF.

Basics

The first step of mass spectrometry is ion for-
mation. lonization of the analyte molecule
is performed by reception or loss of an elec-
tron. This process can be initiated by elec-
tron impact (El), bombarding the sample
with atoms, or ions (Fast Bombardment
lonization, FAB), or by photons (Laser
desorption/lonization, LDI). A further ion
formation process is denoted Electro Spray
lonization (ESI) where solved sample is
sprayed into an electrical field.

lon formation in the MALDI process works
as follows: mixing an analyte on a metal
sample probe with a suitable matrix com-
pound of a 1.000 up to 10.000 times molar
excess absorbing at the used laser wave-
length, causes a cocrystallization process of
both matrix and analyte material after eva-
poration of the solvent. The incorporation of
the sample molecules into the lattice struc-
ture of the matrix is supposed to be the pre-
condition that the laser desorption/ionizati-
on process will work.

The crystallized surface of the prepared
sample is then exposed to an intensive,
short wave laser pulse in the high vacuum
area inside the ion source of the mass spec-
trometer. The coupling of the energy, which
is necessary for the ions, is performed on UV
radiation by resonant excitation of the
matrix molecules, e.g. into the Trelectron
system of aromatic compounds. Theoretical



aromatischer Verbindungen. Theoretische
Berechnungen lassen vermuten, dafd die
Anregungsenergie, die zundchst in den
Matrixmolektlen gespeichert ist, in
extrem kurzen Zeiten in die Festkorpergit-
ter relaxiert und hier eine starke Stérung
der Ausdehnung verursacht. Diesem Pro-
zef folgt ein Ubergang in eine Phase, in der
ein Teil der festen Oberflache explosiv ver-
dampft, lange bevor ein thermisches
Gleichgewicht auftritt. Bei diesem Schritt
werden sowohl Matrix-Molekule als auch
Probenmolekille in die Gasphase freige-
setzt (Abb. 9). Offensichtlich sind die inne-
ren Freiheitsgrade der Moleklle, die an
diesem Prozef teilnehmen, gering genug,
so daf3 sogar thermisch labile Makromole-
kiile wie Proteine in diesem Prozef
Bestand haben. Dies gilt jedoch nur fur
einen begrenzten Bereich von Strahlungs-
leistung zwischen 100 und 107 W/cm?2, der
auf die Probe trifft. Eine zu hohe Strahlung
zerstort die Probe zum grofien Teil. Viele
Experimente zeigen, dafy die Matrix auch
als ein Agens zu betrachten ist, das die Pro-
benmolektle ionisiert. Entsprechend pho-
toionisiert verursachen Matrixmolekulra-
dikale durch den Transfer von Protonen
einen hohen Ertrag an elektrisch gelade-
nen Probenmolekiilen. Eine Elektrode, wel-
che einige mm abseits gegentiber der Pro-
benposition befestigt ist, dient dazu, ein
elektrostatisches Feld im Bereich von eini-
gen bis einigen tausend V/cm zu erzeugen.
Abhangig von der Polaritat werden positiv
oder negativ geladene Ionen von der Pro-
benoberfliche hin zum Analysator
beschleunigt.

Lasergerate, die in MALDI Experimenten
verwandt werden, sind UV-Laser, wie
Nd:YAG-Laser bei Pulsbreiten von 5-15 ns
und bei Wellenldngen von 355 nm (fre-
quenzverdreifacht) oder 266 nm (fre-
quenzvervierfacht), bzw. N,-Laser, die bei
einer Wellenlange von 337 nm mit einer
Pulsdauer von 1-5 ns arbeiten. Fir den
Infrarot-Bereich stehen Er:YAG-Laser zur
Verfiigung, die bei einer Wellenldnge von
2,94 pm mit einer Pulsdauer von 9o ns
arbeiten. Der Strahl wird durch eine geeig-

calculations let suppose that the excitation
energy being stored in the matrix molecules
relaxes in extremely short time periods into
the solid-state lattices causing here a strong
distortion of the expansion. This process is
followed by transition into a phase in which
a part of the solid-state surface is vaporized
explosively long before a thermal balance
occurs. In this step matrix molecules and
sample molecules as well are released into
the gas phase (Fig. 9). Obviously the internal
degree of freedom of the molecules sharing
this process is low enough that even ther-
mal labile macromolecules such as proteins
endure this process. However this is only
valid as long as a limited range of irradiation
power on the sample between 100 and 107
W/cm? is concerned. Too a high radiation
destroys the sample to a great extent. A lot
of experiments indicate that the matrix is
also considered an agent ionizing the sam-
ple molecules. Accordingly photo ionized,
radical matrix molecules cause by transfer-
ring protons a high yield of electrically char-
ged sample molecules. An electrode, which
is mounted some mm apart opposite to the
sample position, is used to generate an elec-
trostatic field in the range of some to some
1000 V/cm. Depending on the polarity posi-
tively or negatively charged ions are accele-
rated from the sample surface towards the
analyzer.

Laser devices employed in MALDI experi-
ments are UV lasers, such as Nd-YAG lasers
(Yttrium-aluminum-garnet-crystals doped
with neodymium) at pulse durations of
about 5-15 ns and at wavelengths of 335 nm
(tripled frequency) or 266 nm (quadrupled
frequency) respectively or N,-lasers opera-
ting at a wavelength of 337 nm with a pulse
duration of 1-5 ns. Concerning the infrared
range Er-YAG-lasers (Yttrium-aluminum
garnet-crystals doped with erbium) are at
the disposal working at a wavelength of
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nete Optik auf die Probe innerhalb der
Ionenquelle auf einen Durchmesser von
<150 pm fokussiert.

Ein spezieller Punkt bei MALDI ist die Pra-
paration der Matrix. Das Prinzip der MAL-
DI-MS geht von der Isolierung des Analy-
ten-Molekuls im Festkorper des kristalli-
sierten Matrix-Materials aus. Wie bereits
erwahnt ist eine der Anforderungen an die
Matrix-Molekiile, daf$ sie die eingestrahl-
ten Laserphotonen absorbieren. Hinzu
kommt, daf? die Analytmolekiile in die Git-
terstruktur der Matrix in einer Weise einge-
baut werden mussen, die ihre intermoleku-
laren Wechselwirkungen neutralisiert.
Jedoch sind zur Ko-Kristallisation nur weni-
ge in UV absorbierende Verbindungen
befdhigt. Z. B. kann von allen moglichen
Dihydroxy-Derivaten der Benzoesdure nur
die 2,5-Dihydroxydbenzoesdure verwandt
werden.

Der zweite Schritt bei der Massenspektro-
metrie ist die Ionenseparation. Verwendet
man das TOF-Verfahren, so beschleunigt
ein elektrostatisches Feld die wéahrend
eines kurzen Laserpulses innerhalb der
Quelle gebildeten Ionen auf eine kineti-
sche Energie von einigen keV. Nachdem sie

2,94 pm with a pulse duration of go ns.The
beam is focused by a suitable ion optics
onto the sample inside the ion source to a
diameter of <150 pm.

