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1/u (i = p(Probe), g(Gasschicht), u(Unterlage))

Konstante fur verschiedene Zusammenhénge [Bedejgwegls im Text].
Amplitude des Signals der photothermischen Ablegkyn = A(Anfangssignal);
E(Endpunkt); max(Maximum)]

Konzentration [% m/m]
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V-1

Konstante fuir verschiedene Zusammenhange [Bedejgumggls im Text].
optische Absorptionslange [cm]

Weglénge (genauere Definition im Text)

Dicke einer Probe

Anstieg

Gesamte diffundierte Masse

Anzahl

Brechungsindex (i = p (Probe); g (Gasphase))

komplexer Brechungsindex

warmeflux [Wm?] (i = cd (conduction))

Waéarmeenergie

Reflexion [%]

Singulettzustand (i = 1; 2)

Zeit [s; min; h] (i = s (Schwingungsdauer)

Zeit bei Erreichen der halbmaximalen Konzentration

Transmission [%]

Triplettzustand (i = 1; 2)

Warmedurchgangskoeffizient

Temperatur (i = g(Gasphase); s(Oberflache); w(Wguabe); m(Mittelwert))
Spannung

Volumen

Transversaler Versatz des Detektionslasers

Zero Crossing Distanz
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Thermische Diffusivitait oder Temperaturleitfaheiik [cn? s'] (i = p(Probe),
g(Gasschicht), u(Unterlage))

optischer Absorptionskoeffizient [¢th

Korrekturfaktur zur Bestimmung vam (y = 1 fur transparente Probens 1,44 fiir opake
Proben)

eingestellte Messtiefe (konfokale Raman Mikroskppie

Winkel der Phasenverschiebung
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thermische Wellenlange [nm]
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1. Einflihrung

1. Einfihrung

1.1.Einleitung und Motivation

Mit einer Vielzahl von Funktionen ausgestattetdist Haut ist nicht nur das gréf3te, sondern auch
eines der komplexesten Organe des Menschen. Poienéahrt sie den Organismus vor dem Ein-
dringen von Toxinen oder Mikroorganismen und derkomtrollierten Wasserverlust. Auch ge-
genuber der in hoher Dosis lebensfeindlichen U\&t8tmg bilden die dulReren Hautschichten
eine effektive Barriere. Eine mdgliche AuskuhlurtgoUberhitzung des Kérpers wird durch ihre
thermoregulatischen Eigenschaften inhibiert.

Unter dermatologischen Aspekten gilt es nun, unrdfikungen der Haut zu begegnen und bes-
tenfalls eine Heilung zu erzielen, Arzneistoffeoler durch die Haut an ihren Wirkort zu trans-
portieren. Die effektive Uberwindung dieses hoclweérkelten Barrieresystems bedarf jedoch
entsprechender Strategien. Inzwischen stehen higahireiche Mdglichkeiten zur Verfligung.
Durch intensive Forschung im Bereich der physikogisehen Charakterisierung halbfester
Grundlagen werden die Zusammenhange zwischen MalmkieArzneistoff besser verstanden, so
dass den zu applizierenden Wirkstoffen die fur d@mverfigbarkeit optimalen Formulierengen
zugeordnet werden konnen [1]. Die Aufklarung vonflaw und Funktion der Haut bis auf die
molekulare Ebene ist weit fortgeschritten, wodusah neue Moéglichkeiten ergeben, die Barrie-
reeigenschaften zu beeinflussen [2]. Ebenso kaanZdsammensetzung von Salben, Cremes,
Gelen und Pasten in Hinblick auf die Bioverfugbdarlder enthaltenen Arzneistoffe optimiert
werden. Zur Beschleunigung der Wirkstoffpenetraiiowlie tieferen Hautschichten kénnen auch
Penetrationsbeschleuniger, so genannte EnhanaeArmmwendung kommen. Weitere Optionen
sind Mikroemulsionen, liposomenhaltige Formulierengder physikalische Mittel wie die An-
wendung von Ultraschall, um die Permeabilitat dautizu erhéhen [3, 4].

Die Uberpriifung der erarbeiteten Strategien undzépte zur Penetrationssteigerung der Arz-
neistoffe auf ihre tatsachliche Funktionalitat Widtksamkeit muss im nachsten Schritt erfolgen.
Hierzu bedient man sich physikochemischer GroRRem,dem Diffusionskoeffizienten, dem Ver-
teilungs- und Permeationskoeffizienten als Vergigparameter. Die Erlangung dieser Kenngro-
Ben kann generell mittels in-vivo- und in-vitro-Aysen erfolgen, wobei erstere als Untersuchun-
gen am lebenden Organismus letztendlich aufgruret gtarkeren Aussagekraft angestrebt wer-
den. Bis jedoch in die klinische Prifphase tberggga werden kann, wird in der Grundlagen-
forschung zunachst auf in-vitro Untersuchungen akgégriffen. In Versuchsreihen werden bio-
logische Membranen wie z.B. humane oder tieriscaetidder deren Adnexa wie Nagel und Huf
in Penetrations- oder Permeationsexperimenten suakt, um darauf folgend Rickschlisse auf
das Verhalten der untersuchten Substanzen beig@ikationin vivo zu erhalten. An die eigent-
liche Versuchsdurchfiihrung schlie3en sich meistrerehSchritte an, die die Probenaufarbeitung
und die Analyse mit geeigneten Verfahren umfas8ealysenverfahren auf Basis von Probenex-
traktion und chromatographischen Methoden habem fsierflr als sehr gut geeignet erwiesen.
Durch die chromatographischen Trennverfahren wedikekomplexen Proben in ihre Bestandtei-
le zerlegt, so dass die Analyten separiert, frai stbrenden Substanzen quantifiziert werden kon-
nen. Diese Art der Analytik bietet zwei gro3e Vadeenamlich, dass sie ein sehr breites Spekt-
rum an Substanzen zu erfassen vermag, und daseeljesehr gute Nachweisgrenzen erreicht
werden kdnnen.

Doch ist diese Vorgehensweise nicht fur die in-8ltersuchung der Penetration von Wirkstof-
fen in die Haut geeignet, da sie auf dem Prinzgp Ri®benziehens basiert. Jedoch ist gerade die
,on-line* Verfolgung der Wirkstoffdiffusion vor Ortd. h. in der Haut oder den Modellmembra-
nen, fur die Dermatopharmazie von grof3em Interédsech die direkte Messung fallen einerseits
Fehlerquellen wie die aufwendige Probenaufarbeitweg, andererseits steht durch die zersto-
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1. Einflihrung

rungsfreie Analytik die Probe fur Mehrfachmessungem Verfiigung, wodurch eine &uf3erst
exakte Erfassung der Kinetik der Penetrationspsezagiglich wird.

Diesen Anforderungen werden spektroskopische bptisahe Messverfahren in grofiem Umfang
gerecht. Das generelle Grundprinzip besteht datektromagnetische Strahlung (IR, VIS, UV)
mit der Probe in Interaktion zu bringen und derarchd die Wechselwirkung von Strahlung und
Materie bedingte energetische Veréanderung zu detekt Es handelt sich somit um zerstdrungs-
freie, nicht-invasive, kontaktlose Messverfahreie, id der Regel keine Vorbereitung der Proben
benoétigen. Mit entsprechenden Vorrichtungen, wiadém oder Mikroskopen, kdnnen die Unter-
suchungen direkt am Objekt vorgenommen werden.

Hierzu z&hlen unter anderem Methoden der FTIR 3psgkobpie (Fourier Transformation Infrarot)
wie die FTIR-ATR Spektroskopie (abgeschwéchte Tetxion) [5-8], die FTIR Mikroskopie
[9] oder die FTIR-PA Spektroskopie (photoakustisSipektroskopie) [8, 10-12].
Laserspektroskopische Techniken stellen eine veeissmhr bedeutende Gruppe der optischen
Messverfahren dar. Fir Untersuchungen an Haut Edelellmembranen wurden in den letzten
Jahren verstarkt Fluoreszenz Mikroskopie und Mezhadier Raman Mikroskopie verwendet und
eindrucksvolle Ergebnisse erzielt [13-17].

Obgleich die Methoden der IR- und der Raman Mikessskopie schon seit Jahren intensiv fur
diese Anwendungen erforscht werden — inzwischestiekgn auch schon erste kommerzielle
Gerate - hat bisher keine der Techniken alle amga#tellten Erwartungen erfillt. Limitierungen
finden sich in der zum Teil niedrigen Nachweisemglichkeit oder aber in der hohen Empfind-
lichkeit gegentber storenden Einflissen. Und ta#r beschriebenen Vereinfachung der Ge-
samtanalytik, ergeben sich Schwierigkeiten beilBgeninterpretation.

Eine weitere Gruppe von kontaktlosen Analysenveeialbasiert auf dem so genannten photo-
thermischen Phanomen. Hierbei wird Strahlung einehntquelle von Materie bzw. Molekulen
absorbiert. Dadurch erhoht sich deren innere Eeargd ein Teil dieser Anregungsenergie wird
Uber strahlungslose Relaxation durch unelastistti®eSauf die Umgebung eines Molekiils, dies
kann ein Feststoff, ein Gas oder ein Losungsnseél, Ubertragen und fuhrt zu einer Tempera-
turerh6hung, die mit geeigneten Temperatursensoaehgewiesen werden. Erstmals beschrieb
A. G. Bell diesen Effekt im Jahr 1880 in ,On theo@uction and Reproduction of Sound by
Light [18]. Erst in den siebziger Jahren des 28hrhunderts konnten Bells Entdeckungen hin-
reichend erklart [19] und verwendet werden, um Asahverfahren fir die Untersuchung von
Feststoffen zu entwickeln [20-22]. In den letzteridlahrzehnten wurden verschiedene photo-
thermische Methoden fiir eine Vielzahl von Anwendam@gntwickelt. Nach fast hundertjahriger
Pause erlebte die Photoakustik eine Renaissanoh dRosencwaig. Inzwischen gibt es ca. 15
Methoden, die sich prinzipiell durch ihre unterschichen Detektionsverfahren unterscheiden.
Eine Variante der photothermischen Spektroskogialies photothermische Ablenkung (Photo-
thermal Beam Deflection Spectroscopy = PDS). Dietgihermische Ablenkung an Feststoffen
wurde 1980 von Boccara [23] entdeckt und als ,Meeftekt” (franz. mirage = Fata Morgana)
bezeichnet. Das Messprinzip der PDS ist au3erdidertinfach und beruht auf der thermischen
Umsetzung von Licht (Laser oder konventionellen pam) durch die zu untersuchende Substanz.
Die PDS ist ein auf3erst variables und gleichzedimistes Messverfahren, welches grundséatzlich
fur Messungen an humaner Haut oder Modellmembranesetzbar ist. Im Vergleich zu radio-
metrischen Methoden wurde die PDS fiur derartigeeldnichungen bisher jedoch zurtickhaltend
eingesetzt [24-26]. Da nicht nur an der Grenzflaeiner Probe gemessen werden kann, sondern
auch in tieferen Regionen, stellt die PDS eineswarigen kontaktlosen Messverfahren dar, die
die Erstellung von Tiefenprofilen erméglichen. Sbikdnnte der Penetrationsprozess inklusive
der transversalen und der lateralen Diffusion gdtlontaktlos, zerstorungsfrei und tiefenaufgelost
aufgenommen werden. Gegenstand der vorliegendegitAsh die PDS flir Penetrationsuntersu-
chungen nutzbar zu machen und die Mdglichkeitem abeh die Limitierungen dieser Technolo-
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2. Allgemeiner Tell

gie auszuloten. AufRerdem soll die photothermisché&erkung dabei mit verschiedenen Refe-
renzmethoden verglichen werden.

1.2.Zielstellung
Ziele der vorliegenden Arbeit sind:

» Die Erarbeitung der relevanten physikalischen Glageh und Zusammenhénge der pho-
tothermischen Spektroskopie.

» Identifizierung funktionaler Arzneistoff — Vehikel Akzeptor - Systeme fir die PDS
Messungen.

* Die relevanten EinflussgréRen und Messparametati€iPDS zu ermitteln, anhand derer
die Messprozedur optimiert werden kann.

» Die PDS mit Referenzmethoden (Raman Spektroské{ilR-PA-Spektroskopie, FTIR-
ATR-Spektroskopie) zu vergleichen und darauf basiérine Bewertung vorzunehmen.

* Neben der Anpassung eines bereits vorhandenentpbotaschen Messplatzes soll der
Prototyp eines geeigneten photothermischen Scanfi@rseine spatere in-vivo-
Anwendung entwickelt werden.

» Entwicklung von Experimenten, anhand derer Diffasjgrozesse transversal und lateral
in Membranen photothermisch zu analysierbar sirdl die Ermittiung von Kenngrof3en
wie dem Diffusionskoeffizienten.

e Zu untersuchen, inwieweit die theoretische Moglahkler Messung von Tiefenprofilen
in der Praxis an relevanten Proben durchfuhrbar ist

2. Allgemeiner Tell
2.1. Der photothermische Effekt

2.1.1.Photothermische Ablenkung an Feststoffen

Die erste Beobachtung des photothermischen Effedidsng Anfang der achtziger Jahre des
neunzehnten Jahrhunderts. Die Entstehung einegingtn Horrohr detektierbaren Gerdusches
aufgrund der periodischen Unterbrechung eines &idttls, welcher auf eine Festkorperprobe
gerichtet war, veranlasste den Entdecker A.G. Biglén Transfer von Schwingungen von der
Oberflache der Probe an die Gasphase anzunehmeew&rundlage des Effektes sein sollte
[18]. In folgenden Arbeiten aus dem Jahr 1881 besiohBell weitere Experimente zu diesem

Phanomen, wobei er einen Zusammenhang zwischemabsbrption und photoakustischem Ef-

fekt bei Feststoffen, Flussigkeiten und Gasen te#ies [27, 28]. Photothermischer und photo-

akustischer Effekt gehen aus identischen physittadis Ablaufen hervor. Da der photoakustische
schlie3lich ein Resultat des photothermischen Edfédt, wird Letzterer nachfolgend fur beide

Phanomene verwendet (Abb. 1). Allerdings blieben Bhotothermik und die Photoakustik als

analytische Messverfahren lange Zeit weitgehencaciet. In der zweiten Halfte des 20. Jahr-
hunderts kam es dann zu Neuentwicklungen im BerdeshMesstechnik und der Optik. Aber

auch insbesondere die neue Verstarkertechnik, dueien mit hoherer Intensitat und neue De-
tektorsysteme liel3en eine Vielzahl von Messtechmikie auf dem photothermischen Effekt ba-
sierten, entstehen (Tabelle 1). Mal3gebliche Bedeuiiir die Neubelebung der photothermischen
Technologie hatte A. Rosencwaig, der in den 1938é&ren spezielle photoakustische Techniken
zur Anwendung an festen Materialen entwickelte PI9,30]. Die neuen Methoden erlaubten nun
auch die spektroskopische Untersuchung von opakenstark streuenden Proben [31, 32] und
gleichzeitig war es mdoglich thermische und mecler@sEigenschaften von Materialien ohne
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2. Allgemeiner Tell

aufwendige Probenvorbereitung zu ermitteln [33-3%@psencwaig erkannte bereits zu Beginn
seiner Arbeiten, dass die Charakteristik dieseenglontaktlosen und zerstorungsfreien Mess-
verfahren ihnen ein enormes Potenzial fur die Arduexg im Bereich klinischer Untersuchungen
versprach [11]. Das Interesse an optischen Venfatwe Untersuchung der Haut und der Penetra-
tion von Wirkstoffen in die Hautschichten war bé&eior 30 Jahren grof3, was Rosencwaig veran-
lasste, erste photoakustische Studien an Stratumewm Proben von Ratten vorzunehmen,
wodurch er die Brauchbarkeit der Photoakustischeek®oskopie fir derartige Anwendungen
zeigen konnte [36]. Wahrend sich Rosencwaig vordiehnauf die photoakustischen Verfahren
konzentrierte, wurde die photothermische Ablenkapgktroskopie erstmals 1980 von Boccara
und Fournier vorgestellt [23]. Bereits im darauffnden Jahr erweitern Amodt und Murphy, die
bereits den Mirage Effekt der Photothermik besdiamehatten [37], die Theorie und die Anwen-
dungen dieser neuen Methode und legten damit dandStein fur die Einfihrung der PDS als
analytisches Messverfahren fur Oberflachenuntersugdn [38]. Gleichzeitig entwickelte aber
auch Boccara et al. die neue Technik weiter [39, 40den folgenden Jahren konnte die PDS fur
zahlreiche neue Anwendungen eingesetzt werdenesosiolere erlaubt dieses kontaktlose Ver-
fahren ebenso wie die PAS zerstorungsfreie Tiefssmegen an verschiedensten festen Materia-
lien durchzufihren [41-43]. Die Bestimmung therrhisc Materialeigenschaften wie die Tempe-
raturleitfahigkeit oder die Warmeleitfahigkeit geh@benso zu den Anwendungsgebieten der
PDS [24, 33]. Neben der Ablenkung eines Laserstrabim Durchtritt durch die thermische Lin-
se kann auch dessen Aufweitung gemessen werdem{@hkeens Spektroscopy). Hier konnte die
Photothermik als Spurenmethode fir die Analytik axinen in Wasser verwendet werden [44,
45].

Im Bereich biomedizinischer und biologischer Fragisngen sind analytische Verfahren ge-
fragt, welche die aul3erst empfindlichen Proben mbigt nicht beeinflussen oder gar zerstdren.
Mit der Einfihrung von PDS und PAS als kontaktlogeht-invasive Messverfahren fanden beide
Methoden schnell Verwendung zur Untersuchung skmrsityoben. Leblanc et al. fihrte Studien
zur Aufklarung photosynthetischer Aktivitdt mittdPDS Messungen an intakten Blattern durch
[46].

Tabelle 1. Photothermische Techniken [47]

Abklirzung Technik

ETEAM Electron Thermoelastic Acoustic Microscopy
FTIR PAS Fourier Transform Infrared Photoacouspe@roscopy
OBD Optical Beam Deflection

PAM Photoacoustic Microscopy

PARAS Photoacoustic Reflection Absorption Specwpgc
PAS Photoacoustic Spectroscopy

PDS Photothermal Deflextion Spectroscopy

PIM Photo Infrared Microscopy

PTOBD Photothermal Optical Beam Deflection

PTR Photothermal Radiometry

SEAM Scanning Electron Acoustic Microscopy

SPAM Scanning Photoacoustic Microscop

TDTL Time-Dependent Thermal Lensing

TRIR Time-Resolved Infrared Radiometry

TROA Time-Resolved Optoacoustics
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Modulierte W

LUFT Anregungsquelle -

Akustische Wellen
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Strahlung .
_Thermische Wellen
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Photochemischer | Akustische Thermische deformation
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Abbildung 1. Physikalische Effekte der Anregungeeifrobe mit intensitdtsmodulierter elektromagebts
Strahlung [48]. Durch die modulierte Bestrahlungesi Materials kommt es infolge von Absorption sownh
der Probe, als anschlieend auch in der angrenzeBdsphase zur Ausbreitung thermischer und akbstisc
Wellen.