A special point of MALDI is the matrix pre-
paration. The principle of MALDI assumes
the insulation of analyte molecules in solid
crystallized matrix material. As mentioned
before one of the requirements to the
matrix molecules is absorbing the irradia-
ting laser photons. Additionally the analyte
molecules must be incorporated into the
lattice structure of the matrix in a manner
to neutralize their intermolecular correlati-
on. However the property of co-crystallizati-
on is associated only with a few number of
compounds absorbing at the UV range. For
example, from all the possible dihydroxyde-
rivates of the benzoeacid only the 2.5 dihy-
droxybenzoeacid can be used.

The second step of mass spectrometry is ion
separation. Using the Time-Of-Flight me-
thod, an electro-static field accelerates ions
formed during a short laser pulse inside the
source to a kinetic energy of some keV. After
leaving the source the ions pass a field free
drift region in which they are separated due

Fig. 10) and Fig. 11)
Refelctor flight tube

die Quelle verlassen haben, passieren die
Ionen eine feldfreie Driftregion, in welcher
sie entsprechend ihres m/z-Verhaltnisses
getrennt werden. Das geschieht, weil
Ionen mit identischer kinetischer Energie,
aber verschiedenen m/z-Werten in der
Ionenquelle auf verschiedene Geschwin-
digkeiten beschleunigt werden. Bei Kennt-
nis der Beschleunigungsspannung und der
Lange der Driftregion kann man das m/z-
Verhaltnis durch Messung der Flugzeit
bestimmen.

Abb.10 und 11 illustrieren das Funktionsprin-
zip eines Flugzeit-Massenspektrometers im

to their m/z ratio. This takes place because
at a fixed kinetic energy ions with different
m/z values are accelerated in the ion source
to different velocities. Knowing the accele-
ration voltage and the length of the drift
region the m/z ratio can be determined by
measuring the flight time.

Fig. 10 and 11 illustrate the principle how a
TOF mass spectrometer works in linear and



linearen und im Reflektor-Modus. Von
einem Laserpuls gebildete Ionen gleicher
Ladung aber mit unterschiedlichen m/z-
Werten werden auf verschiedene Geschwin-
digkeiten beschleunigt. Grofie Ionen mit
hohen m/z-Werten treffen den Detektor
spater als kleine Ionen. Ionen mit gleichen
Massen starten mit gewissen Energieunter-
schieden. Das beeinflufit in einem gewissen
Mafie die Pulsbreite. Indem man einen
Reflektor verwendet, kann der Einfluf? der
Anfangsenergie auf die Flugzeit am Ort des
Reflektordetektors kompensiert werden.

Fur ein TOF-Instrument ist das Verhaltnis
der Molekilmasse zur Ladungszahl (m/z)
proportional zum Quadrat der Flugzeit t.
Somit kann die entsprechende Masse aus
der gemessenen Flugzeit bestimmt werden.
Die Kalibrierung erfolgt mit definierten
Referenz-Massen. Der Bereich der typischen
MALDI-Flugzeiten liegt zwischen einigen ps
und einigen 100 ps. Die Driftregionen sind
typischerweise 1- 4 m lang.

Ein wichtiger Prozefi, der wahrend des
Beschleunigungsprozesses oder beim Pas-
sieren des Drift-Bereiches spontan stattfin-
den kann, ist Zerfall (Fragmentierung) der
Molekillionen. Der Prozef; des metastabilen
Zerfalls im Bereich der Driftregion wurde
PSD (Post Source Decay) genannt.

Metastabiler Zerfall des Analyt-Ions
geschieht durch die Absorption hoher Ener-
gien wahrend MALDI durch Stoflanre-
gungsprozesse innerhalb der Matrix-Wolke
unmittelbar nach der Lasereinwirkung auf
die Probe. Die Effizienz des metastabilen
Zerfalls hangt von der Dichte der Matrix-
wolke nach dem Laserschuf? ab, sowie von
der kinetischen Energie im Stof3prozef3 zwi-
schen Analyt-Ionen und der Matrixwolke.
Die Dichte der Matrixwolke hangt von der
Laserintensitat und der Temperatur ab, bei
der die Matrix sublimiert. Die angelegte
Beschleunigungsspannung bestimmt die
Kollisionsenergie. In der Regel wird wah-
rend des metastabilen Zerfalls ein gelade-
nes Fragment-lon sowie ein neutrales Frag-
ment-Molekul gebildet.

In der Regel liefert die Analyse von PSD-
Ionen nitzliche Informationen beziiglich
der Struktur der Originalmolekul-Ionen. Bei-
spielsweise sind PSD-Analysen von Protei-
nen informativ im Zusammenhang mit
Sequenzierungstechniken von Peptiden, da
die Fragmentierung hauptsachlich entlang

reflector mode. lons formed by the laser pul-
se of the same charge but with different
m/z values are accelerated to different velo-
cities. Large ions with high m/z values strike
the detector at a later moment than small
ions. lons of the same mass start with a cer-
tain energy spread. This affects the peak
width to a certain amount. Applying a
reflector the influence of the initial energy
on the flight time can be compensated at
the location of the reflector detector.

Associated with a TOF instrument the relati-
on of molecule mass and charge number
(m/z) is proportional to the square of the
flight time t. Thus the related mass can be
determined from the measured flight time.
Calibration is performed with well-known
reference masses. The range of typical MALDI
flight times is between few ps and some 100
ps. The drift regions are typically 1- 4 m long.

An important process which may happen
during the acceleration process, or when
passing the drift region is a decay of mole-
cule ions. The process of metastable decom-
position in the area of the drift region was
called PSD (Post Source Decay).

Metastable decomposition of the analyte
ions happens by absorbing high energies
during MALDI by collision excitation proces-
ses inside the matrix cloud immediately
after the laser pulse has hit the sample. The
efficiency of the metastable decomposition
depends on the density of the matrix cloud
after the laser shot and the height of the
kinetic energy making analyte ions and
matrix molecules collide. The density of the
matrix cloud depends on the laser intensity
and the temperature the matrix sublimes.
The applied acceleration voltage defines
the collision energy. Normally during meta-
stable decomposition a charged fragment
ion is formed and a neutral fragment mole-
cule as well.

As a rule the analysis of PSD ions delivers
useful information concerning the structure
of the original molecule ion. For example,
PSD analyses related to proteins benefit in
sequencing techniques of peptides, since
decompositions mainly occur along the
peptide chain.

MALDI-TOF
MALDI-TOF

.
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Fig. 12)
Scheme of a typical instrument arran-
gement of a MALDI measurement

der Peptidkette erfolgt.

Der dritte Schritt bei der Massenspektrome-
trie ist der Ionen-Nachweis. Im allgemei-
nen besteht ein Ionen-Nachweissystem
aus einem Sekundarelektronenverstarker.
Dessen Funktionsprinzip ist so, dafy auf-
treffende geladene oder neutrale Partikel
Sekundarelektronen erzeugen, welche als
elektrisches Signal am Ausgang des
Detektors zur weiteren Verarbeitung zur
Verfugung stehen.

Moderne Detektoren, die in der massen-
spektrometrischen Flugzeit-Analyse ge-
nutzt werden, sind als Mikrokanalplatten-

The third step of mass spectrometry is ion
detection. Generally, ion detection systems
consist of a Secondary Electron Multiplier
(SEM).The assembly works in a manner that
impacting particles such as ions and neu-
trals produce secondary electrons, which are
available as an electrical signal at the out-
put of this assembly for further processing.

Modern detectors used in TOF mass spec-
trometric analysis are designed as micro
channel plate detectors. Such a device is a

MALDI Mass Spectrometry

L]

Detektoren konstruiert. Dabei handelt es
sich um einen porosen Festkern-Aufbau mit
Millionen von winzigen Lochern (~ 5-10 pm,
Lange 0,5-0,8 mm), welche innen eine halb-
leitende Schicht tragen. Die Locher werden
als Mikrokanale bezeichnet.Jeder von ihnen
arbeitet als ein Elektronen-Multiplier, unab-
hangig von den angrenzenden Kanalen.
Um eine maximale Elektronenausbeute zu
erzielen, werden alle Kanéle elektrisch par-
allel geschaltet. Mikrokanalplatten-Detek-
toren haben den Vorteil, von kleinen bis gro-
Ren Eingangssignalen ohne Anderung der
Multiplier-Charakteristik zu arbeiten, somit
werden Sattigungeffekte auf ein Minimum
beschrankt. Die Muliplier-Ausgangsspan-
nung wird in einem Transientenrecorder
digitalisiert und das Signal zu einem PC
geleitet (Abb. 12).

porous solid core assembly with millions of
tiny holes (~ 5-1opm, length 0.5-0.8 mm),
which are coated inside with a semiconduc-
tive layer. The holes are denoted micro chan-
nels. Everyone of them works as an electron
multiplier, independent of the adjacent
ones. To obtain a maximum electron yield
all these channels are electrically connected
in parallel. Micro channel plate detectors
benefit in detecting small to large input
signals without changing the multiplier
characteristics, thus keeping saturation
effects toa minimum. The multiplier output
voltage is guided to a transient recorder to
be digitized and delivered to a PC (Fig.12).



Anwendungsbeispiel

Das Einsatzgebiet der MALDI-TOF Instru-
mente betrifft Fragestellungen aus dem
Life-Science Bereich (Biologie, Medizin und
entsprechende interdisziplindre Gebiete).
Im gegenwartigen Schwerpunkt, der Pro-
tein-Identifizierung, wird z.B. das Gerat
Ultraflex II (Abb. 13) zur Bestimmung der
Masse einzelner Proteine in komplexen
Mischungen benutzt. Die Genauigkeit kor-
respondiert mit einer Identifizierung von
einem Gramm in einer Tonne, wodurch
sehr grofle Molekiile identifiziert werden
konnen. Dies wird erreicht durch eine auf
der ermittelten genauen Masse basierende
Recherche in den grofien Protein-Daten-
banken. Generelle Zielstellung dieser unter
dem Begriff Proteomics zusammengefass-
ten Aktivitaten ist das Verstandnis fiir Zell-
biologie auf molekularer Ebene, um auf
dieser Grundlage Wege zu Wirkstoffen mit
minimalen Nebenwirkungen zu finden.-
Ein gleichermafen wichtiges Anwen-
dungsgebiet ist der Nachweis und der Ein-
satz von Biomarkern zum Erkennen von
Erkrankungen in bisher unbekannten
Frihstadien. Dieses Gebiet wird als ,clini-
cal proteomics” bezeichnet.

Application example

The applications for the MALDI TOF/TOF
instruments are in the life science business.
In the today’s major application, the protein
identification, the Ultraflex Il (Fig. 13)
TOF/TOF is used to determine the weight of
proteins out of complex mixtures. This very
accurate mass determination which is equi-
valent to 1 gram out of a ton allows identifi-
cation of big molecules. This is achieved by
searching huge public protein databases
and identifying the compounds just by kno-
wing their mass. The goal behind this busi-
ness called proteomics is to understand the
cell biology on a molecular level, to finally
discover pathways and develop correspon-
ding drugs with a minimum of adverse reac-
tions. The detection and use of biomarkers
to detect diseases in an unprecedented ear-
ly stage, just likewise important, is done by
this approach in a field called “clinical pro-
teomics”.

Fig.13)
MALDI-TOF instrument
,Ultraflex I1I”
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Einleitung

In der industriellen Prozesskontrolle erlangt
die zerstérungsfreie Schicht- und Oberfla-
chenpriifung eine stetig zunehmende
Bedeutung. Die Lebensdauer und Zuverlas-
sigkeit vieler moderner Bauteile wird heute
oft von den kontrollierten Eigenschaften
der Beschichtungen bestimmt. Zur Opti-
mierung und Kontrolle der Schichteigen-
schaften werden zuverldssige und aussage-
fahige Schichtmessverfahren benotigt.

Fir die mechanische Priifung stehen eine
Reihe von eingefiihrten Verfahren wie
Mikro- und Nanohérterpriifer, Kratztester,
Impact- und Kavitationstester u.a. zur Verfi-
gung. Die Eignung ist durch Schichtdicke,
Harte, Haftfestigkeit, Oberfldchenrauhigkeit
oder Porositat eingeschrankt.

Die laserakustische Priifmethode LAwave
aus den Fraunhofer- IWS in Dresden
bietet eine gute Erganzung dieser Priifver-
fahren und eréffnet dartiber hinaus weit-
reichend neue Moglichkeiten.

Mit sub-Nanosekunden Laserimpulsen
werden breitbandige akustische Oberfla-
chenwellen an der Werkstoffoberflache
angeregt. Die Wellenausbreitung reagiert
sehr empfindlich auf Beschichtungen und
Oberflachenmodifizierungen.

Die laserakustische Priifmethode Lawave
misst die Ausbreitungsgeschwindigkeit
der akustischen Oberflichenwellen in
Abhangigkeit von der Frequenz und kann
daraus Materialeigenschaften, wie den
Elastizitdtsmodul von Nanometer-Schich-
ten oder die Tiefe von Bearbeitungsrand-
schichten in Halbleitermaterialien, be-
stimmen. Die Schichten konnen hart sein
wie Diamant oder nachgiebig wie Polyme-
re. Auch an rauen Oberflichen kann
gemessen werden.

Introduction

In the industrial process control, an increa-
sing importance is given to the non-
destructive layers and surface testing. The
life time and reliability of many modern
components are essentially determined by
the controlled characteristics of the coating.
For the optimizing and examining of the
layer characteristics, reliable and informati-
ve layer measuring methods are needed.