Die photothermische Auswertung eines Immuntestsemarm niedriger Nachweisgrenze gelang
Sakashita et al. [49]. Giese und Kdlmel et al. ba&kgten sich in den 1980 und 1990er Jahren
mit der Anwendung photothermischer und photoakciséis Techniken fur dermatologische Un-
tersuchungen. Diese Arbeitsgruppe war bisher dieige, die die erfolgreiche Anwendung der
PDS in diesem Bereich mehrfach veroffentlichte. ®arde die Penetration von UV-
Schutzsubstanzen und von Vitamin E in die humang Haterin vivo Bedingungen mittels PDS
verfolgt [24, 50, 51].

Das Prinzip photothermischer Technik beruht, wigeveoben bereits erwahnt, auf der Einstrah-
lung von elektromagnetischen Wellen (z.B. sichtbdneht, meistens in Form eines Lasers) auf
eine Probe. Die Absorption der Anregungsstrahlxyégungslasers) resultiert in einer Tempe-
raturerh6hung eines kleinen Volumens des ProbemialgteDie Erwdrmung anliegender Berei-
che der Probe sowie der angrenzenden Gasphasgt eldoth Warmeleitung. Die Temperaturab-
hangigkeit des Brechungsindexasst oberhalb der Probe einen thermisch indezidBrechungs-
indexgradienten entstehen. Dieses Phanomen wirl BMiage Effekt genannt und wird im
Sommer Uber erhitztem Stral3enbelag sichtbar. Wirel @uelle von ausreichender Intensitat und
mit konstanter Intensitatsmodulation verwendetsteshit im Bereich um den Auftrittspunkt des
Anregungsstrahls sowohl in der Probe, als aucleirdee Probe begrenzenden Gasphase ein stati-
onéres, stabiles Temperaturfeld (Abb. 2). Dieseei8a wird auch als thermische Linse bezeich-
net.

Der thermisch induzierte Gradient des Brechungsindekt einen zweiten (Detektions-) Strahl,
der parallel zur Probenoberflache durch die thezh@sLinse verlauft, ab. Das Ausmal’ der Ab-
lenkung des Detektionsstrahls wird durch das Teatpgprofil der Oberflache des Materials be-
stimmt, welches wiederum durch die optischen umrdntiischen Eigenschaften der Probe bedingt
wird. Die Ablenkung des Messlasers kann mit ein@sitmnsempfindlichen Detektor gemessen
werden. Abbildung 2 zeigt, dass die Ablenkung ausi Komponenten (bezeichnet mijtund ;)
besteht, die verschiedenartige komplementare Irdbomen lber das Temperaturfeld der Probe
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beinhalten. Die normale Ablenkung (normal bzw. seokt zur Oberflache) ist besonders sensitiv
fir Anderungen der Oberflachentemperatur des Pidivpars. Die transversale Komponente
(parallel zur Oberflache) wird durch das Tempeganfil orthogonal zum Detektionsstrahl beein-
flusst.

Die thermische Linse, die sich oberhalb der belk#alOberflache aufbaut, entsteht aufgrund der
Temperaturabhangigkeit des Brechungsindex von duafifT. Der Zahlenwert vonin/dTist ne-
gativ und resultiert in einer Ablenkung des Detahsistrahls, die weg von der Oberflache gerich-
tet ist. Die Ablenkung an jedem Punkt entlang deashfengangs ist [47]:

dé =n"'Onxdl (1)

Dabei beschreibtll einen inkrementellen Vektor entlang des Strahlemse®ie Gesamtablen-
kung des Uber das erwarmte Medium geleiteten L&sgilst sich zu:

H:I n~'Onxdl (2)

Es wird entlang des Strahlenverlaufs integriere Bigentlichen Zahlenwerte des Ablenkungs-
winkels sind sehr klein und werden erst durch debétwirkung der Strecke des Messladgrs
zwischen der thermischen Linse und dem Detektastrégybar.

Fur das photothermische Signal ergibt sich:

S:IaJ'n*DnXdI (3)
Da der Brechungsindex temperaturabhangig istVeil& (dn/dT,) VT, wobeiTgdie Temperatur
im Gas ist. Da der Wert fir™'(dn/dT,) entlang des Strahlenverlaufs konstant bleibt, ldem

Ausdruck vor das Integral gezogen werden. Fasst allanFaktoren, die entlang des Strahlen-
gangs konstant bleiben, &g zusammen, ergibt sich fur das photothermischeabigD Signal)

S=K,[OT, xdl 4)

Wie bereits weiter oben erwahnt, kann der Ablenkungkel in zwei Teile zerlegt werden. Dies
gilt somit auch fur das PD Signal. Fur dessen nterSanalkomponente gilt:

9
S, = Koajngx (5)

und fur die transversale Signalkomponente gilt:

k. 9014
St—Koa—ijg X (6)
Fir das dreidimensionale System gilt:

_[ngx = ITg (v,)cos(, y)dv, (7)
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positionsempfindlicher
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Anregungstrahl

senkrechter
Versatz

0
transversaler Versatz

Abbildung 2. Photothermische Ablenkung

Die schematische Darstellung der Technik der PD& zien Detektionsstrahl, der die durch den Anregun
strahl induzierte thermische Linse parallel zur @&ehe passiert. Dabei erféahrt der Detektionss$teate Ab-
lenkung, welche auf dem Detektor in ihren zwei Komgnterd, und 6, dargestellt istDer Messlaser verlauft
in einem konstanten Abstandzum Zentrum der thermischen Linse (transversakers&tz). Die Hohe des
Strahlenverlaufes parallel Gber der Oberflache waisdnormaler oder senkrechter Versataezeichnet.

Werden die Gleichungen (5) und (6) fur dreidimenale Systeme geschrieben, ergibt sich:

oT (v
S, =Ko %cos(m y)dv, (8)
und
S, = Ko [v,T, (v))sin, y)dv, 9)

Der Vektorv liegt in der transversalen Ebene, parallel zur Enoberflache, somit beschreibt
Ty(v) die Temperatur in dieser Ebene. Wird die TemperatuGas auf die Oberflachentempera-
tur bezogen, ergibt sich:

T, =T,exp -2 (10)
Hg



2. Allgemeiner Tell

Die Temperatur der Oberflache wird riigbezeichnetyy ist die thermische Diffusionslange von
Luft und z,ist der normale Versatz des Messlasers. Es ergibtfigr die normale Ablenkung des
Detektionslasers:

S, = Koj Tﬁvt) ex;{iJ cosy, y)dv, (11)
9 9

Und die transversale Ablenkung ist:
=Ko [T, )| 22 |sing, y)d
S - Ojvt g(Vt) u Sln(Vty) Vi (12)
9

Aus den genannten Gleichungen lasst sich ableitess die normale Komponente der Ablenkung
direkt von der Temperaturverteilung entlang des &gedes Detektionslasers abhangt, wohinge-
gen die transversale Komponente vom Temperatuegngeh in transversaler Ausrichtung beein-
flusst wird. Somit ergeben sich, je nachdem weldke beiden Signalkomponenten detektiert
wird, differenzierte Sensitivitaten fir bestimmteBeneigenschaften.

2.1.2.Thermische Wellen

Die korrekte Anwendung der in Tabelle 1 aufgezahkethoden erfordert zuerst ein Grundver-
standnis der physikalischen Prozesse, auf denepltadasthermische Prinzip basiert. Infolgedes-
sen wird in Abschnitt 2.1.2 zunachst der Fokusdi@fGrundlagen der Warmeleitung in Feststof-
fen gelegt, wozu im Folgenden auch im pharmazewiscSinn halbfesten Formulierungen zah-
len. Anschliel3end folgen die Einfuhrung des Priazlpermischer Wellen und ihrer Wechselwir-
kungen in Feststoffen. Die Erzeugung thermischetlafemit Hilfe optischer Quellen soll ab-
schlieRend die theoretischen Betrachtungen zu tkehen Wellen vervollstandigen.

2.1.2.1.Grundlagen des Warmetransports und Warmeleitung

Die Ubertragung und Ausbreitung von Warme gehorerden grundlegenden Vorgangen des
Warmetransports. Als Ergebnis dieser Prozesse ewrdlemperaturfeld erhalten. Es liefert die
genaue Beschreibung der Temperaturverteilung eneiMedium. Das Temperaturfeld

T =T (x,t)

in seiner raumlichen und zeitlichen Abh&ngigkeit @stimmen, bedeutet Wéarmeleitprobleme
l6sen zu konnen. Die grundlegende Differenzialgleny fir das Temperaturfeld kann durch
VerknUpfung des Energieerhaltungssatzes mit deret@gsn Fourier erhalten werden.
Temperaturunterschiede in einem Medium oder zwisawveei Korpern sind der Ausgangspunkt
fur den Transport von Warme. Ein solcher Transkarn in Form von Warmeleitung, Konvekti-
on oder Abstrahlung von Warme stattfinden. Fouri@esetz beschreibt die durch Leitung be-
dingte Rate des Warmetransports pro Flacheneifizeit den Warmestromes [Wm? in x-
Richtung.

Og = K (13)
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Der Proportionalitatsfaktor ist bekannt als Warmeleitfahigkeit oder thermisth#fahigkeit [W
m*K™ und beeinflusst den Warmestrom als stoffabhénifigestante maRgeblich. Fouriers Ge-
setz erlaubt, die durch Warmeleitung bedingten Vé&tnime an jedem Punkt zu beschreiben. Da
bei photothermischen Experimenten die erzeugternpéesturunterschiede sehr klein sind, gentgt
es die Effekte der thermischen Leitfahigkeit zudehtten [52].

Um einen Zugang zur aufRerst komplexen raumlichehzeitlichen Temperaturverteilung in ei-
ner Probe zu erhalten, kann die Anwendung einemfs Energieerhaltungssatzes auf ein wur-
felférmiges Kontrollelement bzw. Kontrollvolumed\{) herangezogen werden [53]. Die Anwen-
dung des Energieerhaltungsprinzips auf die Endigigé in das und aus dem Volumenelena&ht
(dx, dy unddg fuhrt zu folgendem Ausdruck:

Qn +Qy —Quu = Qx4 (14)
Qinist der Anteil des Energiestromsdi

Q. =0, +a, +q,

Qq ist der Anteil der irdV generierten Energie

Q, = gdxdyd

Qout ist der Anteil des Energiestroms al\sheraus

Qout = Uxeax F Ayeay T Az

Qs ist die gespeicherte Energiedw
Qst = mwaa_-::-d)(dydz

p ist die Dichtec, steht fir die spezifische Warmekapazitat der Proinkg die generierte Ener-
giemenge pro Volumeneinheit. Nun wigd;in Gleichung (14) ersetzt. Fourier's Gesetz (13dwi
auf den Warmefluss in jeder Dimensign g, undg, angewendet. Der Anteil der Warmeenergie,
derdV verlasshy:ax Gy+day Und d,+4, Wird mittels Taylor Expansion erhalten. Durch Etzen in die
Energieerhaltungsgleichung (14) wird die generéltem der Warmediffusionsgleichung bzw.
Warmeleitungsgleichung erhalten:

i[/«:lydza—-rjdx + 9 dedza—T dy+
ox ox oy ay

i[KdXdya—Tde+ gdxdydz= ,ocwa—dedydz (15)

0z 0z ot

Diese Formel bildet die Grundlage fur die Analydigr Warmeleitung und ermdglicht die Tempe-
raturverteilung als Funktion der Zeit zu erhalt8omit beinhaltet die Warmediffusionsgleichung
die Aussage, dass an jedem Punkt eines MediumbBleiige an ein- und ausgeleiteter Warme-
energie plus der Menge an erzeugter Warmeenergid/plumeneinheit der Anderung der ge-
speicherten Energie entsprechen.
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Die auRRerst komplexe Warmediffusionsgleichung kéimrverschiedene Spezialfalle vereinfacht
geschrieben werden.

Ist die thermische Leitfahigkeit in einem Mediunoti®p, vereinfacht sich die Gleichung wie
folgt:

2 2 2
T O 0T g 10T a0
ox° ody° 0z° k a ot

Dabei ista die thermische Diffusivitat bzw. Temperaturleitfgkeit (nfs). Diese wichtige,
thermophysikalische Grof3e ergibt sich aus dem \fgik&/on thermischer Leitfahigkeit und Ka-
pazitat. Sie beschreibt das Ausmalf3, mit dem sicim&an einem Material verteilt. Wobei dieser
Prozess nicht nur durch die thermische Leitfahighkeeinflusst wird, sondern auch durch Kapazi-
tat des Mediums Warme zu speichern.

Findet in einem Medium keine interne Generierung Vdarme statt, vereinfacht sich die War-
mediffusionsgleichung wie folgt:

0°T  0°T 0°T _14T
x> oy* 0z° a ot

17)

Weitere Vereinfachungen werden fir stationare Teatpeelder und fir das Fehlen von War-
mequellen erzeugt.

Betrachtet man die Warmeleitungsgleichung fiir eiké@nper mit konstanten Stoffwerten, das
heil3t die Warmeleitfahigkek = konst.und die spezifische Warmekapazitgt= konst , in dem
aulRerdem keine Warmequellen auftreten und das Tratopield nur noch von der Zdiund der
x-Koordinate abh&angt, spricht man von linearem W&ilumss und es gilt folgende Differenzial-
gleichung:

aT _ _a°T
~—=q
ot ox?

(18)

Anhand von Gleichung (18) lassen sich die Tempdsmtighigkeit und die Warmeleitungsglei-
chung anschaulich erlautern. Danach ist die zkdliTemperaturanderuiad/ ot an jeder Stelle
des Mediums der Temperaturleitfahigkeit proportloBaese Materialeigenschaft gibt also an wie
schnell sich Temperaturen &ndern. In Tabelle 2 giedmische Materialeigenschaften fur diverse
Stoffe aufgefiihrt. Es wird deutlich, dass Metalmerell mit hohen Temperatur- und Warmeleit-
fahigkeitswerten ausgestattet sind [52]. Das bedediss sie nicht nur gute Wéarmeleiter sind,
sondern auch Temperaturanderungen schnell weitengebagegen liegen die Werte fur die
thermische Diffusivitat und die Warmeleitfahigkerganischer Materialien zum Teil um den Fak-
tor 1000 niedriger.

Zudem verkniipft die Differenzialgleichung (18) dieitliche Anderung der Temperatur mit der
Krimmung des Temperaturverlaufs an einer Stellbebsind drei Félle zu unterscheiden.

Ist 32T /dx? = 0, steigt die Temperatur (Erwarmung), da mehr Ereengichstromt als abgefiihrt
wird. So muss Energie gespeichert werden, weshalremperatur mit der Zeit ansteigt. Bei
entgegen gesetztem Vorzeichen der Krimmaitiy/dx? < 0 sinkt die Temperatur mit der Zeit,
wahrend furd?T /0x? = 0 die Temperatur konstant bleibt (stationares Teatp€eield) [54]. Sta-
tionare Temperaturfelder sind unabhéngig von dét de sie einen Endzustand eines nichtstatio-
naren Aufheiz- oder Abkuhlvorgangs darstellen. lisay/ at = 0.
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Tabelle 2. Thermophysikalische Eigenschaften ausdesr Materialien [52, 55, 56].

Material Dichte Warme- Warmeleit- Temperatur-  Warmeein- Thermische Diffusions-
kapazitat  fahigkeit leitfahigkeit dringungs- lange
koeffizient (mm)
(kgn)  @kg'K?D  (Wm'K?Y  (x10°ms?) (Ws“m?K™)  1Hz  25Hz 100Hz
Aluminim 2700 945 238 93,28 24642,59 5,449 1,089 540,
Kupfer 8933 385 401 116,60 37136,52 6,092 1,218 09,6
Eisen 7870 447 80,2 22,80 16796,87 2,694 0,539 90,26
Silber 10500 235 429 173,86 32535,48 7,439  1,4887440,
Silizium 2330 712 148 89,21 15669,27 5,329 1,066 538,
Kaut- 1100 2010 0,13 0,06 536,12 0,137 0,027 0,014
Schuk
Holz (Ei- 545 2385 0,17 0,13 470,07 0,204 0,041 0,020
che)
Luft 1,16 1007 0,026 22,26 5,51 2,662 0,532 0,266
Wasser 1,00 0,14 0,211 0,042 0,021

2.1.2.2.Erzeugung und Ausbreitung thermischer Wellen iremirstationaren Tempe-
raturfeld

In Natur und Technik treten periodische Temperaesungen haufig auf, wie zum Beispiel die
taglichen oder jahreszeitlichen Schwankungen deleBtemperatur. Analytische Verfahren, wel-
che auf dem photothermischen Effekt basieren, vadere ebenso meist intensitdtsmodulierte
Warmequellen, um eine Probe anzuregen. Die damsudtierenden periodischen Temperatur-
schwankungen erzeugen ein stationares, konstaetepératurfeld in der Probe und in der an-
grenzenden Gasphase, wodurch eine Analytik digs&sdtens erst ermoglicht wird. Im Folgen-
den sollen diese Temperaturschwingungen und dieriéhéhermischer Wellen n&herungsweise
erlautert werden.

Als Modell dient ein Korper mit konstanten Stoffwesra undk. An die freie Oberflache x = 0
grenzt eine Warmequelle, deren Temperajusich wie folgt andert [54]:

Ty® =T, +ATcosud =T +AT coEZntij (19)
Es wird also von einer harmonisch schwingenden Beatpranderung mit der Amplitudd und
der Schwingungsdaug&yum den Mittelwerfl,ausgegangen. Gesucht ist das Temperatuffeid
T(x,t), welches sich in der Probe nach langerer ZeiDalserzustand einstellt. Auch im Inneren
des Korpers werden die Temperaturen eine harmaniSchwingung ausfihren, die mit zuneh-
mender Tiefex immer starker gedampft wird und auf3erdem eine évasschiebung zeigt. Ein
entsprechender Ansatz

T(xt) =T, +ATne ™ cosbd — uz—¢) (20)

erfullt die Warmediffusionsgleichung (18), wenn

11
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ist [54]. Die Bedeutung der Konstantgrunde wird erkennbar, wenn man ausgehend von Glei-
chung (8) die Oberflachentemperatur (x = 0) berethn

TOY) =T, +ATn(at —-¢&) (21)

Die Temperatur der Oberflache des Festkorpers tiftTemperatur der Warmequelle um den
Winkel ¢ nach. Wohingegen die Amplitude dieser Schwingumgden Faktor; < 1 gegenlber
der Schwingung der Warmequelle verkleinert ist (\Vddb. 3). Ebenso verhélt sich die Tempera-
tur in einer bestimmten Tiefe Sie schwingt mit derselben harmonischen Kreisfeeg« und
zeigt mit zunehmender Tiefeeine starker werdende Abschwéchung ihrer Amplitsmigie eine
zunehmende Phasenverschiebung. Gleichung (20) steliit fir jeden Zeitpunkt eine in das In-
nere des Korpers wandernde, mit zunehmender TikEngende Temperaturwelle dar. Wie flr
elektromagnetische Wellen kann auch fir die thesh@sWVelle eine Wellenlangg, als Abstand
zweier Punkte, deren Phasenwinkel sich unni&erscheiden, angegeben werden.