A series of imported process like micro and
nano-hardness tester, scratch tester, impact
and cavitation tester are available. The
applicability is limited by the layers thick-
ness, hardness, adhesiveness, surfaces
roughness or porosity.

The laser acoustic test method LAwave from
the “ Fraunhofer - IWS” in Dresden offers a
good complement to these testing method
and opens further on far reaching new pos-
sibilities.

Wideband surface acoustic waves are exci-
ted in materials via sub-nanosecond laser
pulses. Wave dispersion reacts very sensiti-
vely to coating and surface modifications.

The laser acoustic test method LAwave
measures the dispersion velocity of the sur-
face acoustic wave depending on frequency
and can thereof determine material charac-
teristics like modulus of elasticity of nano-
meter layers or the depth of damage layers
within semi-conductor materials. The layers
can be hard like diamond and soft like Poly-
mers. It can also be measured on rough sur-
faces.

Opto-Akust
Opto-acousti

Dr. Dieter Schneider
Fraunhofer IWS, Dresden
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Fig. 14)

Phase velocity c of surface acoustic
waves on coated and uncoated sili-
con depending on frequency

Messmethode

Akustische Oberflachenwellen sind elasti-
sche Schwingungen, die sich entlang der
Werkstoffoberflache ausbreiten. Thre Ampli-
tude ist an der Oberflache am hochsten und
fallt ins Materialinnere hinein exponentiell
ab. Ihre Eindringtiefe entspricht etwa der
Wellenldnge. Diese nimmt ab, wenn die Fre-
quenz zunimmt. Abb. 14 zeigt die Ausbrei-
tungsgeschwindigkeit der akustischen Ober-
flachenwelle in Abhangigkeit von der Fre-
quenz fur drei Falle: unbeschichtetes Silizium,
Silizium mit einer diamantahnlichen Kohlen-
stoffschicht, die steifer ist als das Substratma-
terial, und Silizium mit einer Polymerschicht,
die wesentlich nachgiebiger ist als das Sub-
strat. Im Falle des unbeschichteten Siliziums
ist die Schallgeschwindigkeit konstant, da
sich die Wellen unabhangig von der Fre-

quenz und damit unabhangig von der Ein-
dringtiefe im gleichen Material ausbreiten.
Dies andert sich, wenn das Grundmaterial
beschichtet wird. Die Schicht aus diamant-
ahnlichem Kohlenstoff ruft einen Anstieg der
Kurve hervor, da bei hoheren Frequenzen die
Welle weniger tief in das Material eindringt
und somit mehr von der steifen Schicht als
vom Substratmaterial beeinflusst wird. Die
Schicht beschleunigt die Wellenausbreitung
mit steigender Frequenz.

Die Polymerschicht ruft den entgegengesetz-
ten Effekt hervor. Die Wellengeschwindigkeit
sinkt mit der Frequenz, da das Schichtmateri-
al wesentlich nachgiebiger als das Substrat
ist. Extrapoliert man die Kurven zum Fre-
quenznullpunkt, treffen sie sich im selben
Punkt, der Schallgeschwindigkeit des Sub-
strates. Dies ist darauf zurtickzufihren, dass
die Wellen mit abnehmender Frequenz
immer tiefer in das Material eindringen, so
dass die Schicht keinen Einfluss mehr ausubt.
Bild 14 legt nahe, dass der Anstieg der Kurve

Measuring method

Surface acoustic waves are elastic vibrations
which are propagated along the material sur-
face. Their amplitude is at the maximum
height at the surface and decays exponentially
in the inner material. Their penetration depth is
equivalent approx. to the wavelength. If the
frequency increases, the penetration depth of
the wave reduces. Three different cases sho-
wing the dispersion velocity of surface acoustic
waves depending on frequency are described
in Fig. 1: uncoated silicon, silicon with a dia-
mond-like carbon film which is stiffer than
substrate material,and silicon with a polymeric
film which is considerably softer than substra-
te.In the case of the uncoated silicon, the velo-
city of acoustic propagation is constant becau-
se waves not depending on frequency and
therewith not depending on penetration

depth propagate themselves in the same
material. This changes when the base material
is coated. The diamond-like carbon film gene-
rates a rise in the curve as with higher frequen-
cy the wave penetrates not as deep in the
material and therewith is more affected by the
stiffen layer than by the substrate material. The
layer accelerates the wave dispersion with
increasing frequency.

The polymer layer generates the opposite
effect. The wave velocity sinks with the fre-
quency, as the coating material is considerably
softer than the substrate. If the curves are
extrapolated to zero point of the frequency
they meet each other in the same point, the
acoustic velocity of the substrate. This has to be
put down to the fact that waves with decrea-
sing frequency penetrate deeper and deeper in
the material so that the layer exercises no
more influence. Fig. 14 suggests that the
ascend of the curve contains information on



Informationen Uber die Schichteigenschaf-
ten enthalt, Uber dessen Elastizitatsmodul,
die Dichte und die Schichtdicke. Aus der Lage
des Nullpunktes kann hingegen der Elastizi-
tatsmodul des Substrates bestimmt werden.

Die Kurven in Abb. 14 werden Dispersions-
kurven genannt. Sie werden vom laserakusti-
schen Messsystem LAwave (Abb. 15) gemes-
sen und daraus die Materialeigenschaften
berechnet.

the layer characteristics, on its modulus of ela-
sticity, on its density and on the thickness of
the film. From the position of the zero point,
the modulus of elasticity of the substrate
can be determined. The curves in Fig. 14 are
called dispersion curves. They are measured
with the laser acoustic measure system
LAwave (Fig.15) and their material characte-
ristics are thereof calculated.

Laserpulse eines Stickstoffimpulslasers (Puls-
lange: 500 ps, Pulsenergie: 400(pJ, Wellenlan-
ge: 337 nm) regen die akustischen Oberfla-
chenwellen an, die mit einem piezoelektri-
schen Detektor empfangen werden. Durch
Fourier-Transformation werden aus den
laserakustischen Signalen, aufgenommen in
verschiedenen Abstanden des Detektors von
der Laserbrennlinie, die Phasenspektren
berechnet, aus denen die Phasengeschwin-
digkeit c in Abhdngigkeit von der Frequenz f
bestimmt wird. Eine solche Dispersionskurve
kann auch aus einer Theorie berechnet wer-
den, die sich aus der Losung der Wellenglei-
chung fur die Randbedingungen von Span-
nung und Verschiebung an der Oberflache
und an der Grenzfldche fur Schicht- und Sub-
strat ableiten ldsst. Zur Bestimmung der
Werkstoffkennwerte wird durch nichtlineare
Ausgleichsrechnung die theoretische Kurve
an die Messkurve angepasst.