An =2, -7, = 2 [, (22)

Um die Eindringtiefe der Temperaturschwingung zwrtelen, wird die Tiefez, in der die
Amplitude auf dem-ten Teil ihres Wertes an der Oberflache gesungemerechnet:

A a i
z =""Inn= 0
21T Vg

Inn (23)

0 t/2 t

S

Abb. 3: Zeitlicher Verlauf der Temperatur der Waguelle Ty nach Gleichung (20) und der Oberflachentem-
peratur der Probe T(0,t) nach Gleichung (21).

12
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Firn = e, erhalt man fliz, einen Wert, der als thermische Diffusionslapgeeschrieben ist.

Die thermische Diffusionslange ist die Eindringiediner thermischen Welle, bei welcher deren
Amplitude aufl/eihrer Amplitude an der Oberflache gefallen iste Bindringtiefe und die Wel-
lenlange der thermischen Welle nehmen mit der Teatpeeitfahigkeit des Koérpers zu. Hoch-
frequente Schwingungen haben eine geringere Emtikfe in Festkdrper als Schwingungen mit
niedriger Frequenz.

2.1.2.3.0ptische Erzeugung thermischer Wellen — der phetatische Effekt

Wie Tabelle 1 in Abschnitt 2.1.1 verdeutlicht, eéxag eine Vielzahl von photothermischen Me-
thoden, die sich in der Form der Detektion des Bigssls aber auch in der Art der Probenanre-
gung unterscheiden. Gleichwohl verwendet mittlelsvdie Mehrheit dieser Techniken eine elekt-
romagnetische Strahlungsquelle zur Erzeugung tisetrar Wellen in der Probe. Heute ist die am
haufigsten verwendete Quelle ein Laserstrahl, dekgstenergie von der Probe absorbiert und
in Warme umgewandelt wird. Die Verwendung von La&Seahlungsquellen bringt enorme Vor-
teile hervor: Die Probenanregung kann kontaktlésiggn und mit sehr hoher Ortsauflosung. Des
Weiteren kbnnen, wenn auch eingeschrankt, spekdaten der Probe erhalten werden.

Die Verwendung optischer Quellen bedeutet aber ,ad@$s nicht nur die thermischen, sondern
auch die optischen Eigenschaften einer Probe Hetothermischen Effekt beeinflussen. So kon-
nen nach dem Auftreffen der Strahlung auf die Q#éelne Reflexion, Absorption, Interferenzen in
dunnen Oberflachenschichten und Streuung auftrétehdie Bedeutung dieser Phanomene fir
den photothermischen Effekt soll im Folgenden eyaggen werden.

Absorption

Ausgangspunkt des photothermischen Effekts ist chstadie Absorption von elektromagneti-
scher Strahlung durch Materie. Das vereinfachtenfehema nach Jablonski (Abb. 4) verdeut-
licht, welche Prozesse bei der Wechselwirkung vatdde und Strahlung bericksichtigt werden
mussen.

Hohere
Singulettzustiande

sz \
———
T,
Spin-
umkehr
photochemische ﬂ
Reaktionen S, > \
$ 3 Fr T
33 . —_— T
s \égrpﬁon o ' photochemische
strahlungslose | $3 f}f Reaktionen
Desaktivierung $ 3 i
33 S
S 3 s
- S
/, i 3 'J_j_uj Phosphoreszenz
Fluoreszenz 32 ror
: 4
iz 4

Termschema (Jablonski-Diagramm)

Abbildung 4. Elektronische Zustandsformen bei desdxption von Licht.
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Molekule unterschiedliche energetische Zustandeetimen. Je nach Zahl des Gesamtspins wird
unterschieden in Singulett- Jund Triplett-Zustand (J. Ein Molekil wird optisch angeregt,
wenn die Energie des anregenden Photons gleicBradgiedifferenz zwischen dem Singulettzu-
stand $ und einem angeregten Zustands§ Fur die Desaktivierung des Molekils gibt es- ve
schiedene Mdglichkeiten. Wahrend die Desaktivierbagder Fluoreszenz und der Phosphores-
zenz unter Emission von Strahlung ablauft, kannEiergie auch in photochemische Reaktionen
flieRen oder wie bei der strahlungslosen Desaktivig unter Warmeentwicklung von Statten
gehen. Letzteres geschieht durch die innere Umwangdinternal conversion“von einem Ener-
gieniveau in ein niedrigeres. Die frei werdendergreflie3t in einen héheren Vibrationszustand
und wird durch Sto3e des Molekiils an seine Umgebulgarme umgewandelt.

Die sich entwickelnde Warme breitet sich in der izt aus und wird an der Grenzflache Pro-
be/Gasphase an die aul3ere Phase transferiert. i3@r@tion elektromagnetischer Strahlung des
infraroten Bereichs regt hingegen keine Ubergarare Walenzelektronen an, sondern Molekiile
mit ausgepragtem Dipolmoment kdnnen mit IR Stragplim Wechselwirkung treten, indem die
Molekulbindungen energetisch hohere Schwingungémdst einnehmen. Die erworbene Energie
wird durch Stdl3e an benachbarte Atome weitergeget@iurch Warme frei wird.

Absorption und Reflektion an Oberflachen

Fallt ein elektromagnetisches Feld, z.B. ein Ldsahng auf einen Koérper, wird ein Teil davon

reflektiert. Der Rest der Strahlung gelangt durak Medium hindurch bzw. dringt in den Kdrper
ein. Samtliche Stoffe absorbieren aul3erdem einérd&edurch sie hindurchgehenden Strahlung,
wobei die Strahlungsenergie in eine andere Enengiretimgewandelt wird. Im Allgemeinen ent-

steht Warme.

ReflektionR() und Transmissiofii(1) konnen beschrieben werden als [52]:

1-N)[°
1+N()

ON(A) |°

1+N() (24)

R(A) =‘ T(A) =‘

WobeiN = n’ +jn den komplexen Brechungsindex des Materials darstei&. Koeffizientenn’
und n stehen fir die Abschwachung und den BrechungsinDeéx Intensitat der einfallenden
elektromagnetischen Strahlung nimmt in einem opakedium mit der Tiefe z exponentiell ab
(Abb. 5):

=9~ expt-0) (25)

Der optische Absorptionskoeffiziefitergibt sich zu

B=— (26)

Das Reziproke des Absorptionskoeffizienigf wird als optische Absorptionslangebezeichnet
und beschreibt die Strecke nach der die einfalleédnlahlung aufl/e ihrer Amplitude an der
Oberflache gefallen ist. Fur ein nicht absorbieemnillaterial ish = O.
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reflektierter Strahl

BVAVaVaVAV

Tiefe

Et

/

Ei

einfallender Strahl

Abb. 5 Reflektion (Er) und Abschwéachung (Et) eieésktromagnetischen Feldes (Ei) an der Oberflaghese
Festkorpers.

Tabelle 3: Wellenlangenabhangigkeit der optischigrefischaften von Festkorpern

Spektraler Bereich  Metall (z. Bsp. Al) Halbleiter Bsp. Si) Isolator (z. Bsp. Sip
uv R=0-92% R= 40-60%, Bandkante

(A =50-300nm) grolRe Polarisierbarkeit

VIS, NIR R=92-95% Teilweise reflektierend  Transparent

(A = 300-3000nm) und absorbierend

Reststrahlen, hohe Ab-
A >10000nm R=100% Transparent sorption und Reflexion

Die optische Absorptionslange variiert fir versdeiee Materialgruppen und Wellenlangen sehr
stark. Bei einer Wellenlange von 1 um betdgdtir Metalle lediglich einige Nanometer. In Halb-
leitermaterialien kann diese Strahlung schon Huedeyn pm eindringen und fir Isolatoren liegt
dieser Wert bei mehreren Millimetern. Somit kanwataausgegangen werden, dass der photo-
thermische Effekt in Metallen nur auf deren Obetik punktuell erzeugt wird, wohingegen diese
Annahme fir Halbleiter und Isolatoren nicht gilt.

Im Bereich der IR Strahlung zeigen besonders Metilie starke Reflexion, welche sich tber die
Halbleiter bis zu den Isolatoren zu Gunsten derofjttson deutlich abschwacht. Bei abnehmen-
der Wellenldnge sinkt auch der reflektiere Antesk Btrahlung auf metallischen Oberflachen.
Transparentes Verhalten und stark wellenlangenafbsorption zeigen dagegen Isolatoren
bei kurzer werdender Wellenlédnge (Tab. 3). Die Dtithrung photothermischer Messungen er-
fordert in den Festkorper eingebrachte Energiemendie ausreichen, um eine genugende Er-
warmung zu erzeugen. Somit sollten eine hohe Altisorpind eine geringe Reflexion vorliegen,
um ein effektives Erwdrmen zu ermoglichen. FurRealisierung muss je nach zu untersuchen-
dem Material die optimale Anregungsquelle gefunglerden.
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Absorption in tieferen Schichten

Zahlreiche nicht-metallische Materialien absorhkieedektromagnetische Strahlung und wandeln
sie in Warme um. Der Absorptionsprozess ist hier elurch Atom- oder Molekilibergange ge-
kennzeichnet als durch Ubergénge freier Elektro@amerell dringen elektromagnetische Wellen
tiefer in nicht-metallische Materialien ein und sokann der photothermische Effekt bei solchen
Korpern nicht als reiner Oberflacheneffekt angeselverden. Vielmehr wird in verschiedenen
Tiefenz der Probe Warme erzeugt. Will man die Warmeengdygein einem Element der Lange
dzin der Tiefez in einem absorbierenden Medium erzeugt wird besisln, ergibt sich [52]:

AQ(2) = —rdld—(_z)dx = 11- RW)]I ,Bexp-B2dz (27)

Wobei eine exponentiell verlaufende Abschwachunged#allenden Lichtintensitdtim Medium
und die Oberflachenreflektivit® () angenommen werdef.ist der optische Absorptionskoeffi-
zient undz ist der Licht in Warme Umwandlungskoeffizient ddaterials. Letztere Grof3e wird
fur alle Feststoffe als gleich angenommen. Die Amgé einer solchen Warmequelle fallt mit der
Tiefe z exponentiell ab. Die Amplituden thermischer Welldie auf diese Art generiert werden,
hangen somit sowohl von der thermischen Diffusiémgép (Gl. 23), als auch von der optischen
Absorptionslangd; ab. Die resultierende Modulation der Oberflachemteratur wird durch die
Summation der Beitrage der Warmequellen in allexiehi erhalten:

T(@) =[1- R AT, | ex‘ﬁ_jf; N9 fexpia) (28)

Tq ist der Warmedurchgangskoeffizient, der den Ubeggeiner thermischen Welle durch die
Oberflache kennzeichnet. Fir eine stark absorbderdtrobe { = 0; f >> o) ergibt sich eine
punktuelle Warmequelle an der Oberflache der Pr@beichung (28) reduziert sich fir= 0 zu:

4o

=R, (B |
T(w) = ( 5+ O_J exp(j at) (29)

Liegt der umgekehrte Fall vof K< o), ist das Material nahezu transparent, somit redugich
obige Gleichung zu:

[L- R)]I,T, B
- e

T =
(@) 210w

Xp(j at) (30)

Abhangig von der Eindringtiefe eines Laserstrahldas Probenmaterial entstehen thermische
Wellen entweder an der Oberflache (wie bei Metdllentieferen Bereichen unter der Oberflache
(nicht-metallische Absorber) oder Uber weite Bdreieiner Probe entlang des Laserstrahls. Dabei
nimmt in allen Fallen die Oberflachentemperal(m) mit ansteigender Modulationsfrequenz ab
und ist dem Absorptionskoeffizienten der Probeldiproportional.

Neben den bereits beschriebenen Effekten treteardef® Lichtstreuung und Interferenzbildung
im bestrahlten Material auf. Zumeist ist der Eisfiudieser Grol3en auf die Amplitude und die
Phase des photothermischen Messsignals geringamdvernachlassigt werden.
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Der Einfluss von Materialeigenschaften auf das Rin&

In Abschnitt 2.1 wurde bereits dargelegt, dassMasssignal der photothermischen Ablenkung
durch den Temperatur- bzw. Brechungsindexgradiemeter Gasphase Uber der Probe erzeugt
wird. Das Temperaturfeld im Gas wiederum wird dudah Temperaturverteilung in der Oberfla-
che der Probe bestimmt (Gleichung (11) und (12jun@satzlich mussen die optischen und die
thermischen Eigenschaften des Materials beruckgtonerden, will man beschreiben, wo bzw.
wie der photothermische Effekt in jeder einzelneabe entsteht. In ,Photothermal Science and
Techniques wird die Oberflachentemperatur unter Bertcksialrgy aller Probenverhéltnisse in
komplexer Form wiedergegeben (Gleichung 3.19 QUél¢) . Unter bestimmten Bedingungen
kann diese komplexe Form jedoch vereinfacht wer@eandsatzlich muss zwischen optisch opa-
ken und transparenten Materialien unterschiederdeverAus thermischer Betrachtungsweise
wird zwischen thermisch dicken und thermisch dunfestkorpern nochmals differenziert.

Zur Beschreibung werden die optische Absorptiorgeds) die thermische Diffusionslangeund

die Probendické herangezogen (Abb. 6).

transparente Korper opake Korper
1) thermisch dunn  p>l,. p>L 4) thermisch dinn p>>l,. u>L
Untergrund Probe Untergrund

[T L 0 H L I 0
2) thermisch diinn  p<l;. p>L 5) thermisch dick ~ p>l, u<L
Untergrund Probe Untergrund Probe

3) thermisch dick p<<l;.p<L 6) thermisch dick  p<l,;.p<<L
Untergrund Probe Untergrund Probe

1 1 r 1 1T 1
| L B 0 L I, H 0

Abbildung 6: Das Schema veranschaulicht die Venfgde von optischer Absorptionslangethermischer
Diffusionslangepy und La&nge der Proble fir opake und transparente Festkdrper mit varigeanthermi-
schen Eigenschaften (thermisch dich und thermidaimyd Ausfihrliche Erlauterungen befinden sich im
Text.
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Transparente Korper

Fur transparente Korper gilt, dass die einfalleBti@hlung Utber die gesamte Lange der Probe
absorbiert wird, d& < Iz und am anderen Ende den Kdrper wieder verlasseibstidie Intensi-
tatl der Strahlung:

| = 1,e"" (31)

Ist die thermische Diffusionslange grofer als diekB des Festkorpefs > L, erstreckt sichu in
die Unterlage der Probe und man spricht von eitiegrmisch diinnen Festkorper(Abb. 6 Fall

1). Die thermischen Eigenschaften der Unterlage bestimsomit das PD Signal mit. Laut RG
Theorie ergibt sich fur das PD Signal:

BL( M,
Sep U 2, (KJKlo (32)
Das Signal ist demnach dem Produkt aus der Dickdrdstkorpert und dem Absorptionskoef-
fizienten3 proportional. Auf3erdem werden mit dem Verhaltros thermischer Diffusionslange
My und Warmeleitfahigkeit, die Eigenschaften der Unterlage des Festkorpeikkschtigt. Die
KonstanteK beinhaltet mehrere dufRere Parameter, wie Drucklentperatur. IrFall 2 in Abbil-
dung 6 istu < I, gleichzeitig reicht die thermische Diffusionsl&naber noch tber die Dicke des
Korpers hinaugt > L, weshalb auch in diesem Fall Gleichung (32) gilt.

Im Fall 3 istp << Iz undp < L, wodurch einthermisch dicker Korper beschrieben wird. Fur
das Signal ergibt sich:

BHD(UPJ
S U——| — [Klg 33
2, (33)

Kp

Allein die Strahlung, die im Probenkdrper innerhalber Schicht, die der thermischen Diffusi-
onslangepp entspricht, absorbiert wird, trdgt zum PD Signeil bbwohl die Strahlung tber die
gesamte Dicke des Korpers absorbiert wird.

Opake Koérper

Ist die optische Absorptionslange klein im Vergtemur Dicke des Probenkorpédgs< L, spricht
man von opakem Verhalten. Fir déermisch dinnen Korper (Abb. 6Fall 4) gilt p >L und in
diesem Fall p >3, Fur das PD Signal ergibt sich:

1K
—1 [ — |KI 34
o 2a, (Ku) ° (34)
Das Signal ist unabhangig von den thermischen gtidamnen Eigenschaften der Probe. Es wird
dafiir maRgeblich durch die Unterlage und die Intéhder Strahlungsquellg beeinflusst.

Fall 5 beschreibt dethermisch dicken Kérper, wobeip < L undp > Igist.
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1 (b
U—o» — |KI
i, (Kj ; >

Im Gegensatz zum vorherigen Fall bestimmen hierHifienschaften der Probe das Messsignal.
Wiederum starken Einfluss auf das PD Signal istidemnsitat der Strahlungsquelle zuzuschrei-
ben. Der Absorptionskoeffizient hat keine Bedeutung

Der Fall 6 behandelt dethermisch dicken Kdrper mit sehr geringer thermischer Diffusionslan-

ge pM<<L;p<lg.

B (s
S,, O on, (KPJKIO (36)

Obwohl dieser Korper optisch undurchlassig ist,gtd@ltas PD Signal aufgrund des sehr geringen
M von dessen Absorptionskoeffizienten ab. Es tragtdas innerhalb einer Strecke glieent-
spricht unterhalb der Probenoberflache absorbigcta zur Signalbildung bei (vergl. Fall 3).

2.1.3.Das elektronische photothermische Signal

Die Ablenkung des Detektionslasers (DTL) wird dueihen positionsempfindlichen Detektor
(PSD = Position Sensitive Device) registriert, imddurch das Auftreffen des Lasers ein Pho-
tostrom mit der Spannung in der Photodiode erzeugt wird. Diese Spannung Kén jeden
Quadranten der 4Q Diode bzw. fir jede Positionlakeralen Diode ausgelesen werden. Variiert
die Position des DTL auf der Diode, wird eine SpargsanderungU erzeugt, die proportional
zur Ablenkung?; des Lasers ist und als Amplitude des PD Signalsibkenet wird. Da eine inten-
sitatsmodulierte Anregungsquelle mit der Frequerezwendet wird, &ndert sich die Temperatur-
verteilung der thermischen Linse zeitversetzt meser Frequenz. Bei bekannter Frequenz kann
dieser zeitliche Versatz als Phasenverschielng] zwischen der Anregungsfrequenz und der
Spannungsanderung der Photodiode erfasst werden.

Pt 4

>

U

t
Abbildung 7:
Die Darstellung des PD Signals mittels Oszilloskemt den Verlauf der Spannukgder Photodiode mit dem
Rechtecksignal der Chopperfrequénz

Abbildung 7 zeigt den periodischen Verlauf der Spary Gber die Zeit in Abhangigkeit von der
Modulationsfrequenz (Rechtecksignal) an. Das P&igst gegentber der Chopperfrequenz um
etwa 180 ° verschoben und der Verlauf ist kurvegawodurch das beim sprunghaften Aufhei-
zen bzw. Abkuhlen trage thermische Verhalten deb@&deutlich wird. Amplitude und Phase des
Signals beinhalten verschiedenartige Informatioabear die Probe. Die Amplitude wird insbe-
sondere vom Absorptionsverhalten des Untersuchuaigsrals beeinflusst, wodurch beispiels-
weise Ruckschlisse auf Absorptionskoeffizienterogem werden kénnen. Die Phasenverschie-
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bung hingegen beinhaltet die zeitliche Komponerte\Warmeausbreitung in der Probe, welche
durch die thermische Diffusivitat bedingt wird.

2.1.4.Zusammenfassung PDS

*  Nehmen normaleg, oder transversaler Versay des Detektionslasers zu, nimmt die
Amplitude des PD Signals ab.

* Mit zunehmender Frequerizder Anregungsstrahlung nimmt die Amplitude des 3§
nals ab.

» Das PD Signal ist in allen Fallen der eingestrahliehtintensitéad, proportional.

« Das PD Signal in transparenten Korpern ist dem Adigmskoeffizienten des Untersu-
chungsmaterialB proportional.

* In transparente Systeme dringt die Anregungsstnghtief ein, so dass eine Probe auch
unterhalb ihrer Oberflache (z.B. hinsichtlich ihkonzentration) charakterisiert werden
kann.

* Systeme mit sehr gro3eflassen die Strahlung nur bis 1 pm in die Probdr&igen,
wodurch das PD Signal sehr stark vom oberflacheemd&ereich des Untersuchungsob-
jekts beeinflusst wird.

« Das PD Signal hangt in allen Fallen von der theches Diffusionslange p ab.

* Fur die thermische Diffusionslangeergibt sich nach Gleichung (23):

= |4
o .

« Damit istu tiber die Anderung der Modulationsfrequérder Anregungsstrahlung varia-
bel, wodurch die Ermittlung von Tiefenprofilen miaggl wird.

» Thermische Eigenschaften der Proben, wie die Wagitféghigkeitx oder die Temperatur-
leitfahigkeita, kdnnen anhand der Gleichungen 31 bis 36 erhalézden.
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2.2.Grundlagen der Raman Mikroskopie

Im Jahr 1928 wurde von einem indischen Wissendenafine neuartige Form der Strahlung ge-
funden, die spater nach ihrem Entdecker als Ranraml8ng bezeichnet wurde [57]. Bis in die
achtziger Jahre des letzten Jahrhunderts fand amaR Spektroskopie zwar als Messverfahren
Einzug in die Naturwissenschaften, als Standardodethn der chemischen Analytik wurde sie
jedoch erst durch die Entwicklung der FT Raman 8pskopie etabliert [58]. Bedingt durch
Neuentwicklungen im Bereich der Detektionstechnieldg. B. CCD = Charge Coupled Device),
der Computertechnik und von neuen optischer Fypemn sowie optischen Gittern kam es in den
letzten 20 Jahren zu deutlichen Fortschritten beiTe&ecchnologie der dispersiven Raman Spektro-
skopie. Moderne Raman Spektrometer basieren hatiteadispersiven Technik und zeigen eine
verbesserte Sensitivitat von mehreren Grol3enordmufi].

Bei der Raman Streuung ablaufende grundlegendegsesind in Abbildung @argestellt.

angeregter
Zustand +

virtuelles
Niveau y'y y'y 'y

v TV

vl

Grund- h,,

N A 4
zustand Rayleigh Stokes Anti-Stokes UVIVIS IR NIR

I | |
I
Raman Absorption

T
Streuung

Abbildung 8: Energieschema fiir den Vorgang der ReBi@euung und verschiedener Absorptionsprozesse an
einem Molekul. Dabei bezeichnktdie Energie des einfallenden uhgdie Energie des emittierten Lichtteil-
chensh, ist die Energiedifferenz zwischen dem Grundzusiamd dem virtuellen Anregungszustahgh. muss
Uberwunden werden, damit ein Molekil in den angeregustands1 erreicht. Grafik in Anlehnung an [60]
(Abbildung 1.1)

Dabei kann es zur Interaktion eines Photons méraiviolekil kommen, wodurch dieses in einen
kurzlebigen virtuellen Anregungszustand gerat. &id3rozess kann im Sinne eines elastischen
(Rayleigh Streuung) oder eines nicht-elastische3&t (Raman Streuung) betrachtet werden.
Denn wenn es zur Wechselwirkung des elektrischétieBeder Lichtwelle mit der Schwingung
eines Molekilteils kommt, kann wie bei einem nieldstischen Stol3 ein Teil der Enerbidei

der Kollision der Teilchen Ubertragen werden, sssdzin Lichtteilchen mit niedrigerer Frequenz
(he) emittiert wird. In diesem Fall spricht man vorr &okes Streuung. Befindet sich ein Molekail
bereits in einem héheren Anregungszustand, gileires gewisse Wahrscheinlichkeit, dass Ener-
gie beim Verlassen des virtuellen Zustandes auf elagreffende Photon Ubertragen wird,
wodurch es zu einer Frequenzerhohumg kommt, welche als Anti Stokes Streuung bezeichnet
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wird. Der Frequenzverschiebung der emittierten &t konnen die an der Wechselwirkung
beteiligten Molekulgruppen zugeordnet werden, sssdasultierend ein Spektrum erhalten wird,
dass dem IR Spektrum komplementar ist.

Zur Anregung des Raman Effekts werden aufgrunchdbeen Energiedichte sowie der Strahlqua-
litat Laser als Quellen eingesetzt. Haufig verwéadEypen sind der Argon lonen Laser £
514,5 nm und 488,0 nm), der Nd:YAG Laser, desselienlédnge 1064 nm bzw. 532 nm betragt.
AulRerdem kommen He-Ne Lasér£ 633 nm) und nahe dem NIR Bereich it 785 Diodenla-
ser zur Anwendung.

Anders als bei Reflexions- und Transmissionsmessungrd gestreute Strahlung ungerichtet in
alle Raumrichtungen emittiert, wodurch die Detakt&benfalls von allen Seiten erfolgen kann.
Somit sind auch opake oder nicht-reflektierende ddlalien mittels Raman Spektroskopie der
chemischen Analyse zuganglich. AulRerdem wird dipp&ung von Raman Spektrometern mit
Mikroskopen mdglich, ohne dass in Transmission d&ieftexion gemessen werden muss. Diese
Form wird auch als Raman Mikrospektroskopie bezesthSie erlaubt kontaktlose, drtlich hoch
aufgeldste Messungen eines breiten Spektrums vaeridiéen ohne jegliche Probenvorbereitung.
Hierzu wird der Laser Uber einen Strahlteiler im @&rahlengang des Mikroskops eingekoppelt
und durch das Objektiv auf die Probe fokussiere §estreute Strahlung wird mittels des selben
Objektivs gesammelt und zum Detektor geleitet. Zumdolgt die Aufspaltung nach ihrer Fre-
guenz anhand eines optischen Gitters. Zur Trenmangler Rayleigh Streustrahlung kénnen ein
Kantenfilter oder ein Notch- Filter eingesetzt wenidwelche Licht der Wellenlange des Anre-
gungslasers blockieren. Neben der visuellen Chariglérung kann somit die chemische Analyse
eines definierten Punktes einer Probe erfolgen.|@erale Auflosung eines Raman Mikroskops
wird durch den Durchmesser des Laser-Spots auRdre begrenzt [60]:

d =1, [, (38)

Der Winkel g4 beschreibt die Divergenz des Strahls @indst die Brennweite der verwendeten
Linse. Also werden fur Objektive mit kurzer Brennteedeutlich bessere Werte fur die laterale
Auflésung maoglich, dies bedeutet, dass auch diedied@ichte im Laserspot der Probe steigt. Da
Laser sich bereits durch eine sehr niedrige Sthadigenz auszeichnen und man von kollimierten
Strahlungsquellen sprechen kann,ggtin dieser Anordnung von geringerer Bedeutung fér d
Auflosung. Die Ausbreitung oder Lange des Laserfokntlang der Strahlachse kann ebenfalls
mittels ¢4 undf,, abgeschatzt werden:

3”( fw Wd )2

f A (39)

Auch hier gilt, je groRRer die Brennweite, destof@@bist auch die Ausdehnung des Fokus. Um
eine maoglichst hohe raumliche Auflosung zu erhaltgarden Objektive mit kurzer Brennweite
verwendet. AuRerdem kann eine exakt positioniesehblende im Strahlengang des Mikroskops
die Tiefenauflosung deutlich verbessern, indendsie Teil der Strahlung blockiert, welcher nicht
aus der Fokus-Eberzestammt (Abb. 9). Dieses einfache Prinzip kommtdezi konfokalen Mik-
roskopie zur Anwendung. Wird mittels eines bewégdit Tisches eine Probe in z-Richtung also
im Fokus verschoben, kann ein Tiefenprofil des Male erstellt werden, vorausgesetzt die Probe
ist zumindest teilweise transparent.

Beim Ubergang des Laserstrahls von der Gasphadt (hwdie Probe kommt es aufgrund der
unterschiedlichen Brechungsindizeg € n,) zur Ablenkung der Strahlen, so dass die fokalé-Pos
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tion z, in tiefere Bereiche der Probe verschoben wird. Besteren kommt es zu einer starkeren
Ausdehnung der Lange des Fokaiswodurch sich die Tiefenauflosung deutlich verschtert.
Die Anwendung einer Immersionsflussigkeit mit einder Probe vergleichbarem Brechungsin-
dex kann den Effekt der Brechung weitgehend aufie¥den einem echten kontaktlosen Verfah-
ren kann dann jedoch nicht mehr gesprochen weddens zu Interaktionen zwischen dem Mate-
rial der Probe und der Immersionsflissigkeit komrkenn. Eine Mdglichkeit die Ablenkung der
fokussierten Strahlen an der Grenzflache Luft/Pra@odnerisch zu korrigieren, wird von Everall
aufgezeigt [61]. Die tatsachliche Eindringtiefe ftdtussierten Laserstrahlenist demnach tber
folgenden Zusammenhang von der eingestellten Higteife4 abhangig:

1/2
Zu =A uzw.pnz
1-NA%) P

(40)

Hier wird u als normierter Radius der Linse des Objektivs=(r/rmay definiert, der von einem
Teil der Strahlen passiert wird. NA ist die numehis Apertur der Linse und, ist wieder der
Brechungsindex der Probe. Fur den Teil der Strahjlwelcher die Linse im Zentrum passiert,
wird u = 0, somit verschiebt sich die Fokusebenam den Faktorin,. Fir den Teil des Lichts,
der die Linse im &ufReren Bereich durchquert wird 1, worin die maximale Tiefe des Fokus
erreicht wird. Anhand von Gleichung (40) erhalt neamerseits die wahre Position der Fokusebe-
ne in der Probe, andererseits kann anhand der lBereg vorg,-; — z,-0 ebenso Ausdehnung des
Fokus in der Probe bestimmt werden.

An dieser Stelle soll auRerdem auf weitere MethaderKorrektur der Eindringtiefe hingewiesen
werden, die in den letzten zehn Jahren u.a. vonaltwend Tomba entwickelt [62-64] wurden.

Detektor

Linse

Konfokale Blende A

\ / ‘\ 7
\V4 \V4 ,
4
\Y4

Probe v Probe

Abbildung 9: Vereinfachte Darstellung des Aufbaes dptischen Bauteile eines Mikroskops (links) eimks
konfokalen Mikroskops (rechts). Die zusétzliche hiolende blockiert den Teil der Strahlung, der nii der
Ebene des Fokugf stammt.
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2.3. Stofftransport — Bestimmung des Diffusionskoeffizen

Betrachtet man den Transport eines aus einer Istdiofd-ormulierung freigesetzten Wirkstoffs in
einer Membran, sind verschiedene Prozesse zu lmchitigen. Zunédchst muss der Stoff zur Pha-
sengrenze gelangen, wo in einem zweiten SchritUdhertritt von einer Phase in die andere er-
folgt und letztlich der eigentliche Wegtransporhvier Phasengrenze in der Membran stattfindet.
Treten diese Mechanismen in unbewegten Phasenimeit stabilen Grenzflache auf, sind die
Transportvorgange diffusionsgesteuert. Laut Fickshematischer Theorie der Diffusion, ist die
RateF an transportierter Substanz pro Flache dem Korettonisgradientedc/dx proportional:

F= —D@

ox (41)
In isotropen Medien oder verdinnten Losungen kaem RiffusionskoeffizientD als konstant
angenommen werden. DagegenDsin der Mehrzahl der Félle abhangig von der Ricgtder
Diffusion oder der Konzentrationder diffundierenden Substanz. Stellt man naaim und kirzt
die Einheiten, wird ersichtlich, dagsnur durch das Verhéltnis von Flache zu Zeit{sincha-
rakterisiert wird. Ficks erstes Gesetz (Gleichuygilt dabei nur fir Medien, deren Diffusions-
eigenschaften in alle Raumrichtungen identisch:sind

2 2 2
ac_D(a c, 0%, 0 CJ

a lax2 ay? 9472 (42)
Wird dagegen nur eine Dimension betrachtet, erhah folgenden Zusammenhang,

ac d%c

— =D —, 43
ot x> (43)

welcher als zweites Diffusionsgesetz beschriebed.vWahrend das erste Diffusionsgesetz die
Abhangigkeit des Massestromé&s vom Konzentrationsgradienten im Flie3gleichgewiblet
schreibt, gilt das zweite Gesetz allgemein undifftetie Anderung der Konzentration des diffun-
dierenden Stoffes an jeder Stellgs5].

Da komplette Losungen der Diffusionsgesetze sehipkex sind, werden Experimente zur Be-
stimmung vorD meist so ausgelegt, dass vereinfachend nur emeiion betrachtet wird.

In Hinblick auf die Diffusion von Wirkstoffen in Mabranen (Haut, Hautmodelle oder auch Pri-
marverpackungen von Arzneimitteln) bietet die PDS kntaktloses Messverfahren mit hoher
Ortsauflosung die Moéglichkeit den situ Betrachtung solcher Prozesse. Wodurch Permeations-
versuche mit zusatzlichen Akzeptormedien Uberftigsgrden. Ein zu betrachtendes System be-
steht nunmehr lediglich aus 2 Phasen, wobei diemBlierung die Donatorphase mit der Konzent-
ration ¢y bildet. Die Membran fungiert als Akzeptorphase det Wirkstoffkonzentratior. Der
Diffusionsweg sex mit der Phasengrenze betr 0 und dem Akzeptor fur Werte> 0.

Nimmt man folgende Bedingungen fur ein halbunemdie&cAkzeptormedium an,

c=0 x>0 t=0
C=0C x=0 > 0,
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kann anhand der Laplace-Transformation des Prob{@ieschung 43) die Lésung erhalten wer-
den [66]:

c=¢, Eérfc(

X
2/Dt j (44)

Die zur Gausschen Fehlerfunktion komplementéare amlerfc stellt in der vorliegenden Form
die beste Approximation zu beschriebenem Diffusiongang dar. Wird fiix/v'D = b einge-
setzt, wobeix = 1/1, kann die Konzentrations-Zeit-Kurve anhand folgem@leichung beschrie-
ben werden:

b
= ¢, [erfc| ——
c=¢cC I’C(Z\/t_j (45)

Der DiffusionskoeffizientD kann somit au) = (b/l)? abgeschéatzt werden. Die Strecke des
Diffusionsweges ist

Betrachtet man die Diffusion in einem Medium, das vwei Flachen begrenzt wird, namlich bei
x = 0 undx = |, ergeben sich weitere Mdoglichkeiten, den Diffuskweffizienten zu ermitteln.
Sind die Donatorkonzentratian (beix = 0) und die Konzentratioty am Punkt X =1) sowie die
Konzentration in der Membram (0 <x <|) zun&chst konstant, existiert ein Zeitintervail dem
sich Steady State Bedingungen in der Membran dieistéVenn des Weiteren gilt:

c; =0, c=0, t=0,

dann erhélt man fir die gesamte Maskeiner diffundierenden Substanz, die zum Zeitpuint
den Membranabschnitt passiert hat:

n

&z%—%—%i(_z exp(-Dn®m’t/1?%) (46)
1

E

Wennt — oo, gilt:

D |2
W :Tq(t ‘a} “n

In der AuftragungM; gegent ergibt sich fur eine Gerade durch den steilstenv&nieil der
Schnittpunkt mit det- Achse, der von Crank als “time lag* definiert svzuti,g= 1%/6D. Sind je-
docht,g sowiedie Dickel der Diffusionsschicht bereits bekannt, kann défuSionskoeffizientD
bestimmt werden [66].
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3. Experimenteller Teil

3.1. Experimenteller Aufbau der verwendeten Phototherh@a Messsysteme

Die Entwicklung eines neuen photothermischen Mestegys, welches fur die Untersuchungen
biopharmazeutischer Fragestellungen an grof3en Rropemiert ist, war ein wesentlicher Be-
standteil der vorliegenden Arbeit.

Die praktischen Durchfihrungen zum Aufbau einestg@hermischen Messsystems und dessen
Anwendung fanden Uberwiegend am KIT (Karlsruhditute of Technology) im Institut fur
technische Chemie (ITC), dem spateren Institutfdiaktionelle Grenzflachen (IFG), in der Ar-
beitsgruppe Spektroskopie statt, da dort sowohKaimponenten als auch die Sachkenntnis fur
den Aufbau eines entsprechenden photothermischessp\égzes vorhanden waren. Zu Beginn
der Arbeit konnte auf ein bestehendes Messgeran@iloc Einheit) zurlickgegriffen werden. Im
ersten Schritt wurde eine neue Steuer- und Auswgsioftware erstellt. Im Zuge dessen sollte
das Spektrum der Messoptionen, die sich zuvor Bufnfaging beschréankten, auf Einpunktmes-
sungen und die Mdglichkeit zeit- und frequenzawdgeku messen, erweitert werden. Nach der
Anpassung des Monobloc Systems sollte dann die tdi®n eines neuen Messgerats auf
Grundlage der erhaltenen Erfahrungen erfolgen.flladen Messplatz speziell entwickelte Pro-
gramm FK-TL (Festkorper-Thermische-Linse) sowie 8teuerung fir den PD Scanner wurden
in Zusammenarbeit mit der Firma mu&-Systems in dieser Arbeit entwickelt.