Die Prufung dauert wenige Minuten. Sie
kann an ebenen oder zylindrischen Oberfla-
chen durchgefiihrt werden. Weitere Anforde-
rungen an die Probengeometrie bestehen
nicht. Das Messverfahren ist um so empfind-
licher gegen dunne Schichten, je geringer die
Schallschwachung im Material ist. Auf einkri-
stallinen und feinkornigen Werkstoffen, wie
Silizium bzw. Vergutungsstahlen, konnen
ultradiinne Schichten untersucht werden.
Auf grobkornigen Werkstoffen, wie Edelstah-
len oder Aluminium, sollten die Schichten
nicht viel weniger als 100 nm dick sein.

Laser pulses of a nitrogen pulse laser (pulse
duration: 500 ps, pulse energy: 400pl, wave-
length: 337nm) excite the acoustic surface
waves which are detected by a piezoelectric
transducer. The phase spectra are calculated
via Fourier-transformation from the laser acou-
stic signals, taken in various distances of the
detector from the laser focus line, from which
the phase velocity C depending on the fre-
quency fwill be determined. The material para-
meters are deduced by fitting a theory to the
measured curve. Such a dispersion curve can
also be calculated with a theory based on the
solution of the wave equation for the bounda-
ry conditions from tension and shifting at the
surface and at the bordure area for layer and
substrate. The theoretical curve is fitted to the
measured curve via non linear regression cal-
culation to determine material parameters.

The test needs only a few minutes. It can be
conducted on plain or cylindrical surfaces. There
are no further requirements to the specimen
geometry. This measuring method is the more
sensitive towards thin layers the lower the
acoustic attenuation in the material is. Ultra
thin layers can be examined on mono-crystal
and fine-grained material like silicon or coated
steel. The layers should not be much thinner
than 100 nm for coarse-grained materials like
stainless steel and aluminium.
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Fig. 15)
Schematic representation of the
laser-acoustic equipment.
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Fig. 16)

Laser-acoustic measuring result for
ultra-thin diamond-like carbon
films deposited on silicon

Anwendungsbeispiele

Ultradiinne Schichten
Nanometerschichten gewinnen zuneh-
mend an Bedeutung, darunter auch ultra-
dinne, harte Schichten aus diamantahnli-
chem Kohlenstoff fiir den Verschleif3-
schutz. Ein Anwendungsbeispiel daftir sind
Computerfestplatten. Zum Schutz gegen
Bertihrung durch den in einem Abstand
von nur einigen zehn Nanometer schwe-
benden Schreib-Lesekopf werden sie mit
einer nur wenige Nanometer dicken Koh-
lenstoffschutzschicht versehen. Solche
Schichten mechanisch zu prufen, ist nach
wie vor problematisch.

Abb. 16 zeigt Messungen an zwei diamant-
dhnlichen Kohlenstoffschichten (diamond-
like-carbon: DLC) mit einer Dicke von d = 3
bzw. 16 nm, abgeschieden auf Silizium. Die
Kurve der 3 nm-Schicht steigt deutlich an,
was die hohere Schallgeschwindigkeit und
hier auch den hoheren E-Modul der Schicht
gegenuber dem Substrat verrat. Fur den E-
Modul der Schicht ergab sich ein Wert von
E = 697 GPa.

Bertcksichtigt man, dass Graphit einen E-
Modul von 10 bis 20 GPa hat und Diamant
1147 GPa, lasst dieser Wert auf einen hohen
Anteil an Diamantbindungen und damit
auch auf eine hohe Harte dieser amorphen
Kohlenstoffschicht schlief3en. Die Mess-
kurve der zweiten Schicht, die 16 nm dick
ist, fallt ab. Dieser Abfall verrat bereits
anschaulich den deutlich niedrigeren E-
Modul von E = 107 GPa dieser DLC-Schicht
im Vergleich zur Schicht von 3 nm Dicke.
Sie war bei einer hoheren Substrattempe-
ratur abgeschieden worden, was eine Gra-
phitisierung des Kohlenstoffes beglinstigt.
Die laserakustische Prufung zeigt deutlich

Application examples

Testing Ultra-thin Diamond-like Carbon Films
Evaluating ultra-thin films of a few nano-
meters thickness is still a challenge for mecha-
nical testing. The laser-acoustic technique was
demonstrated to have the capability of mea-
suring the Young's modulus of diamond-like
carbon (DLC) films with thickness of 3 nm
deposited on silicon wafers.

Fig. 16 shows an example for a laser-acoustic
results obtained for two DLC-films with thick-
ness of 3 and 16 nm, respectively. The films
were deposited by the pulsed arc technique on
silicon. The measurement provides the disper-

sion curve as phase velocity depending on fre-
quency. The effect of the 3 nm DLC film causes
a distinct rise of the dispersion curve. The
Young's modulus is deduced by fitting the
theoretical curve. The fit yielded a Young's
modulus of 697 GPa.To verify the effect of the
measuring uncertainty, the measurement was
repeated 10 times. The film modulus scattered
within the limits of “ A”E < + 40 GPa.

For diamond-like carbon, Young's modulus was
shown to correlate with the sp3-fraction of the
atomic bonds that also determines the hard-
ness of this film material. That is the reason
why Young's modulus correlates with hard-
ness (H > E/10). The high film modulus proved
the high quality of the ultra-thin diamond-like
carbon film deposited by a new plasma source
consisting of a high current pulsed vacuum arc
evaporator combined with a sectioned filter
unit]. The dispersion curve of the 16 nm film
descend revealing the low elastic modulus of
this film compared to the 3 nm film. The fit
yields a film modulus of only 107 GPa. The film
was deposited at higher substrate temperatu-
re favoring the graphitization of the carbon



den betrachtlichen Unterschied in beiden
Schichtqualitaten.

Bearbeitungsrandschichten auf GaAs-Wafern
Ein weiteres Anwendungsbeispiel fur die
LAwave-Prufmethode ist die Prifung von
Bearbeitungsrandschichten in GaAs-
Wafern. Nach dem Ziehen des Kristalls wer-
den die Wafer aus dem Rohling herausge-
sagt. An der Oberflache des duferst sproden
GaAs entsteht dabei eine Zone, die stark mit
Mikrorissen behaftet ist. Fur die einwand-
freie Funktion der aus den Wafern herge-
stellten Schaltkreise ist es unerlasslich, diese
Bearbeitungsrandschicht sorgfaltig durch
spezielle Polierbehandlungen zu beseitigen.
Eine Optimierung und Uberwachung der
einzelnen Bearbeitungsschritte ist aus
Kostengrinden und zur Qualitatssicherung
geboten.

Abb. 17 zeigt laserakustische Messkurven,
die am gesagten Ausgangszustand (TP = o)
und nach mehreren Bearbeitungsschritten
erhalten wurden. Mit TP wird hier der
Polierabtrag bezeichnet. Nach dem Sagen
wird eine Dispersionskurve (TP = o pm)
gemessen, die steil abfallt. Dies deutet auf
eine Schicht hin, die einen wesentlich nied-
rigeren E-Modul als das Substrat besitzt. Es
ist offenkundig, dass hierfiir die Mikrorisse
verantwortlich zu machen sind, welche die
oberflachennahen Bereiche durchsetzten.
Stufenweises Abpolieren fiihrt zu Messkur-
ven, die immer weniger steil abfallen, bis sie
parallel zur Frequenzachse verlaufen, wie
dies typisch fur die Oberflachenwellenaus-
breitung in einem homogenen, rand-
schichtfreien Werkstoff ist. Dies bedeutet,
dass die nachweisbare Bearbeitungsrand-
schicht beseitigt wurde.

Diese Ergebnisse ermoglichen es, aus dem-
Anstieg der Kurve dL/df die Tiefe der Stor-
schicht zu bestimmen.

film. The tests proof the laser-acoustic test
method to be able to indicate clearly the diffe-
rent mechanical behavior of these films and to
provide reliable material parameters for the
film material.

Testing Damage Layers in GaAs Wafers

Slicing GaAs wafers from ingots produces
damage layers that have to be completely
removed by polishing. A non-destructive con-
trol of the machining process is desirable. The
laser induced surface acoustic waves has been
demonstrated to be a method for characteri-
zing the finishing state of such surfaces.

Fig. 17 presents the laser-acoustic results for a
wafer stepwise polished after having been
sawn from the GaAs ingot. For the as-sawn
wafer (polishing depth d = o pm), the velocity
drastically decreases with increasing frequency.

This suggests that a layer with a remarkable
lower velocity covers the surface. High density
of micro-cracks must be assumed causing such
a considerable reduction of the stiffness of the
surface layer. Polishing the samples results in
more gradually descending dispersion curves.
The velocity is nearly constant for a polishing
depth of 10 pm. This means that all waves inde-
pendent on the velocity and therefore conse-
quently independent on their penetration
depth propagate through the same material.

The results enable to use the slope for determi-
nations of damages depth.
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Fig. 17)

Laser-acoustic results for GaAs
wafers with different polishing
depth d
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Einfiihrung

Laser-induzierte Plasmaspektroskopie, LIPS,
ist eine analytische Methode, welche die
Laserablation und die nachfolgende Atom-
emission des Plasmas zur Elementanalyse
nutzt. Neben dem Akronym LIPS konnen
heute auch andere Bezeichnungen, wie z.B.
LIBS (laser induced breakdown spectrosco-
py, LAOES (laser ablation optical emission
spectroscopy) oder LSS (laser spark spectros-
copy) in der Literatur gefunden werden.

Laserablation ist gegenwartig die einzige
elementanalytische Methode, die eine
direkte Probennahme von allen Arten von
Material ohne Probenvorbereitung ermog-
licht. Somit ermoglicht LIPS eine Multiele-
mentanalyse von nahezu allen Arten von
Material (Gase, Feststoffe, Fliissigkeiten)
durch Atomemissionsspektroskopie. Die
heutige Verfiigbarkeit verlafllicher und
kostengunstiger Laserquellen und verbes-
serter Spektrometer und Detektoren gestat-
tet eine schnelle, on-line und in-situ Analy-
se mit LIPS. Dies macht LIPS besonders
attraktiv fiir alle Arten von Prozefanalyse
und Umweltschutz und -iberwachung.

Grundlagen

Abb. 18 zeigt die typische zeitliche Abfolge
einer LIPS-Analyse. Der Laser regt vibroni-
sche und elektronische Zustande an, deren
Energie in kinetische Energie umgewandelt
wird und schliefilich zur Bildung eines
schwach ionisierten, sich ausdehnenden
Plasmas fuhrt. Die beobachtete Verande-
rung der Oberfldche erfolgt flr mehre als
eine monomolekulare Schicht und ist nicht-

Introduction

Laser-induced plasma spectroscopy, LIPS, is a
method utilizing laser ablation and the sub-
sequent atomic emission from the plasma
for elemental analysis. Besides the acronym
LIPS, today other designations such as LIBS
(laser induced breakdown spectroscopy),
LAOES (laser ablation optical emission spec-
troscopy), or LSS (laser spark spectroscopy)
can be found in the literature.

Laser ablation is at present the only analyti-
cal method that offers direct sampling from
any kind of material without sample prepa-
ration. So LIPS allows a multielement analy-
sis of virtually all types of materials (gas,
solids, liquids) through atomic emission
spectroscopy. Today’s availability of reliable
and less costly laser sources and improved
spectrometers and detectors permits a
rapid, on-line, and in-situ analysis with LIPS.
This makes LIPS especially attractive for all
kind of process analysis and environmental
screening and monitoring.

Basics

Fig.18 displays the typical temporal sequen-
ce of a LIPS analysis. The laser excites vibro-
nic and electronic states, the energy of
which is converted to kinetic energy and
finally results in the formation of a weakly
ionized expanding plasma. The observed
modification of the surface is beyond a
monolayer and non-linearly related to the
number of excited states. Further, an irra-
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Fig.18)
Temporal sequence of a LIPS analysis.
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Fig.19)

Echelle spectrum from a tungsten
mineral (inset: 128th order, 302.0-
304.8 nm); adapted from ref. (Florek
et al 2001)

linear in Bezug auf die Anzahl der angereg-
ten Zustdnde. Auflerdem wird ein Grenz-
wert der Bestrahlungsstarke fur die Laser-
ablation beobachtet. Wegen der dominie-
renden unspezifischen Emission von
Bremsstrahlung und Rekombination, kann
die Anfangsphase der Plasmaemission
nicht fur die Atomspektroskopie genutzt
werden. Nach einer definierten Verzoge-
rung relativ zur Plasmaziindung konnen die
charakteristischen Atom- oder Ionenemissi-
onslinien beobachtet werden. Die Linienin-
tensitat wird Uber eine bestimmte Zeit inte-
griert und dann fur analytische Zwecke
genutzt. Die beobachtete Emission steht in
direktem Zusammenhang zur Konzentrati-
on des Analyten in der beobachteten Probe
bzw. im Plasma. Typischerweise werden
Elektronendichten zwischen 1010-1018 cm™3
und Temperaturen von 6000-23000 K nach
1-5 ps bei 1 atm Luft beobachtet.