3.1.1.Aufbau des photothermischen Messplatzes Monoblobei

Das existierende Messsystem wurde, vor Beginn aevelndung flr pharmazeutische Fragestel-
lungen, vornehmlich fur die Untersuchung von Kup&tma und historischen Buchtexten ver-
wendet [67-70]. Im Rahmen der Arbeit sollte dastéleende System weiterentwickelt und fur
Messungen an empfindlichen Proben angepasst wekd@neinheit des vorhandenen Systems
war die Detektionseinheit Monobloc, nach welchar glgotothermische Messplatz im Folgenden
als Monobloc Einheit benannt sein soll. Auf demd=d¢s Messaufbaus (Abb. 10) sind die Kom-
ponenten flr ein photothermisches Messgerét daigest

Die zu untersuchende Probe wird auf der Verschiabe# (f) gehaltert und kann dann manuell
in z- Richtung und mittels motorisierter Lineartisdn x- und y- Richtung positioniert werden, so
dass der Strahl des Anregungslasers (a) nach Radsad-okussierungssystems (d) auf die Probe
trifft und der Messlaser der Detektionseinheitifeginem geeigneten Abstand zur Oberflache der
Probe verlauft und schlie3lich auf den positionsemdfichen Detektor (PSD), in diesem Fall
eine 4-Quadranten Diode, trifft. Um in der Probe g&atisches Temperaturfeld zu erzeugen, wird
der Anregungslaser (a) mittels eines mechanische@p@rs (c) moduliert. Zur Einstellung der
Intensitat der Anregungsstrahlung wurde ein opas&bschwacher (c) verwendet. Die unter (b)
zu sehenden Komponenten sind optional. Es handalusn zwei Justierspiegel, die das Einkop-
peln des Laserstrahls in das Fokussiersystem letdeien. AuRerdem ist ein Strahlteiler zu sehen,
der 5% der Energie auf ein Leistungsmessgeréat,lemktdessen Hilfe die Ausgangsleistung des
Lasers kontrolliert werden kann.

Der Gesamte Versuchsaufbau lasst sich in 3 Bereiotesteilen:

1. Anregungseinheit bestehend aus einem Laser dleximem Chopper moduliert und tber eine
optische Bank auf die Probe fokussiert wird.

2. Detektionseinheit bestehend aus Detektionslas®r 4-Quadranten Photo-Diode und
der Probenhalteraufnahme, welche in x-,y-,z-Richtoréizise verschiebbar ist.

3. Datenregistrierung bestehend aus Vorverstakkek-In-Verstarker, Oszilloskop und
einem PC zur automatisierten Messwertaufzeichnung.
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Die Anregungseinheit setzt sich aus den in Abbitdii dargestellten Komponenten (a, b, ¢, und
d) zusammen. In Abbildung 11 sind die Bestand@@eEinheit schematisch angeordnet. Sie be-
steht aus einer Strahlungsquelle, dem Anregungs(ddg. Dessen Strahlintensitat wird durch
einen mechanischen Chopper (C) moduliert, in eomischen Bankmittels 3 Linsen (L1-L3)
zunéchst aufgeweitet, anschlieRend parallelisiedt schlie3lich Uber einen Spiegel (M) auf die
Probe fokussiert. Da das photothermische Signalrdensitatl der Strahlungsquelle direkt pro-
portional ist, wurde die Ausgangsleistung des LsagerBetrieb mittels eines Detektors (Thermo-
pile) Uberprift. Dazu wurde ein Strahlteiler (D8) $trahlengang positioniert, welcher einen Teil
des Lichts durchlie? und einen kleinen konstantetei auf das Detektorelement lenkte. Um
einen exakt zentral gefihrten Strahlengang desghmgslasers durch die optische Bank zu errei-
chen, wurden eine Lochblende (Al) zu Beginn sowie gerstellbare Irisblende (A2) in der Mit-
te der optischen Bank verwendet. Die exakte Siihhling ist notwendig, um die vom Laser aus-
gehende Intensitatsverteilung Uber den Strahlduesker bis auf die Probe zu erhalten. Dieses
Gaul3sche Profil ist insbesondere fur die Tempdedtig@higkeitsmessungen von hoher Bedeu-
tung.

Abbildung 10: Foto des photothermischen Messplatziesler Detektionseinheit Monoblock (e).

a) Nd:YAG Laser,

b) Strahlteiler, Leistungsabnahme mittels Therngpilistierspiegel

¢) mechanischer Chopper, Abschwéacher

d) Fokussierungssystem mit Blende, Linsen und &pieg

e) Detektionseinheit Monoblock, mit HeNe Laser @xibnslaser) und Vier- Quadranten- Diode (PSD)
f) Probenhalter mit Verschiebeeinheit (x- und yHRimg automatisiert, z- Richtung manuell)
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Anregungseinheit

d C b a
M L3 L2 A2 L1 AL R C DS AL
] A HAYYY
/.
T U 0T
WM
Probe Detektor

Abbildung 11: Detail - Querschnitt durch die Anregseinheit mit den Bereichen a, b, ¢ und d aus ABb.
Genaue Beschreibung befindet sich im Text.

Die Strahlengangfiihrung wurde mit ausgebauten hinder Lochblende und auf die auf das Mi-
nimum verschlossene Irisblende eingestellt. Daztdew die optische Bank und der Anregungs-
laser solange zueinander verdreht, bis der Anregzuagerstrahl Lochblende und Irisblende pas-
sierte. Desto grofl3er der Abstand der beiden Blenshehumso kleiner deren Durchmesser ist,
desto groRRer war die erreichte Genauigkeit deh8ifarung durch die optische Bank. Mit Hilfe
der halb gedffneten Irisblende konnte wahrend desdbes die korrekte Strahlgangfihrung ohne
Ausbau der Linsen Uberprift werden.

Die Untersuchung von Proben, die Uber sehr diffaegte thermische und optische Eigenschaften
verfigen, bedingt eine gewisse Flexibilitat inslmesoe bei der Anregung der Proben. Ist die In-
tensitat der Anregungsstrahlung zu gering, kann &gnal erzeugt werden. Ist die Energie der
Strahlung jedoch zu hoch, werden besonders ordgemiBooben leicht zerstort. Somit wurde ein
optischer Abschwéacher (R) im Strahlengang posiidniwodurch eine sehr dynamische Rege-
lung der Laserleistung méglich wurde. Je nach ArtRrobe konnte auf diese Weise die Leistung
der Strahlungsquellen zwischen wenigen pW bis 2ur@®/ eingestellt werden. Entscheidend fir
die in die Probe eingebrachte Energiemenge istmdbeLeistung des Lasers auch die Grol3e der
Flache des Laserpunktes auf der Probe. Dessen mMasser Iasst sich bestimmen, wenn die Wel-
lenlange, Durchmesser des Laserstrahls und dienBsgte der Linse bekannt sind [71]. Bei
Verwendung einer Linse mit einer Brennweite %pr 200 mm ergaben sich fur die Durchmesser
im Fokus fur Nd:YAG (532 nmg= 135 pum und fur Nd:YAG (473 nng} = 86 um. Die resultie-
renden Flachen des Laserpunktes im Fokus waken %0143 mribzw. 0,0061 mm

Die Modulation des Anregungslasers erfolgte Ubaemimechanischen Chopper (C), der zwi-
schen optischer Bank und Laser positioniert wuRierch drei austauschbare Chopperblatter (2
Schlitz — 7/5 Schlitz und 60 Schlitz) konnten Frexgen von 5 Hz bis 6000 Hz erzeugt werden.
Durch die Modulation mit dem Chopper wird unabhgngon der Frequenz die cw-(continous
wave) Ausgangslaserleistung halbiert und in einhRaksignal umgewandelt. Die Regelung des
Choppers erfolgte frequenz — und phasengesteuertdi® zugehdrige Steuerbox. Das benétigte
Steuersignal wird Uber eine Lichtschranke bereigdésdie im Chopper integriert ist und das
Signal am aufReren Rand des Chopperrades abgrafifei var die tatsachlich durch das Chopper-
rad erzeugte Phase des modulierten Anregungsleaséishangigkeit des gewahlten Chopperra-
des und des Abstand zwischen Laserdurchtritt auf de

Radius des Chopperblattes und der Lichtschrankél@merschoben. Das an das Lock-In weiter-
geleitete Triggersignal beinhaltete diese zus#tzliehasenverschiebudg jedoch nicht. Einige
Messungen sollten unabhangig vom ChopperradtypvandChopperrad- durchgansradius mitei-
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nander verglichen werden. Dazu wurde ein StrabltéBS) nach dem Chopperrad platziert und
das auf dem Phototransistor ankommende Signal heglanabhéngig vom Chopperradtyp und
Laserposition war, wurde als Trigger fur den Lookserwendet.

Detektionseinheit mit Probenhalteraufnahme

Das Grundgeriist der Detektionseinheit bildet eimAihiumblock von hoher Steifigkeit (Abb. 12
(e)). Im so genannten Monobloc befinden sich ddaeki@nslaser (DTL), in diesem Fall ein He-
Ne Laser =632,8 nm) mit einer Leistung von 1 mW, zwei Splegan Umlenken des Laser-
strahls (M1 und M2) sowie eine Linse (L4). Mittél$ wird der DTL auf die Position des Anre-
gungslasers parallel zur Probenoberflache fokussisd trifft im weiteren Verlauf auf eine 4-
Quadrantendiode (PSD = position sensitive devite),der die Ablenkung des Detektionslasers
gemessen wird. Alle Komponenten der Detektion siowhit in das sehr stabile Grundgerust ein-
gebunden, wodurch eine hohe Bestandigkeit gegeriiilitaren Einflissen gegeben ist. Die Lin-
se, der Laser, die Spiegel und die PSD sind dutrells€hrauben justierbar. Die komplette Detek-
tionseinheit kann in y- und z- Richtung mit Mikroteeschrauben positioniert werden. Die Be-
weglichkeit der Einheit in y- Richtung erlaubt Mesgen, bei denen die Detektionseinheit relativ
zum Anregungslaser verfahren werden kann, das aogén Zero Crossing (Kapitel 3.6). Der 4-
Quadranten Diode ist ein Bandpassfilter vorgesehater nur Licht im Wellenlangenbereich des
Detektionslasers\&632,8 nm) passieren I&sst.

Die Probenhalteraufnahme (Abb. 12 f) besteht ales genkrecht aufeinander montierten LINOS
Schrittmotor-Lineartischen, die die Positionierutey Probe in x- und y-Richtung relativ zum
Anregungsstahl ermdglichen. Diese erreichen eindmee laterale Auflésung von jepim. Ne-
ben Einpunktmessungen an beliebigen Punkten kobeielbewegter Probe und gleich bleibender
Position von Anregung und Detektion automatisi@ieund 3D Scans durchgefuhrt werden. Die
beiden Schrittmotor-Lineartische sind auf einemdienz-Achse drehbaren Prazisions- Drehtisch
montiert. Dadurch kann eine parallele Detektiomakdtiihrung zur Probenoberflache unabhéngig
von der Probengeometrie gewdhrleistet werden. Dehtidch ist wiederum auf einem in z-
Richtung verschiebbaren Lineartisch montiert, watuder Abstand zwischen Probenoberflache
und Detektionslaser eingestellt werden kann.

PSD DTL L4 M1 M2

L |

f

Abbildung 12:

Die Detektionseinheit Monobloc besteht aus eindominiumblock (e), welcher den Detektionslaser (D;TL
zwei Spiegel (M1 und M2) und eine bikonvexe Lingkhleinhaltet. Die Ablenkung des Detektionslaserrsl wi
mit der positionsempfindlichen Diode (PSD) gemessen
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Steuerung und Datenaufnahme

Die Signalaufnahme und —registrierung (Abb. 13)itneigmit der 4 Quadrantren Photodiode QD.
Es handelt sich um einen positionsempfindlicherektet, bei dem vier Siliziumdioden kreisfor-
mig angeordnet sind. Die einfallenden Photonen Mdetektionsstrahls erzeugen einen Pho-
tostrom. Durch Auswertung des Differenzsignals der bzw. von zwei Dioden ist eine Positi-
onsbestimmung des auftreffenden Lasers moglictd &lie vier Dioden gleichmalRlig ausgeleuch-
tet, ist das Differenzsignal folglich null. Die fdie Ablenkung relevanten Spannungssignale der
ausgelesenen Photodioden der 4-Quadranten Diod#geweéiber einen 9V Batterie betriebenen
Vorverstarker verstarkt. Die beiden vorverstarkggnale werden dem Lock-In-Verstarker als
Kanal A und B zugefiihrt und dort das zu verarbeiéeDifferenzensignal (A-B) gebildet. Als
weiteren Signaleingang wird dem Lock-In-Verstarkam Triggern des Signals (A-B) das Fre-
quenzsignal des Choppers bereitgestellt. Zur Sigmsiellung und zur Justierung der nétigen
Grundeinstellungen wurde ein Zweikanal-Oszilloskepwendet. Die parallel vor dem Lock-In-
Verstarker abgegriffenen Signale A und B konnercldunvertieren einer der beiden Signalein-
gange als Spannungen Uber der Zeit gleichzeitigedtellt werden. Die Signalaufnahme der Ver-
starkerdaten sowie die Ansteuerung des Lock-In{ddters, des Choppers und der x-,y- OWIS
Schrittmotoren erfolgt tber eine GPIB Schnittstellim PC. Das fur den Messplatz speziell ent-
wickelte Programm FK-TL (Festkérper-Thermische-kEnsvurde in Zusammenarbeit mit der
Firma mmuC-Systems in dieser Arbeit entwickelt und ist inrfRceines Handbuches dokumen-
tiert.

S A 2 - <
L Oszilloskop) L Vorverstarker L Chopper|
i I
| (A B R | [ )
X, Y- PC
i Motoren| | Lockin-Verstarker] L FK TL

| I

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Datematuhe fir die Monobloc Einheit
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3.1.2. Entwicklung eines photothermischen Scannersystems

Um die Nachteile der Monobloc Einheit hinsichtlidér Gré3e und der statischen Messanordnung
zu uberwinden, sollte die Entwicklung eines phatothischen Messsystems, welches an die bi-
opharmazeutische Fragestellungen dieser Arbeitpasge sein sollte, ein wesentlicher Bestand-
teil der vorliegenden Arbeit sein. Das neue Mes#gsollte sowohl Punktmessungen, als auch
bildgebende Untersuchungen sowie Tiefenmessunggisieeen. Ebenso wurden hohe Anforde-
rungen an die Kompaktheit des Systems gestellt.dgliche Option wurde ein photothermi-
scher Sensor, der als Sonde auf Proben aufgesaidémwkann [72], in Betracht gezogen.

Die Realisierung eines Sensors mit Imaging Modusey&doch zu komplex gewesen, um sie im
Rahmen dieser Arbeit umzusetzen. Als geeigneteaXtaieines solchen Messgerats wurde ein
PD Scanner als zweckdienlich erachtet. Da hier gumgs- und Detektionslaser die Probe simul-
tan abrastern, kann diese wahrend der bildgebeMi=sung unbewegt bleiben. Somit ist es
maoglich auch grofRe Objekte photothermisch zu untden. Aul3erdem sind ebenso Einpunkt-
und Tiefenmessungen mit einem solchen Scann Sydechfihrbar.

Eine grol3e Herausforderung bei der Konstruktioe®iAD Scanners ist die synchrone Strahlfuih-
rung von Anregungs- und Detektionslaser. Um repzostbare Messergebnisse zu erzielen, muss
der ohnehin sehr kleine Abstand zwischen den be&teahlen wahrend der Messung und Utber
den gesamten Messbereich konstant bleiben. BeRdalisierung sind verschiedene Parameter,
wie die Auflosung, Grol3e des Messbereichs, die Erdjéhkeit sowie die Kompaktheit des Sys-
tems und das Handling zu beriicksichtigen.

Dem Aufbau eines Scanners kdnnen verschiedene Ktmzagrunde liegen. Eine Variante bein-
haltet die Laserstrahlfihrung Uber bewegliche Seesmegel, die die parallele Bewegung von
Detektions- und Anregungsstrahl tibernehmen. AlgeseiOption kdnnen die Lichtwellen tber
optische Lichtleiter, deren Enden beweglich sirakifoniert werden.

Im Folgenden soll die Realisierung von zwei Optiorgnes PD Messsystems beschrieben wer-
den [73]. Die Arbeiten erfolgten in Zusammenarbagitder Firma mm-uC-Systems.

3.1.2.1.Aufbau des Double Beam Laser Scanning Systems

Der Aufbau erfolgte zunéchst als Weiterentwicklmagh dem Patent von Faubel und Heissler als
Umsetzung fur pharmazeutisch-biologische Fragestgdn [73]. Hier (Abb. 14) werden der DTL
und der AL synchron uber einen Scanner (SM1 und)Shékitet. Die Ubereinanderlegung der
Strahlen wird durch die Verwendung eines dichrolten Spiegels (DM1), welcher die Anre-
gungsstrahlung reflektiert und fir den Detektiosstadurchlassig ist, realisiert.

Der Anregungsstrahl wird mittels eines mechaniscBtoppers C, der direkt nach der Quelle
positioniert ist, moduliert. Bevor der Strahl dezaBner passiert, erfolgt die Fokussierung des AL
auf die Probenoberflache mittels der bikonvexerséihl mit langer Brennweite (f = 200 mm).
Durch Ablenkung an DM1 erfolgt die Weiterleitungfalie Scannerspiegel SM1 und SM2. Die
Scannerspiegel sind jeweils in y- Richtung (SM1groa x- Richtung (SM2) beweglich und kon-
nen Uber die Software FK-TL Scan gesteuert werBen. AL kann nach der Passage eines weite-
ren Strahlteiles (DM2) somit ein Messgebiet von trf abrastern. Da der DM1 fiir die Wellen-
lange des Detektionslasers transparent ist, kagsedi vom DTL passiert werden. Somit durch-
laufen beide Laser parallel die Scannerspiegel,unaddsie eine synchrone Ablenkung erfahren.
Im Folgenden wird der DTL mittels des zweiten datischen Spiegels (DM2) diesmal umge-
lenkt und Uber die Spiegel M1 und M2 parallel zlre@lache der Probe auf den AL fokussiert
(L2). Eine laterale Diode (PSD) misst die Ablenkudes Detektionslasers. Um sicherzustellen,
dass keinerlei aul3ere Storstrahlung auf die Phadedirifft, ist dieser ein Bandpassfilter, welcher
nur fur Strahlung einer Wellenlange von 632,8 nrchldissig ist, vorangestellt.
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AL

SM1

A

\

M2 L2 Probe| PSD

Abbildung 14: Schematische Darstellung des DouldarB Laser Scanning System nach [73, 74].

3.1.2.2.Aufbau des Laser Scanning System

Das PD Signal des Double Beam Laser Scanning Sysétgte bei den ersten Messungen ein
hohes Rauschen. Als Ursache wurde eine VibratiorGadvanoscanner ausgemacht. Es handelt
sich zwar um eine &ufRerst schwaches Vibrieren gexg8l, welches jedoch durch den langen
Weg, den der DTL nach Passage der Scannerspiegiekigt, verstarkt wird. Um die Wegstre-
cke des DTL zu verkirzen, wurde der Aufbau so waeén dass der Weg des DTL nicht mehr
Uber die Scannerspiegel flihrte. Alternativ wurden BTL und PSD in einer fixierten Anord-
nung arrangiert und bildeten als Detektionsein{iglf) ein stabiles System (Abb. 15), welches in
Hinblick auf die Funktionsweise mit der MonoblomEeit vergleichbar war. Durch eine leichtere
Bauweise und die Zufuhrung des DTL Uber eine opéseaser konnte das Gewicht reduziert
werden, so dass die Positionierung Uber einen tBootor moglich war. Der Strahl des Anre-
gungslasers wird zunachst mit dem Chopper (C) medwind anschlieRend auf die Probenober-
flache durch eine Linse (L1) mit einer Brennweitenf = 200 mm fokussiert. Der Strahl des AL
verlauft im Weiteren wie beim Double Beam Laserriwag System (Kapitel: 3.1.2.1) Uber die
Scannerspiegel SM1 und SM2, wodurch die Auslenkang und y- Richtung und somit das
Abrastern der Probenoberflache ermdglicht wird. Detektionslaser hingegen wird Uber eine
optische Faser (OF) zur Detektionseinheit Ubertrage® am Ende der Faser die Auskoppelung
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und anschlieend die Fokussierung parallel zuréfroberfliche auf den AL erfolgen. Eine late-
rale Diode (PSD) misst die Ablenkung des Detektasers. Um sicherzustellen, dass keinerlei
aulere Storstrahlung auf die Photodiode trifftdisser wieder ein Bandpassfilter, welcher nur fur
Strahlung einer Wellenldnge von 632,8 nm durchigissj vorangestellt.