Ein deutlicher Vorteil von LIPS ist nicht nur
das einfache Konzept des experimentellen
Aufbaus sondern auch seine Flexibilitat. Die
meisten gegenwartigen LIPS-Systeme ba-
sieren entweder auf einem gutegeschalte-
ten Nd:YAG-Laser oder auf einem Gaslaser,
wie z.B. Excimer- oder Stickstoffllaser, zur
Plasmaerzeugung. Sowohl der Laser fur die
Plasmaerzeugung als auch die Plasmaemis-
sion selbst konnen tuber Faseroptiken
gefuhrt werden. Dadurch kann man Orts-
bzw Umgebungsunabhingig LIPS Messun-
gen realisieren. Eine weitere Moglichkeit ist
eine Fernerkundung mittels teleskopischer
Uberwachung und Plasmaerzeugung. Kon-
ventionelle Monochromatoren oder Spek-
trographen decken entweder einen grofien
Spektralbereich ab oder fiihren zu einer
hohen spektralen Auflosung (A/AA>10000),
was zu einer eingeschrankten Eignung fur

diance threshold is observed for laser ablati-
on. Due to the dominating unspecific emis-
sion from bremsstrahlung and recombinati-
on, the early phase of plasma emission can-
not be used for atomic spectroscopy. So
after a certain delay, relative to the plasma
ignition, the characteristic atomic or ionic
emission lines can be observed. The line
intensity is integrated for a defined time
and then utilized for analytical purposes.
The observed emission is directly related to
the concentration of the analyte under stu-
dy in the sample resp. in the plasma. Typically,
electron densities between 10'0-1018 cm™3
and temperatures of 6000-23000 K are
observed after 1-5 ps delay at 1 atm of air.

A distinct advantage of LIPS is not only the
conceptual simplicity, but also the versatili-
ty and simplicity of the experimental set-up.
Most present LIPS systems are based on

either a Q-switched Nd:YAG-laser or a gas
laser such as excimer and nitrogen lasers for
plasma ignition. Both the laser for plasma
ignition and the plasma emission itself can
be delivered via fiber optics, which allows a
remote sensing over several meters. Anot-
her option is a direct sensing via telescopic
observation and plasma generation. Con-
ventional monochromators or spectro-
graphs can yield either a wide spectral covera-
ge or a high spectral resolution (A/AA>10000),
which results in limited applicability for
multielement analysis in complex matrices.
For simultaneous detection of multiple ele-
mental lines over a large spectral range,
echelle spectrographs in combination with
CCD detectors are the systems of choice.
Echelle systems offer the necessary spectral
coverage and spectral resolution for minimi-
zing spectral interferences in complex



die Multielementanlyse in komplexen
Matrizes fuhrt. Fur die simultane Detektion
von mehren Elementlinien uber einen gro-
Ben Spektralbereich sind Echellespektrogra-
phen mit CCD-Detektoren die Systeme der
Wahl. Echellesysteme bieten die notwendi-
ge spektrale Abdeckung und spektrale Auf-
l6sung zur Minimierung der spektralen
Interferenzen in komplexen Matrizes. Abb.
19 zeigt die Informationsfiille, die ein Echel-
lesystem liefert, wenn komplexe Matrizes,
wie z.B ein Mineral, untersucht werden.

Anwendungen

Die Analyse von festen Proben ist wahr-
scheinlich das erfolgreichste Anwendungs-
gebiet fur LIPS. Seit den ersten Untersu-
chungen zur Laserablation sind Metalle die
bevorzugten Proben fur alle Arten von
grundlegenden und analytischen Studien
mit LIPS. Besonders Aluminiumlegierungen
und Stahlproben wurden eingehend im

Labor oder in prozefianalytischen Arbeiten
untersucht. Normalerweise kommen die
LIPS-Nachweisgrenzen denen der klassi-
schen Funkenanalyse gleich und gestatten
zusatzlich die Analyse von nichtleitenden
Proben wie Schlacken, Beton, Glas, Kunst-
stoff und Holz.

Ein anderes sehr weit verbreitetes Gebiet
der LIPS-Analyse ist das schnelle Screening
von naturlichen Matrizes wie z.B. Boden,
Erden, Sanden, Abfallstoffen (z.B. Klar-
schlamm). Obwohl Probleme hinsichtlich
der raumlich und chemischen Heterogeni-
tat der Matrix beobachtet wurden, werden
normalerweise Nachweisgrenzen in der
Grofienordnung von 10-100 ppm erreicht,

matrices. Fig. 19 demonstrates the wealth of
analytical information available from an
echelle system, when complex matrices are
studied.

Application examples

Solid sample analysis is probably the most
successful area of application for LIPS. Due
to the fact that metals have been the prefe-
rential samples for all kind of fundamental
and analytical studies with LIPS since the
first investigations of laser ablation, alloys
and steel samples have been investigated in
detail either in laboratory-based studies or

process analysis work. Usually, the LIPS
detection limits rival the classical spark ana-
lysers and additionally permit the analysis
of non-conducting samples as slags.

Another very popular area of LIPS analysis is
the fast screening of natural materials such
as soils, sands, and waste materials (e.g.
sewage sludge). Although several problems
were reported due to the heterogeneity of
the matrix both spatially and chemically,
water content, or density of the sample,
usually detection limits in the order of 10-
100 ppm are obtained if the sample can be
conditioned through drying, mixing with a
reference material, or pressing of pellets.

Other materials of industrial importance
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Fig. 20a)
Experimental set-up for remote
analysis of glass melts via LIPS

(adapted from (Panne et al.
1998))

T

Fig. 20b)

Remoste sensing with LIPS through
ignition of a laser plasma on a glass
melt at 1200°C
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Fig. 21)

LIBS analysis of recycled therm-
plasts from consumer electronic
products.

wenn die Proben durch Trocknen, Mischen
mit einem Referenzmaterial oder Pressen
von Granulat aufbereitet werden.

Andere Materialien von industrieller
Bedeutung, die mit LIPS untersucht werden,
sind Glas und Keramik, die auch in grofierer
Entfernung durch Fernerkundung analy-
siert werden konnen. Abb. 20a stellt den
experimentellen Aufbau fiir eine LIPS-Fern-
analyse von heiflen Glasschmelzen dar
wahrend Abb. 20b die Plasmabildung an
einer heifien Glasschmelze bei 1200°C zeigt.
Weitere LIPS-Anwendungen sind die Analy-
se von Erzen und Kohle, Farben und Recy-
clingstoffen, wie z.B. Kunststoffen mit ver-
schiedenen Arten von Filllstoffen und Pig-
menten, finden. Abb. 21 zeigt beispielsweise
einen LIPS-Aufbau an einem Polymerextru-
der, um die Extrusion der wiederaufbereite-
ten Thermoplaste aus Unterhaltungs- und
Haushaltelektronik-Produkten auf giftige
Schwermetalle zu untersuchen.

Vielversprechend ist auch die Mikroanalyse
von heterogenen Materialien mit LIPS.
Durch eine spezielle Strahlhomogenisie-
rung kann ein Laser auf eine Spotgrofie von
bis zu 3-10 pm fokussiert werden. LIPS bietet
nicht nur ortliche Auflésung, sondern auch
eine Tiefenauflésung durch mehrfache
Ablation. Im Vergleich zu anderen Strahl-
techniken benétigt LIPS nur eine geringfii-
gige Probenvorbereitung und keine Vaku-
uminfrastruktur. Dieser Ansatz wurde fir
die verschiedenen heterogenen und ge-
schichteten Materialien wie z. B. Papierbe-
schichtungen, Katalysatoren und Mikroein-
schlussen in Stahl demonstriert.