AL
C $
L1 m

S'V'l\ --------- \ SM 2

\ %DE
%

Probe| PSD

DTL OF

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Lasan&iog System.
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3.1.3.Steuerung und Datenverarbeitung

Zur Datenaufnahme und fir die Steuerung des Scamnede eine Steuerbox entwickelt, welche
Uber eine USB Schnittstelle mit dem PC verbunderZism Betrieb der Monobloc Einheit sind
verschiedene z. T. groR3e Gerate zur Steuerungideaitische und zur Datenaufnahme (Vorver-
starker und Lock-In Verstarker) notig. Die Steuerbddet hingegen die zentrale Schnittstelle des
Messplatzes, indem alle Bauteile Giber diese Boesm@pchen werden (Abb. 16 a und b).

PC
FK TL SCAN
a Scanner- Chopper ~
einheit Steuerbox
Oszilloskop |
PC
FK TL SCAN
Detektions- ]
einheit ) Chopper
b )
I Steuerbox | A
Scanner-
einheit | Oszilloskop |

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Anste@ngrund der Datenaufnahme fir a) Double Beam
Laser Scanning System und b) das Single Beam [Sxsaming System.
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Ein sehr kompakter Aufbau ist somit mdglich. Im &hsthied zur Monobloc Einheit wird fir die
Scanner Systeme eine laterale Photodiode als P&iEnrdet. Eine laterale Diode ist ein Detek-
tor, der einen Lichtpunkt, der auf die Photoschtdiffft, ortsauflosend bestimmt. Wahrend die 4-
Quadranten Diode nur dann ein Signal liefert, wahea vier Quadranten auch vom Lichtfleck
getroffen werden, wird die Positionsinformationezi?SD Uber die gesamte Flache geliefert. Zur
Erfassung des Ablenkungssignals ist der PSD direkktler Steuerbox verbunden. Das Referenz-
signal erhalt diese vom mechanischen Chopper, lber die PC Software eingestellt wird. Die
Steuerbox verstarkt das mit der Chopperfrequeniggette Signal, bevor es an den PC Ubertra-
gen wird. Damit Ubernimmt die Steuerbox die Funkiines Lock-In Verstérkers. Jedoch kénnen
lediglich Frequenzen bis 100 Hz verarbeitet werd&ohingegen ein Lock-In Verstarker Signale
im kHz Bereich umsetzen kann. Trotzdem ist damat idapazitat der Steuerbox ausreichend,
denn aufgrund der niedrigen Temperaturleitfahigkeit organischen Materialien, wie sie in der
vorliegenden Arbeit untersucht wurden, ist das R§h& bei hohen Frequenzen sehr niedrig,
weshalb Untersuchungen in der Regel mit Modulafreqsienzerf < 100 Hzdurchgefihrt wer-
den. Zur Darstellung des Signals und zur JustiedsrgLaser kann ein Zweikanal Oszilloskop
das PD Signal vor der Steuerbox abgreifen.

Die Ansteuerung der Scannerspiegel wird ebenfalls der Steuerbox tibernommen, welche ih-
rerseits die eingegebenen Daten zum MessbereichR@rbezieht. Als zusatzliche Komponente
involviert die Steuerbox den Detektionsarm und stirgdie synchrone Bewegung des DTL und
des AL beim Single Beam Laser Scanning System.

3.1.4.Software

Die Steuerung des Photothermischen MesssystemstamBinheit durch den Anwender erfolgt
am PC mittels der wahrend der Doktorarbeit erstelboftware FK-TL (Festkorper-Thermische
Linse). Die Version fur die PD Scannersysteme heEHATL-Scan. Beide Versionen lassen sich
uber ein fast identisches Dialogfeld bedienen (Ah). Unterschiede existieren lediglich bei den
Grundeinstellungen sowie den GerateparameternSbievare FK-TL erlaubt hier Anpassungen
fur den Lock-In Verstéarker und die Schrittmotoregr dMonobloc Einheit. Die Scannerspiegel
sowie die Detektionseinheit sind unter FK-TL-Scarstellbar.

Die Taskleiste am oberen Rand der Softwareobedldshnhaltet die Felder ,Datei”, ,Modus*
und ,Info“. Unter ,Datei“ kbnnen Messungen und Messfigurationen neu eingerichtet geladen
oder gespeichert werden. Als ,Modus” der Messung &inpunkt- oder Imaginguntersuchungen
bzw. das Zero Crossing wahlbar.

Im unteren Drittel des Fensters befindet sich deneigh, in dem alle Einstellungen zur aktuellen
Messung vorgenommen werden kdnnen. Unter dem Pdlgemein® erfolgt die Dokumentation
von Bearbeiter, Titel der Messung sowie dem Datumneh der Zeit. Eine Mdglichkeit zur exakten
Beschreibung des Experiments bietet das Fenstempientar“. Alle Einstellungen, die den
Chopper, den Lock-In Verstarker und die Schrittmemobzw. die Scannerspeigel und die Detek-
tionseinheit betreffen konnen unter ,,Grundeinstegien” und ,Gerateparameter” vorgenommen
werden. Das Feld ,Probenparameter” erlaubt das gédsst auf der Probe exakt zu definieren.
AulRerdem gibt es die Moglichkeit automatische Wikdenessungen durchzufiihren, um Unter-
suchungen zeitlich aufgeldst durchzufihren. Ebdw@sm die Chopper Frequenz und damit die
Modulationsfrequenz der Anregungsstrahlung wahierdMessung variiert werden. Die exakte
Navigation des Messpunktes auf der Probe erfolggryfosition anfahren®, indem der Laserspot
des Anregungsstrahls durch Bewegung der Probe (Moadeinheit) oder durch die Bewegung
der Laser (Scanner) auf der zu untersuchenden l@tieef positioniert wird. Das Starten, die Ver-
folgung des Fortschritts eines Messdurchlaufs soddssen Beendigung ist unter dem Feld
LStart/Stopp“ maglich. Zur besseren Veranschaulghder Messergebnisse sind Anzeigeparame-
ter unter ,Darstellung” variierbar.
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FZK Festirper-Thermische Linse
Datei Modus Info

‘Sigemen | Kommentar Poskion anfafven | Start/Stopp | Darstelung

Tiel der Messung Stastzei der Messung Datei s e Messdaten
Messung Dk Uhvzeit c 7
Bearbeter 2622007 1828 auswahlen
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Abbildung 17: Dialog der Mess- und Steuersoftwa)ed=K-TL fur die Monobloc Einheit und b) FK-TL Scéir
den PD Scanner.

Zwischen der oberen Taskleiste und dem Einstelhergich befinden sich zwei Fenster, die der
Ergebnisdarstellung dienen. Bei Flachenmessungemlee sich auf der x- und y-Achse des dar-
gestellten Graphen die Mal3e des Messbereichs; diehse stellt im linken Fester die Amplitude
des Ablenkungssignals [uV] dar, wéhrend das reEktester die Phase des Ablenkungssignals
[Grad] zeigt. Die Amplitude bzw. Phase des PD Sgkannen sowohl als 2D Farbbild (Abb. 17
a), als auch in Form eines 3D Gitternetzes (Abbb)l@argestellt werden. Bei der Durchfihrung
von Einpunktmessungen oder Zero Crossing wechsel®berflache zu einer Darstellungsweise
mit nur einem Fenster (Anhang). Wird die Punktmagsals zeitlich aufgeloste Wiederholmes-
sung durchgefuhrt, kann die Darstellung aller Mag=a wiederum in zwei Fenstern erfolgen. In
diesem Fall ist die 3D oder 2D Darstellung wiedéigtich, da hier die y- Achse zur Zeitachse
wird.
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3.1.5.Messoptionen

Zu Beginn der Arbeit bestand nur die Option, eiha&lachenmessungen mit der Monobloc Ein-
heit durchzufihren. Mit der Entwicklung der neud&+ H. Software wurde nicht nur die Anwen-
deroberflache verbessert, sondern es wurden augrtitgie Messoptionen geschaffen (Abb. 18 —
20), die sowohl fur die Monobloc Einheit, als adiéhdie Scannersysteme zur Verfigung stehen.
Anhand dieses neuen, variablen Messsystems kamnr@hezu umfassende photothermische
Charakterisierung von Proben und Prozessen vorgaeomverden.

PD Imaging / Flachenmessung

AL

DTL

Abbildung 18:

Bei der Flachenmessung bzw. dem Imaging werderAdeegungslaser AL und der Detektionslaser DTL in
zueinander konstanter Konstellation tber die Pimbeegt (Scannersysteme) bzw. wird die Probe soleige
unter der Laseranordnung positioniert (Monoblochgit). An jeder Position wird die Amplitude sowiéed
Phase des PD Signals gemessen. Anschlieend wlied @ordinate das entsprechende Signal zugeorsioet,
dass das Ergebnis im 2D oder 3D Modus angezeigtemees gibt die Mdglichkeit, automatisierte Widusy
messungen im Abstantt bei konstanter und bei variabler Frequenz durchmefii Dieses Bildgebende Mess-
verfahren kann zur Untersuchung von oberflachemmd@ereichen in Hinblick auf laterale Unterschieds d
thermischen und optischen Eigenschaften verwendedem. Letzteres ist zum Beispiel beim Wirkstoffsport

in Membranen der Fall.
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PD Punktmessung

AL
Signal

DTL

Frequenz

Abbildung 19:

Die Punktmessung wird an einer Position der Pralvehdjefiihrt, dabei bleiben Anregungs- und Deteklaser
konstant positioniert. Die Amplitude und die Phdes PD Signals werden in Abhangigkeit von der Matiul
onsfrequenz der Anregungsstrahlung aufgezeichmatdig Kinetik von Prozessen erfassen zu kénneesist
moglich die Punktmessung als Wiederholmessung emt deitintervallAt durchzufiihren. Diese Messvariante
ermoglicht die tiefenaufgeldste und temporale Bétnang von Prozessen wie z.B. der Wirkstoffpenietnan
Membranen.

PD Zero Crossing

AL
DTL
Signal ] | Signal
Amplitude Phase
Wegy
y
Abbildung 20:

Wahrend des Zero Crossing bleibt der Anregungslaseziner Position der Probe stehen. Der Detektisas
wird schrittweise entlang der y- Achse durch demneigd der thermischen Linse bewegt. An jeder Rusitles
DTL werden Amplitude und Phase des PD Signals tmégiisund in Abhangigkeit zur Position dargestdlias
Zero Crossing wird verwendet, um die Temperatdébigkeita des Untersuchungsmaterials zu bestimmen.

38



3. Experimenteller Teil

3.2.Membranen

Die Verwendung von Haut, humaner oder auch tieeis¢terkunft, als Diffusionsbarriere fur In-
vitro-Versuche hat den Nachteil, dass dieses bistbg Material natirlichen Schwankungen un-
terliegt, welche zu schlechten statistischen Ergslen fuhren. Hinzu kommen Schwierigkeiten
bei der Lagerung sowie bei der Beschaffung aufgdexibegrenzten Kontingents zur Verfugung
stehender Haut. Die Entwicklung von In-vitro-MoggBtemen mit kiinstlichen Akzeptormemb-
ranen bestehend u. a. aus Glycerol, Cellophanydpgpmyristat oder Silikon [75-79], bot eine
Maglichkeit diese Nachteile zu umgehen. Diese Modeinbranen imitieren einzelne Charakte-
ristika humaner Haut und erlauben in vitro eineRéssage Uber die Freisetzung, Penetration und
Permeation von Substanzen in vivo [80-84]. Die itnevVersuche an Modellmembranen wurden
in der zugrunde liegenden Arbeit u.a. an DDC Meméravorgenommen. Welche die lipophilen
Eigenschaften des Sc simulieren sollen. Eine stdisiarte Herstellungsmethode ermdglichte,
die Eigenschaften nahezu konstant zu halten. DdeohVergleich der Wirkstoffpenetration unter
Variation verschiedener Parameter ist es mogliehEinflisse der verschiedenen Faktoren auf
den Freisetzungs- und Penetrationsprozess zu ¢basskren. Trotz gewisser Unterschiede zwi-
schenin vivo undin vitro Experimenten ist eine Korrelation der Ergebnisgglioh [85-87]. Als
weiteres Modellsystem wurden Membranen aus Rinderbwendet. Das Hufmaterial besteht
wie das Stratum corneum oder humanes Nagelmagersavollstandig keratinisierten abgestorbe-
nen Zellen [88]. Neben der Haut als Applikationdérttopische Zubereitungen stehen auch die
Nagelflachen fur die Arzneistoffanwendung zur Vegdiig. Insbesondere in Form von wirkstoff-
haltigen Lacken oder Cremes zur Behandlung von Nag®sen. Da humane N&gel jedoch &au-
Berst schwierig zu beziehen sind und sich aufgibret Form und Grol3e schlecht bearbeiten
lassen, kdnnen Membranen aus Rinderhuf wegen #melgchen Aufbaus als Modellmembranen
verwendet werden [89]. Die verhartete Proteinmadiéx Nagelplatte und auch des Rinderhufs
besitzen jedoch im Vergleich zum SC einen eherdphiten Charakter [90]. Sie verhalten sich
bei Kontakt mit Wasser wie hydrophile Gelmembranéollstandig hydratisiert, liegt der Was-
sergehalt im Rinderhuf bei 40 % m/m [88]. Die Keratembran aus Rinderhuf stellt ein hydro-
philes Akzeptorsystem dar und ist somit eine Ergagzzur lipophilen DDC Membran.

Sowohl Dodecanol/Collodium, als auch Keratin, simdsichtbaren Spektralbereich weitgehend
transparent. Diese Materialien kbnnen mit Laseftgoelom sichtbaren bis in den nahen infraro-
ten Bereich bestrahlt werden, wobei durch die geriAbsorption nur sehr kleine PD Signale
erzeugt werden. Ein Wirkstoff, der die Anregungasiung absorbiert und in die Membran dif-
fundiert, sollte ein messbares PD Signal erzeugelthes sich vom Untergrundsignal abhebt.

3.2.1.Herstellung der DDC Membranen

Als einfaches Modellsystem fiir das Startum cornewrde von Furst und Neubert eine lipophile
Membran entwickelt [81]. Eine Collodium-Matrix bédddas Gerust, in das das Lipid Dodecanol
eingebettet ist.

Die Praparation der Membranen verlief nach folgefizeptur:

Dodecanol 4,049
Ether/Ethanol (8,5 : 1,5 v/v) ad 100,0 g
Colodiumlésung 4% /2% ad 200,0 g

Die Herstellung wurde nach der Methode von Neubed First durchgefiihrt. Dodecanol wurde
in der Ether/Ethanol Mischung gel6st und in derl@bumlésung dispergiert. Die entstandene
Mischung wurde auf ein Folienziehgeréat (Eigenbawerik&tadt MLU) gegeben. Nachdem das
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Losungsmittel vollstdndig abgedampft war, wurde Biembran abgeldst und in kleine Stiicke
geschnitten. Zur Herstellung individueller Membrekén wurde die Mischung in variablem Vo-
lumen in Glasringen auf einer Teflonplatte ausgsgnsDie Kontaktflache wurde zur Abdichtung
mit Silikonfett beschichtet. Die Herstellung wirkffhaltiger Membranen erfolgte durch die Ver-
wendung von Dodecanol Collodium Stammldsungenadfesine bestimmte Arzneistoffkonzent-
ration eingestellt wurden. Durch das Abdampfen désungsmittels blieb die wirkstoffhaltige
Membran dbrig. Nach dem Ablésen der Membranen wulié Dicke unter Verwendung eines
Schichtdickenmessgeréts bestimmt. Mittels eineseARbfraktometers wurde der Brechungsin-
dex der DDC Membran bestimt3® = 1,465 + 0,025).

3.2.2.Praparation von Rinderhufmembranen

Rinderhufe wurden von frisch geschlachteten Rindezogen und zunéchst bei -32° C gefroren.
Nachdem das komplette Material durchgefroren wandm48 h) und sich alle Bestandteile im
festen Aggregatzustand befanden, wurden mit eiretalidage Stiicke von 2 - 4 eentnommen.
Sowohl Bereiche aus der vorderen Hufwand als awch Mufballen wurden verwendet. Nach-
dem alle anhaftenden Verschmutzungen mit Wasseeunad Biirste entfernt waren, wurden die
Hufstlicke getrocknet und anschliel3end trocken gedalp unterschiedlichen Starken von 30 pm
bis 60 um wurden mittels eines Mikrotoms Membrageschnitten. Obwohl im gequollenen Zu-
stand gearbeitet wurde, war eine Einbettung devdfr@aufgrund der hohen Festigkeit des Materi-
als nicht erforderlich. Mittels eines Stopfenbokremurden die Keratinmembranen in kreisrunder
Form mit definiertem Durchmesser ausgeschnittem pditels Skalpell in die gewiinschte Form
gebracht. Nach 24 Stunden Trocknung der fertigeiér erfolgte die Lagerung in Schnappde-
ckelglaschen im Exsikkator. Zwar wurde die Dicke BMembranen schon beim Schneiden einge-
stellt, jedoch vor der Verwendung in einem Expentm@ochmals mit einem Schichtdickenmess-
gerat bestimmt. Fur die spateren Experimente fadieMembranen, die aus den Bereichen des
Hufballens stammten aufgrund ihrer deutlich gennaesgepragten Farbung Verwendung. Au-
Rerdem zeigte die weitere Charakterisierung migelgironmental Scanning Electron Microsco-
py (ESEM), dass Tubuli, Versorgungskanale im Hufsgwebe [88], in den enthommenen Stu-
cken der Hufwand zu finden waren (Abb.21). Um Peai®, die diese unregelmaRig auftretenden
Poren bei spéateren Versuchen mit sich bringen leimrgu vermeiden, wurde die Verwendung
von Membranen aus der vorderen Hufwand verzichtet.
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a
AccV Spot Magn Det WD Exp 1 50m
150kV 30 500x GSE 95 0 0.9 Torr Huf-Mem60-Hydr.
b
AccV SpotMagn Det WD Exp 1 20um
WL 15.0kV 3.0 1000x GSE 99 0 0.9 Torr Huf-Mem60-Hydr.
Abbildung 21:

Ausgewahlte ESEM Aufnahmen der Oberflaiche von Kemambranen aus a) der vorderen Hufwand und b)
von der Rinderhufsohle. Abbildung a) zeigt angegtdme Tubuli. Diese Strukturen wurden im Bereiar d
Sohle b) nicht gefunden.
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3.3. Auswahl und Herstellung der Formulierungen

Fur die Durchfihrung der Experimente wurden eindabhlbfeste Formulierungen als Donator-
systeme verwendet. Wobei Vaselinum album als lipoBrundlage und Unguentum emulsificans
aguosum N als hydrophile Grundlage zum Einsatz karden eine mdglichst selektive Bestim-
mung der Wirkstoffe zu gewahrleisten, wurden Systeyawahlt, die bei den Wellenlangen der
verwendeten Anregungsquellen eine geringe Absorpeigten. Hingegen sollten die als Mo-
dellwirkstoffe angewendeten Substanzen gut detbktiesein. Sodass neben Di, mit Mo und Cu
auch Stoffe zur Anwendung kamen, deren pharmanbgtiRelevanz eher gering ist, die aber
analytisch gut zuganglich waren. Fur die Verglesthgie zur Konzentrationsbestimmung in Sal-
ben wurden die dermatologisch relevanten Stoffeukti:Ke eingesetzt.

Zunachst wurde eine ausreichende Menge Wirkstodimem Moérser mindestens fir 5 min mik-
ronisiert. AnschlielBend wurde die eingewogene Astofmenge mit anteilig zugegebenem Va-
selinum album, Unguentum emulsificans aquosum mocuon oder Propylenglykol angerieben.
Fur letzteren Fall erfolgte die Verarbeitung mit é&undlage im Anschluss. Nach der Herstel-
lung wurden die Formulierungen mindestens 24 hRaimtemperatur bis zur Verwendung ste-
hen gelassen, um die Einstellung des Gleichgevaaktandes zwischen geldsten und ungeldsten
Bestandteilen zu gewéhrleisten. Fur die Abfullueg Bormulierungen wurden Kunststoffkruken
oder Schnappdeckelglaschen verwenden.

3.4.Substanzen

Die in Tabelle 5 aufgefiihrten Arzneistoffe, Hilisfe, Losungsmittel und Formulierungen wur-

den im Rahmen dieser Arbeit, in reiner Form oddranderen der genannten Stoffe verarbeitet,
eingesetzt. Sofern ein Verwendbarkeitsdatum angagedar, wurde sichergestellt, dass die Stoffe
nur innerhalb der Aufbrauchfrist verwendet wurdBis auf Curcumin und Methylorange, deren

Qualitat ,fur Analysenzwecke* entsprach, waren @lgbstanzen in Ubereinstimmung mit den
Anforderungen fur Arzneimittel des Pharm. Eur.

Tabelle 5: Liste der verwendeten Arzneistoffe undr@lagen.

Substanz Hersteller/Lieferant

Methoxsalen Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Ketokonazol Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Curcumin Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Dithranol Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Methylorange Merck, Darmstadt

Vaselinum album Caesar-Loretz GmbH, Hilden, Deussth
Collodium Caesar-Loretz GmbH, Hilden, Deutschland
Ung. Em. Ag. N. Caesar-Loretz GmbH, Hilden, Deulsct
Dodecanol Carls Roth, Karlsruhe, Deutschland
Propylenglycol Caesar-Loretz GmbH, Hilden, Deutschland
Ether Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Ethanol 70 %Vol Caesar-Loretz GmbH, Hilden, Deutschland
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3.5.Gerate

Alle Geréate, Strahlungsquellen und Bauteile, die Aufbau der photothermischen Messverfah-
ren verwendet wurden sowie die Spektrometer fulRdiEerenzmessungen, sind in Tabelle 4 auf-
gelistet. Ebenso finden sich dort die MessgerateBastimmung und Herstellung der verwende-

ten Membranen sowie Verfahren zur CharakterisiedergAnregungsquellen.

Tabelle 4: Gerate und Bauteile.

Gerat Modell/Hersteller
Monobloc Phototherm Dr. Petry, Saarbrticken
CO2 Laser Access Laser, Model LASY 3S, Marysville, WA, USA

Nd:YAG Laser

Nd:YAG Laser

HeNe Laser

Dioden Laser 685
Lock-In-Verstarker
Chopper

Scannerspiegel
Hochprazisons-Lineartisch
Optische Bauteile
Abschwacher

Thermopile
Strahlprofilmessgeréat
Schichtdickenmessgerat
Rotationsmikrotom
Oszilloskope

Vis Spektrometer

Raman Mikroskop

Raman Spektrometer
Infrarot Spektrometer ATR
PAS Zelle

Laser Flash

ESEM

A =532 nm, 100 mW; B&W TEK Inc., Newark, USA

A =473 nm, 200 mW; Laser Quantum, Manchaster, UK
A =633 nm 1 mW; JDS uniphase, CA, USA

New Focus, San Jose, CA, USA

Princeton Model 5210, EG&G, Gaithersburg, USA
Model 3501, New Focus Inc., Santa Clara USA
G120DT, GSI General Scanning,

Limes-60-20-HSM, OWIS, Staufen, D

Linos, Gottingen, D

M-935-10 Variabel, Newport, Inc., Irvine, USA

LM-3 HTD, Coherent, USA

Spiricon Laser Beam Diagnostics, Logan, USA
Heidenhain (Deutschland)

RM 2165, Leica Microsystems, Wetzlar, D
Tektronix TDS 2012, Tektronix, Beaverton, USA

BTC 112 E, B&W TEK Inc., Newark, USA

Senterra, BrukerOptics, Ettlingen, D

RFS 100, BrukerOptics, Ettlingen, D

IFS 28, BrukerOptics, Ettlingen, D

MTEC 200, MTEK Photoacoustics INC., Ames, USA
LFA 427, Netzsch, Selb, D

Fei Philips XL 30, Fei, Eindhoven, NL

3.6.Bestimmung der thermischen Diffusivitéat von Rindérh

Die Untersuchungen zur thermischen Diffusivitat eam an einem zylinderférmigen Stick Rin-
derhuf der Abmessung d = 11,6 mm und h = 3 mm eritMiasse M = 295 mg durchgefihrt. Die
Dichte wurde mittels eines Pyknometers bestimratbsirug 1,294 g/cinDa der reine Rinderhuf

im sichtbaren Spektralbereich nahezu transpareonis somit kein ausreichendes PD Signal er-
zeugt werden kann, wurde, um die Absorption zu leeh¢ die Oberflache fiir die photothermi-
schen Messungen mit einem schwarzen Farbfilm bédeéeksen Dicke so gering, war, dass er die
thermischen Eigenschaften der Probe nicht beestéu®ie Laser Flash Methode verwendete zur
Erwarmung der Probe einen Ar+ Laser mit hoher Legt so dass eine Farbung des Hufmaterials
nicht nétig war.
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Die thermische Diffusivitat bzw. die Temperatufigitigkeit« [cm?s?] ist eine wichtige stoffab-
hangige Konstante, die angibt, mit welcher Gesctigkeit sich Warme in einem Material aus-
breitet.

a="_ (48)

a ergibt sich aus dem Verhaltnis der thermischetfél@gkeitx mit dem Produkt aus der spezifi-
schen Warmekapazitét, und der Dichte. Nach Gleichung (37) kann anhand der Modulations-
frequenzf bei bekanntena: die thermische Diffusionslange berechnet werden. Mittels thermi-
scher Diffusionslange ist es wiederum moglich diesktiefe des PD Signals in Abh&ngigkeit von
der Frequenz zu bestimmen bzw. die Messtiefe eielteis. Somit ist die Bestimmung vendie
Grundvoraussetzung fur die Realisierung von Tiefessungen.

Es existieren verschiedene Techniken, die zur Messler Temperaturleitfahigkeit verwendet
werden. Dazu gehoren die photoakustische Spekipasi@1-93], eine phototpyroelektrische
Methode [94] und die photothermische Ablenkungsspskopie [33-35, 95-98]. Eine weitere
weit verbreitete Technik ist die “Flash* Method®]9

photothermische
Ablenkung

/ transversale Distanz y,

Anregungstrahl

PD Signal Amplitude
aseyd [eubis ad

/ y 0 +ty
Detektionsstrahl transversale Distanz y,
a b

Abbildung 22:
a) Schematische Darstellung des Zero Crossing. ektionslaser wird schrittweise durch die theoinés
Linse bewegt. b) Typischer Verlauf der Amplitudeduder Phase des PD Signals Uber die transverssiiaeniy.

Wird der DTL entlang der y- Achse durch die therhis Linse bewegt (vergl. Kapitel 2.1), kann
das Ausmald des induzierten Temperaturfeldes anth@n&trahlablenkung in Abh&ngigkeit von
der Position des DTL (transversale Distanz y) dstejkt werden. Dieses Verfahren wird als Zero
Crossing bezeichnet (Abb. 22 a). Als Datensatz eeimplitude und Phase der Ablenkung in
Abhangigkeit der transversalen Distanerhalten.

Exemplarisch zeigt Abbildung 22 b) den Verlauf denplitude A als Funktion der transversalen
Distanzy; zum Anregungslaser. Wird der Detektionsstrahl iohRing des Zentrums der thermi-
schen Linse verschoben, steigt das Amplitudensignabis es einen Maximalwert tberschritten
hat, um bely = 0 auf ein Minimum zu sinken. Die transversalentfmnented; des Ablenkungs-
winkels, die in der vorliegenden Arbeit zur Detektiherangezogen wurde, ist an der Posigien

0 alsé; = 0 definiert. Durch weiteres Verschieben des Diitd bei einem idealen Strahlprofil
Too des Anregungsstrahls der Verlauf vdany = 0 gespiegelt. Die Phagedes PD Signals lauft
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mit leichter Steigung big = 0, wo sie einen Sprung von 180 ° zeigt. Diesersensprung verlauft
idealerweise von + 90 ° zu — 90 °, wird jedoch er ®ealitdt durch bestimmte experimentelle
Parameter beeinflusst. Insbesondere ist hier denade Versatz des DTL zur Probenoberflache

ZU nennen.

3.6.1.Bestimmung der thermischen Diffusivitat anhandZieno Crossing Distanz

Um a aus den Messdaten des Zero Cossing zu bestimrmen,nach Kuo et al. und Salazar et al.
vorgegangen werden [33, 34, 95]. Danach ist deentische Wellenlangé;, frequenzabhangig
und kennzeichnet das Ausmg@der thermischen Linse:

e[ w

Yo = A—;‘ +d, (50)
yzc = mf _% + dL (51)

Kuo et al. definierten yalsWeg zwischen den beiden ersten nichtzentralen Nidljangen des
Realteils des Ablenkungssignals Re(Dies gilt jedoch nur fir einen theoretischenmalen
Versatz des DTL vog, = 0, da ansonsten eine frequenzabhangige Phasehisdrung auftritt.

Re(8,;korr) = AEO{%] (52)

Die Korrektur dieser Phasenverschiebung erfolgteim Regkorr)/A gegeny; aufgetragen wird
und durch Anpassung vaf ein Phasensprung von +1 nach -1 erfolgt. Erst #ann der wahre
Wert fury,c bestimmt werden. Bl handelt es sich um den Durchmesser des Anregegsla

“Korrigiert

500 1500 2500

transversale Distanz y [um]

Re(B,korr)
o

Abbildung 23:
Bestimmung der Zero Crossing Distayi Es wird der korrigierte Realteil des Ablenkungssigngegery;

aufgetragen. Die ersten nichtzentralen Nulldurchgdregrenzew,..
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Tragt man in einem Diagrag. gegenf 2 auf, wird der Anstieg der Gerademerhalten. Nach-
folgend kann die Temperaturleitfahigkeit an®erechnet werden.

m=+rmr (53)

a=— (54)

Nach Salazar wird der Korrekturfaktpeingefuhrt, der in der Regel den Wert 1 annimmt. Fur
opake thermisch dicke Feststoffe wjré- 1,44 gesetzt und in seltenen Fallenyisicht definiert
(Tab. 6) [95]. Die Einstufung erfolgt fur die optien Probeneigenschaften transparent und opak
sowie fur das Verhaltni¢/pt, wobeil/p > 2,5 thermisch dunn urf < 0,5 thermisch dick bedeu-
tet. Fiir das Untersuchungsmaterial Rinderhuf esjefp 10" < p/l; < 10?% da die optische Ab-
sorptionslange etwg = 0,1 cm und die thermische Diffusionslange anhdgrdthermischen Dif-
fusivitat fir humanes Nagelmaterial als?i@m < p < 1 cm abgeschétzt wurde. Das Verhaltnis
aus der Probendicke und der thermischen Diffusimgs der verwendeten Hufprobe betilg >

30. Aus Tabelle 6 ergibt sich somit 1.

Tabelle 6:
Klassifizierung von Feststoffen fir die Bestimmudey thermischen Diffusivitat in Hinblick auf ihre optischen
und thermischen Eigenschaften.

ully I y
< 10? o <I/p <o 1
(transparent)
10% < p/l;< 40 >2,5 1
<25 keine Lamgat
>40 >2,5 1
(opak) 0,9/g<25 keine Linearitat
<05 44,

46



3. Experimenteller Teil

3.6.2.Bestimmung der thermischen Diffusivitat unter Vemdeng der Amplituden
Methode

Eine alternative Vorgehensweise bei der Bestimnuamy: aus den Messdaten des Zero Crossing
wurde von Ravi et al. und friher von Quelin etvaktgeschlagen [100, 101]. Laut Ravi et al. ist

die Amplituden Methode fiir Materialien mit klein@emperaturleitfahigkeit sehr gut geeignet.

Nach Skumanich et al. kann die Amplituleles Ablenkungssignals erhalten werden als

In(A) = k - L& (55)
U

Dabei isty; die transversale Distankjst eine von der Messanordnung abhangige Konstartg
ist die charakteristische thermische Diffusionsinpdem in einem KoordinatensystemAn(
gegeny; aufgetragen wird, ist Uber die Steigung dlie thermische Diffusivitatx nach Salazar
erhaltlich:

L (56)

NIl
Q

3.6.3.Laser Flash Methode zur Bestimmung der thermis€h#uasivitat

Die Verifizierung der Ergebnisse aus den PBD-Experiten geschah mit denselben Huf-Proben
mit Hilfe des Laserflashverfahrens nach DIN EN &@8,97). Die Messungen wurden am Insti-
tut fir Werkstoffkunde | am Forschungszentrum Kae in Form von Auftragsmessung durch-
gefuhrt [99]. Bei diesem Verfahren wird durch eidenzen Laserpuls auf der Oberflache einer
zylindrischen Probe ein Warmepuls erzeugt. Die raitiidieses Warmepulses von der Oberflache
zur Ruckseite der Probe bestimmt bei gegebenereRditke die Temperaturleitfahigkeit, die
explizit aus dem Anstieg der Temperatur als Fumktler Zeit auf der Rickseite der Probe ermit-
telt werden kann. Im einfachsten Fall kann der Terafurleitwert aus folgender Beziehung er-
mittelt werden:

2
PR
]TZ |:ﬂ1/2

(57)

L ist die Dicke der Probe ungtist die Zeit, die bendtigt wird, bis die Temperaauf der RUck-
seite der Probe auf den halben Wert ihres Maximamgestiegen ist. Somit wird die Bestimmung
von a auf die Messung einer Laufzeit reduziert, wodudi& Laser Flash Methode ein ver-
gleichsweise schnelles Verfahren ist. Die dort aodene Apparatur LFA427 von Netzsch ver-
wendet zum Heizen der Probe einen gepulsten Ne@hifium Gadolinium Laser mit einer Wel-
lenlange von 1064 nm. Auf der Rickseite befindeh ®in Sb-IR-Detektor, der den zeitlichen
Verlauf der Aufwarmung der Probenrlckseite detektiBie Messungen wurden unter Vaku-
umbedingungen und bei einer Temperatur von 100urchgefuhrt. Die Proben werden zur voll-
standigen Absorption des Laserlichtes mit eineméarSchicht Grafit versehen.

a7



3. Experimenteller Teil

3.7.Bestimmung der Wirkstoffkonzentration halbfesterriulierungen

Untersuchungen zum Wirkstoffgehalt von halbfestasp®@nsionsformulierungen wurden mittels
PDS, FTIR-PAS, FT-Raman, und FTIR-ATR durchgeflktalbfeste Formulierungen mit den
Wirkstoffen bzw. Modellsubstanzen Methoxsalen (Mggtokonazol (Ke), Methylorange (Mo)

und Curcumin (Cu) wurden aufgrund der Lage ihretiscshen Absorptionsbanden zur Analyse
verwendet. Tabelle 7 gibt einen Uberblick tiber die quantitativen Auswertung verwendeten
Spektralbereiche.

Tabelle 7: Zur Quantifizierung des Wirkstoffgehaltshalbfesten Suspensionen verwendete spektrosiogpi
Methoden und die dazugehdrigen spektralen Berelanéall der photothermischen Untersuchungen (PBIS)
die Wellenzahl des CQaser oder die Wellenlange (Nd:YAG Laser) angegeben

Methode Methoxsalen Ketoconazol Methylorange Curcumin
[cm™] [cm™] [cm™] [em™]

PDS 978 978 532 nm 473 nm

FTIR-PAS 1560 - 1840 1540 - 1740 1150 - 1250 12521

FT-Raman 1660 - 1760 1530 - 1660

FTIR- ATR 1530-1750 1560 - 1660

3.7.1.Konzentrationsuntersuchungen mittels PDS

Die Messungen wurden mittels der Monobloc Einherctigefiihrt. Zur Anregung der Me und Ke
Formulierungen wurde ein GQaser auf eine Wellenzahl von 978 ¢mingestellt (Abb. 24). Die
Laserleistung konnte zwischen 5 mW und 100 mW e&drnverden. Die Leistung wurde fir jeden
Versuch angepasst und blieb dann wahrend der Mgdsamstant. Die Modulation des Anre-
gungsstrahls erfolgte mit 16, 20, 24, 28 und 32 #&,in diesem Frequenzbereich das Sig-
nal/Rauschen Verhéltnis am besten war. Um moglicbisstante Bedingungen flr die quantitati-
ven Messungen zu gewahrleisten, wurde ein Probemhedrwendet, der die Messung der gesam-
ten Konzentrationsreihe in einem Arbeitsschritt @hcthte. Es handelt sich dabei um eine recht-
eckigen Probenhalter (4 x 30 Mfnaus Messing, auf dem sich hintereinander sechseftengen
(0.25x0.5x1 mm) zum Einbringen des Probenmaterials befanden.sbi@réaparierte Halterung
wurde auf dem x;y positionierbaren Tisch befestgilcher wahrend der Messung motorisiert die
Probe unter der Strahlanordnung bewegte, so daskomiplette Oberflache gemessen werden
konnte. Als Resultat wurde ein photothermisched Bihalten, bei dem jeder x;y Position ein PD
Signal zugeordnet war. Diese Werte wurden fur ddeei®he, die die Formulierungen enthielten
extrahiert und ausgewertet, indem die Mittelwers @D Signals von jeweils sechs Flachenein-
heiten pro Konzentration gemittelt wurden.