Aufgrund der schnellen Deaktivierung der
angeregten Spezies, sind die Nachweis-
grenzen fir die direkte Analyse von gelo-
sten Analyten oder Kolloiden in Wasser
signifikant hoéher (in der Groflenordnung
von 0,1%). Nicht tiiberraschend ist, dafl die
erfolgreichste Herangehensweise an die
Analyse von Flussigkeiten mittels LIPS die
Ablation von der Oberflache ist. In diesem
Fall entwickelt sich das Plasma in einem
Puffergas, was den Nachweis im ppm-
Bereich ermoglicht.

Die Analyse von Gasen und Aerosolen mit
LIPS wurde hauptsachlich fir flichtige
Metalle besonders Quecksilber und halo-
genhaltige Verbindungen mit Nachweis-
grenzen im ppm-Bereich untersucht. Fur die
Analyse von Aerosolen kénnen zwei ver-

investigated by LIPS are glass and ceramics,
which can be also analysed in remote
fashion. Fig. 20a shows the experimental
set-up for a remote LIPS analysis of hot glass
melts, while Fig. 20b demonstrates the plas-
ma formation on a hot glass melt at 1200°C.
Further LIPS applications can be found for
ores and coals, paints and recycling materi-
als such as plastics with different kind of fil-
lers and pigments. Fig. 21 reveals a LIPS set-
up installed at a polymer extruder to moni-
tor the extrusion of recycled thermoplasts
from consumer electronic products for toxic
heavy metals.

Promising appears also the microanalysis of
heterogeneous materials. Through special
beam homogenization, a laser can be focu-
sed down to a spot size of 3-10 pm. LIPS pro-
vides not only spatial resolution, but offers
also some depth resolution through multi-
ple ablation on a single spot. In comparison
to other beam techniques, LIPS needs only
minor sample preparation and no vacuum.
This approach was demonstrated for diffe-
rent heterogeneous and layered materials
such as paper coatings, catalysts, or micro-
inclusions in steel.

The detection limits for the direct analysis
of dissolved analytes in water or colloidal
materials in water significantly decrease (in
the order of 0.1%) due to the fast deexcita-
tion of the excited species. Not surprisingly,
the most successful approach for analysis of
liquids via LIPS is the ablation form the sur-
face. In this case the plasma is expanding
into a buffer gas, which permits ppm detec-
tion limits.

Analysis of gases and aerosols with LIPS was
mainly studied for volatile metals especially
mercury and halogenated compounds with
detection limits in the ppm range. For the
analysis of aerosols, two principal experi-
mental set-ups, can be realized: (i) a direct,
on-line detection in the focal volume or (ii)
sampling of the aerosol on filter or impac-
tor. While the first approach permits an on-
line detection, it is hampered by the low
sampling volume and the corresponding
decreased sensitivity (detection limits in the
pg m-3 range). Due to the threshold depen-
dence of the plasma ignition, the pulse
energy can be adjusted in such a way that
only with an aerosol in the focal volume a
plasma is generated. This allows a dedicated
single pulse analysis which can improve the
detection limits considerable. The analysis



schiedene grundlegende Experimentalan-
ordnungen realisiert werden: (i) ein direkter
on-line Nachweis im fokalen Volumen oder
(ii) die Probennahme des Aerosols auf
einem Filter

Obwohl die erste Herangehensweise einen
On-line-Nachweis ermoglicht, wird sie
erschwert durch das geringe Probenvolu-
men und die entsprechend verminderte
Sensitivitat (Nachweisgrenzen im pg m? -
Bereich). Wegen der Schwellenabhingig-
keit der Plasmaziindung, kann die Puls-
energie so eingestellt werden, dafy nur mit
einem Aerosol im Fokusvolumen ein Plas-
ma erzeugt werden kann. Dies gestattet
eine definierte Einzelpulsanalyse, welche
die Nachweisgrenzen betrachtlich verbes-
sern kann.

Die Analyse an Filterproben ermoglicht,
groiere Luftvolumina zu integrieren, so daf3
die Analyse von geringeren Aerosolkonzen-
trationen (im ng m-3-Bereich) moglich ist.
Aerosole wurden nicht nur im Bereich der
industriellen Emissionen (Feinstaub-Proble-
matik) analysiert, sondern auch fiir Studien
zum Klimawandel.

LIPS stellt fiir einige der heutigen analyti-
schen Probleme die einzige sinnvolle Lo-
sung fur die on-line und in-situ Element-
analytik dar. In Zukunft wird die Anzahl der
spezialisierten Anwendungen wegen der
minimalen Probenvorbereitung, der ver-
minderten Kosten fiir eine Messung und
des Potentials fiir eine weitgehende Auto-
matisierung steigen. Die Anwendung im
Bereich der Festkorperanalyik, insbesondere
der Mikroanalyse fiir die Nanotechnologie
oder ultrakleine Volumina wird aufgrund
der Limitierung durch Blindwerte in der
Spurenanalyse wachsen. Fortschritte in der
Lasertechnologie und der Optoelektronik
werden einen direkten und kostensenken-
den Einfluss auf das Design und die Minia-
turisierung von LIPS-Systemen haben.
Anwendungen in der Prozessanalyse wer-
den aufierdem von faseroptischen Syste-
men profitieren, die den Laser an die erfor-
derliche Messstelle Ubertragen und die
Emission an ein zentralisiertes Nachweiss-
ystem leiten. Die Kombination mit anderen
Spektroskopiearten, die molekulare Infor-
mationen liefern, wie z.B. Ramanspektro-
skopie, wird weitere Anwendungsfelder fur
LIPS erschliefRen.

on filter samples allows to integrate larger
volumes of air so that analysis of lower
aerosols concentration (in the ng m=3 ran-
ge), e.g. from remote areas, is possible. Aero-
sols were analyzed via LIPS not only for
industrial hygiene and anthropogenic emis-
sions, but also for climate change related
studies

In summary LIPS represents for some of
today’s analytical problems the only reaso-
nable solution to in-situ and/or elemental
remote sensing. In future, the number of
specialized applications will probably
increase in the future due to the minimum
sample preparation, the reduced cost for a
single measurement, and the potential for
an extensive automation. The application of
solid sample analysis, especially microanaly-
sis techniques for nanotechnology or ultra-
small volumes, will grow due to inherent
blank limits in ultratrace analysis.

Due to the fact that LIPS is technology-
driven, advances in the laser technology and
optoelectronics will have direct impact on
the design and miniaturization of LIPS
systems. Applications in process analysis
will further profit from fiber-optical systems
delivering the laser to the point of demand
and guiding the emission to a centralized
detection system. The combination with
other types of spectroscopy providing mole-
cular information such as Raman spectros-
copy will open further applications for LIPS.

LIPS
LIBS

.