Nachdem der PD-Scanner fertig gestellt war, sdiéser in Hinblick auf Nachweisempfindlich-
keit und Quantifizierung von Wirkstoffen in halbfes Formulierungen mit der Monobloc Einheit
verglichen werden. Da die optischen Komponentea,lwisen und Spiegel, nicht fur den infraro-
ten Bereich ausgelegt war, wurden die Untersuchungé Anregungsquellen im sichtbaren
Spektralbereich durchgefihrt. Wie in Abbildung 24ezxkennen ist, liegen die Absorptionsmaxi-
ma von Mo und Cu im Bereich der Wellenlange der¥Wd> Laser, weshalb diese fur die Ver-
gleichsuntersuchungen zwischen Monobloc EinheitRBdScanner verwendet wurden. Da beim
PD Scanner nicht mehr die Probe bewegt wird, sontleide Laser die Probe abrastern, ist der
messbare Bereich im Vergleich zur Monobloc Einhedtuziert. Deshalb wurden pro Konzentra-
tion Punktmessungen durchgefihrt.
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Abbildung 24:

a) Ausschnitt aus IR Spektren von Vaseline, Ketakohund Methoxsalen. Sowohl Ke als auch Me zelggin
der Wellenzahl 978 cthdes CO2 Lasers zwar keine ausgepragte Absorptiadsh besitzen aber héhere Ab-
sorptionswerte als die Grundlage Vaseline. b) Ausiscaus UV-Vis Spektren von Curcumin (Cu), Metirgin-
ge (Mo) und Dithranol (Di) und als senkrechte sata@d.inien die Wellenlangen der verwendeten Laser.
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Hierbei musste besonders auf die identische Gendtedung (wie Abstand Messlaser zu Pro-
benoberflache, Abstand von Mess- und Anregungslé8ejede Messung geachtet werden. Die
Formulierungen wurden in ProbengefalRe (Volumem®8), welche auch bei den PAS Messun-
gen zum Einsatz kamen, geftillt und an deren Obezkglatt abgestrichen, so dass sich eine ebe-
ne horizontale Flache ergab, die dann mittels P&iBer an mindestens 3 Positionen gemessen
werden konnte. An jedem Messpunkt wurde das PDabigmrAbhéngigkeit von der Modulations-
frequenz von 4 bis 100 Hz gemessen. Das Messititéetaug 1 Hz. Um eine Stabilisierung der
thermischen Linse zu gewébhrleisten, durchlief deogper 10 Zyklen, bevor der Messwert aufge-
zeichnet wurde.

3.7.2. Konzentrationsuntersuchungen mittels FTIR-ATR upAS

Die Aufnahme der IR Spektren erfolgte unter Verwergleines Spektrometers des Typs IFS 28
der Firma Bruker, welches mit einer horizontalenRAEinheit (Spectra-Tec, Thermo) mit Ein-
fachreflexion ausgestattet war. Der Messbereicheia ATR Kristall aus ZnSe mit einem Ein-
fallswinkel des IR Strahls von 45°. Zur Messung aeujede Suspension direkt auf dem ATR
Kristall dispergiert. Die IR Strahlung wurde dureinen DTGS Detektor aufgenommen. Pro Mes-
sung wurden 32 Scans mit einer spektralen Auflésiamg2 cni* angefertigt.

Die FTIR-PAS Untersuchungen wurden mit demselbezk®pmeter durchgefihrt, wofur es mit
einer Photoakustik Zelle (MTEC 200 bzw. MTEC 30@yrsehen wurde. Die Formulierungen
wurden in die PAS Zelle passende runde GefalRe (Metu9,8 mm) gefiillt. Es wurden step scan
Messungen mit Phasenmodulation im Bereich 16 — b4ihtl einer Amplitude voni2ene (1266
nm) durchgefiihrt. Jedes Spektrum wurde durch 4 iGoasl und mit einer Auflésung von 10 tm

! unter Verwendung der Norton-Beer Medium Apodisatimfgenommen. Alle Spektren wurden
mit Hilfe der ,carbon black” Methode normiert, unergtebedingte Fehler auszuschlie3en. Der
Probenraum wurde vor jeder Messung 30 s mit Hetdggspn storendes CQund HO zu entfer-
nen und da die He Atmosphare in der ProbenkamneeBidinalintensitat erhdht. Die Datenbear-
beitung und —auswertung erfolgte mittels OPUS Safiw

3.7.3.Konzentrationsuntersuchungen mittels FT Raman &psldpie

Als weiteres Standardverfahren wurde die FT-Rampek®Boskopie eingesetzt. Die Raman
Streuung wurde in einem Winkel von 90° zum Anregstigahl mittels eines FT-Raman Sektro-
meters RFS 100/S gemessen. Als Quelle wurde eiAE:Laser (Wellenlange 1064 nm) mit
einer Leistung von 300 mW verwendet. Die Formuligen wurden in Standardprobentiegel des
Spektrometers geflllt und glatt abgestrichen, s3 dige Messung direkt auf der Probenoberflache
stattfand. Pro Durchgang erfolgten 200 Scans. Dagelbearbeitung und —auswertung erfolgte
mittels OPUS Software.

3.8.Vorgehensweise zur Untersuchung der Wirkstoffpatietn und —diffusion in
Membranen mittels PDS und Raman Mikroskopie

Das Verhalten von Wirkstoffen in halbfesten Forrawingen ist wahrend des Freisetzungsprozes-
sesin situ nur sehr schwer zu verfolgen. Zur Charakterisigrder Freisetzung wird daher meist
der Anteil des Wirkstoffs bestimmt, der in den Ak Ubergeht. Als Akzeptormedien kommen
fur die Betrachtung halbfester Formulierungen bdsosm Membranen kinstlicher und biologi-
scher Herkunft als Hautmodellmembranen in FrageniDdas Medium die freigesetzten Sub-
stanzen “akzeptiert”, spielt die Ldslichkeit desrk8toffs im Akzeptor eine wichtige Rolle. Sie
muss gegeben sein, damit eine Penetration statfikéinn. Diese erfolgt dann auf kiirzestem
Weg in direkter Richtung in die Membran. Diffuncderdie Molekule entsprechend des Konzent-
rationsgefélles weiter in das nachste Kompartimestd von Permeation gesprochen. Die Be-
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stimmung von Permeations- und Diffusionskoeffizenerfolgt durch Anwendung von Diffusi-
onszellen. Die Konzentrationsanderung im Kompamiech der Membran wird in Abhangig-
keit von der Zeit registriert und kann dann zurk@ider Diffusionsbarriere in Beziehung gesetzt
werden [5, 102-107].

Kontaktlose optische Messtechniken, insbesonderendder vorliegenden Arbeit verwendeten
PDS und Raman Mikroskopie, bieten die Mdglichkedt ith situ Untersuchung der Penetration
und Uberdies der lateralen Diffusion direkt in A&ezeptormembran.

Fur das Gesamtverstandnis des VerteilungsprozessedVirkstoffen in Membranen ist auch
deren laterale Diffusion von Wichtigkeit. So bildemige lipophile AS ihre Depotwirkung in der
Haut durch laterale Diffusion aus [108]. Laut Jasmst al. kdnnen auch kleine geldste Molekile
in den Bilayern des Stratum corneum lateral bemtigtl Distanzen zurlicklegen [109-111]. Die
genannten Methoden, hierbei insbesondere die PD¥anfokale Raman Mikroskopie, bieten in
fast einzigartiger Weise die Moglichkeit mit holr@dumlicher Auflésung in kontaktloser Weise
solche Prozesse zu betrachten.

3.8.1. Experimentelle Konfigurationen der Membranmessuange

Anhand einfacher Versuchsaufbauten sollten mdgldbegehensweisen fir Penetrations- oder
Freisetzungsversuche ermittelt werden. SamtlichkkeHmgen und Probenbefestigungssysteme
wurden flr spezielle Anwendungen entwickelt und dem Werkstatten des IFP der MLU oder
des IFG am KIT hergestellt. Im Folgenden sollen wkewendeten Versuchsaufbauten jeweils
schematisch dargestellt werden. Generell wurdeinAdten von Experimenten durchgefihrt.

» 1) Experimente zur Untersuchung des lateralen prats von Wirkstoffen in Membra-
nen (Abb. 25). Um die laterale Diffusion in Membeanzu verfolgen, wurden einfache
Probenhalter aus Aluminium verwendet. Die Membrak@mten entweder ohne weitere
Befestigung direkt aufgelegt werden, oder wennrdddich (z. Bsp. bei Keratinmembra-
nen), gab es seitliche Schraubzwingen zu dereenixg.

Um den Kontakt zwischen Donator und Akzeptor zu &eeisten, waren in die Auflage-
flache Vertiefungen eingelassen, in welche die Fdisrung vor dem Ablegen der Memb-
ran geflllt werden konnte. Ebenso war es mogliohGefall umgekehrt von oben auf die
Membran zu setzen (Abb. 25 Variante a oder b).

Die direkte, dem Experiment mitlaufende Messunéplgte dann an einem Punkt kon-
stanter Distant zur Grenzflache der Formulierung (Abb. 25 L1). &iein an die For-
mulierung angrenzendes Areal gescannt, soll deeszabezeichnet werden.

* 2) Experimente, die die Penetration des Wirkstoffdie Membran normal zum Donator
charakterisieren sollten (Abb. 26). Die gleicherriédtungen konnten auch fur die Expe-
rimente zur direkten Untersuchung der PenetratmnSubstanzen verwendet werden. Im
Unterschied zur vorherigen Methode, wurde der Maskip (T1) oder das Messgebiet
(T2) oberhalb der Formulierung platziert, so dasekt an der Grenzflache Memb-
ran/Formulierung gemessen werden konnte (Abb.R&nit war eine Variante a wie in
Abbildung 25 ausgeschlossen.

« 3) Die nachtrégliche Untersuchung von Membraneimliénbereits eine Wirkstoffpenetra-
tion stattgefunden hatte, erfolgte prinzipiell wieind T jedoch ohne zeitliche Auflésung.
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Abbildung 25: Prinzipielle Messanordnungen zur Wsiehung der lateralen Diffusion von Substanzen in
Membranen mittels PDS und Raman Mikroskopie (ftatéxen Fall ohne Detektionslaser).

Bei allen im Folgenden dargestellten Flachenmessuigf die Koordinate 0;0 (x;y) jeweils die
mit der kirzesten Distanz zur Formulierung bzw. Biifusionsgrenzflache. Alle Messungen
wurden in offener Raumatmosphére durchgefihrt.\Zanrmeidung von stérenden Luftverwirbe-
lungen wurde die Messanordnung in einer Kunststaffangebracht. Die Box stand in keinerlei
direktem Kontakt zu den Bestandteilen der Probe.\Dande waren an den Stellen, die von den
Lasern passiert wurden, mit Offnungen versehenhNin Auflegen der Membran wurde die
Messung innerhalb von 2 Minuten gestartet. Die ak®ite Software FK-TL oder TL-Scan er-
laubte automatische Wiederholmessungen. Damit wamé@glich die dynamischen Prozesse der
Wirkstoffpenetration zeitlich aufgeldst zu verfolgeDiese Wiederholmessung stand sowohl fir
die Punktmessung, als auch den Imaging Modus zufueng. Da Vergleichsmessungen mit
dem Raman Mikroskop in identischer Anordnung voogemen wurden, gelten die Experiment-
bezeichnungen aus Abbildungen 25 und 26 auch firaRaMessungen.
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Abbildung 26: Messanordnungen zur Untersuchung Rimretration bzw. des Stoffiilbergangs aus halbfesten
Formulierungen in Membranen situ mittels PDS und Raman Mikroskopie (fir letzterefl Bne Detektions-
laser).

Die Bestimmung der Entfernung zwischen Messpunkd @iffusionsgrenze wurde je nach
Messaufbau auf zwei Weisen realisiert.

Handelte es sich um einen Versuch der Form Lb dderurde die Distanz bestimmt, indem die
Probe im Messaufbau so verfahren wurde, dass déeiigefald gerade in den Strahlengang des
DTL hineinragte und dessen Signal auf dem Detal¢schwand. Diese Position befand sich also
250 um von der Diffusionsgrenze entfernt, was demu¢tarke des Probengefal3es entspricht.
Anschlieend wurde die Probe bzw. der Messpunktegow y-Richtung bewegt, bis der ge-
winschte Abstand eingestellt war.

Fur den Fall, dass die Formulierung unterhalb demiran war, wurde anhand des Phasen-
sprungs an der Grenze Probenhalter / FormulierumdPdsition 0/0 nachtraglich bestimmt (ver-
gleiche 4.2.2 Abb. 40).
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3.8.2.Bestimmung des lateralen Diffusionskoeffizienten

Die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten wurdéamd der Messung des lateralen Transports
in Membranen durchgefiihrt. Durch Punktmessungeh dam Schema L1b bei variierender Dis-
tanz| zur Diffusionsgrenze sollte in Abhangigkeit viodas Zeitintervalt,,q erhalten werden. Be-
trachtet man den Membranbereich zwischen Diffugimsze und Messpunkt als ein von zwei
Flachen bei x = 0 und x Feingefasstes Akzeptormedium, ist die Konzentmation Abhangig-
keit von Ort und Zeit nach Crank zuganglich (veidie Kapitel 2.3) [66]. In der Auftragung
C/cnax gegent ergibt der extrapolierte ansteigende Kurvenast Si@mittpunkt mit det- Achse,
der von Crank als “time lag* definiert wird, alg=1%6D. Sind dagegeh,ysowiedie Dickel der
Diffusionsschicht bekannt, kann der Diffusionskaaéint D bestimmt werden.

Als Modellmembranen wurden DDC Membranen 4 % vedeg¢nderen Dicke = 0,060 mmt
0,005 mm und deren Radius r = 5,5 mm betrug (Akzeptumen V. = 1,07 mni) bzw. DDC
Membranen 2 % mit einer Dicke h = 0,0025 mm + 0,608 und r = 5,5 mm\{, = 0,238 mrm).
Eine Suspension aus Vaselium album mit 5 % DI dietié Donator. Diese hohe Konzentration
wurde gewahlt, um der Bedingung, = konstant, mdglichst nahe zu kommen. Die Membrane
wurden auf einem Probenhalter platziert und mittids Verschiebeeinheit an die Messposition
gebracht. Die Formulierung wurde in einem PAS Pngeé3 (r = 3,5 mm; L = 2 mm; Donator-
volumenVy = 76,97 mm) mit der offenen Seite auf der Membran angebrachtiass der Kontakt
zwischen Formulierung und Membran hergestellt whmittelbar nach dem Platzieren der For-
mulierung, wurde die Entfernung zwischen dem Meskpund der Diffusionsgrenze, der inneren
Kante des Probengefalies, eingestellt und die Mgssunschluss daran gestartet. Die Distanz
wurde gemalfd Abschnitt 3.8.1 duf 1000 pml = 2000 um und = 2500 pm eingestellt. GrolRe
Diffusionsschichtdicken sollten lange Zeitintereafiir t,; bedingen und somit zu einer guten
Ablesbarkeit vortyg fhren.Zur Bestimmung vo® wurde der Monobloc Aufbau verwendet. Als
Quelle fur die Anregung fand ein Nd:YAG Laser 473 nm Anwendung, dessen Leistung, auf
der Probe gemessen, 3 mW betrug. Die FK-TL Scatw@oé ermoglicht es, Wiederholmessun-
gen durchzufiihren, die ihrerseits wiederum UberMgaalulationsfrequenz variiert wurden. Es
wurde ein Messintervall von 30 min eingestellt.eJ&tkssung erfolgte von 15 Hz bis 100 Hz (In-
tervall 5 Hz).

Die wahre Wirkstoffkonzentrationen in den DDC Meuwmen konnte anhand der PD Messungen
nicht ermittelt werden, deshalb wurde eine norrei®arstellung der Messergebnisse in der Form
A/A max gewahlt. Zur Ermittlung der Wirkstoffkonzentratemin der Membran wurde die Raman
Mikroskopie verwendet. Der experimentelle Aufban Raman Studien war mit dem der PD Ver-
suche identisch. Ebenso wurden in definiertem Atastaur Diffusionsgrenze zeitabhéangig Mes-
sungen mit dem Raman Mikroskop Senterra durchgefOhe fur Di spezifische Raman Bande
616 cm' wurde zur Bestimmung der DI Konzentration herangen. Um die Flachen der Wirk-
stoffbanden mit den Konzentrationen zu korrelieremyrden zunachst wirkstoffhaltige DDC
Membranen im Bereich von 0,1 % bis 2,5 % Di-Geheltgestellt und mit dem Raman Mikro-
skop gemessen (n > 10). Ein Dioden Laser der Wéahge\ = 785 nm mit 100 mW Ausgangs-
leistung wurde durch ein 20x Objektiv auf die Prdbkussiert. Die Messzeit betrug 3 x 60 Se-
kunden. Die Spektren wurden mit der OPUS-Softwarehhearbeitet, indem eine Grundlinien-
korrektur mit anschlieRender Vektornormierung voagemen wurde. Mithilfe der erhaltenen
Geradengleichung AUg&=0,004*c+0,00106 (R0,992) konnten die Wirkstoffkonzentrationen
der Membranen wahrend der Diffusionsuntersuchuegealten werden.

54



3. Experimenteller Teil

3.8.3.Tiefenmessung

Vielen Messverfahren mangelt es an der Moglichiteit Prozess der Penetration in Membranen
in situ zu untersuchen. Die PD Technik hingegen bietededieigenschatft. Die Messtiefe kann in
gewissem Ausmal} variiert werden. Konzentrations@amdgen eines Arzneistoffs in einer Memb-
ran kdnnen somit nicht nur zeitaufgeldst, sonderchaaufgeldst nach der Messtiefe dargestellt
werden. Eine wesentliche Voraussetzung dafir essdlie optische Absorptionslange deutlich
grof3er als die thermische Diffusionslangel jSf.aneqund > 1, dabei wirdpy der Messtiefe gleich-
gesetzt (vergleiche Kapitel 2.1.4) kann mittels Gleichung (37) aus der thermischefuBivitat

o und der Modulationsfrequetzies AL erhalten werden.

AL Modulationsfrequenz
A A A/
DTL | —
23 pme = == J‘Qo.lj% ...................
Qo
Q
ﬁ 41 HME = = = == == - - :.)’Q '._'E ...........
)
=
10H
T1lpmp == === == === == m QHz|
v Keratin
Membran
Formulierung

Wirkstoffkonzentration

Abbildung 27:
Schema des Versuchs zur Tiefenmessung in einettik@@mbran mit Modulationsfrequenzen und zugehdri-

gen Messtiefeno(= 1,59x10' m’/s) sowie dem Konzentrationsgradient zum Zeitptinkt
Anhand des Vergleichs der Freisetzung von Mo awes Barmulierungen

F1 Mo 5 % in Unguentum em. aqg. N
F2 Mo 5 % in Vaselinum album

und der Penetration in hydrophile Keratinmembrasealite die Anwendung der PDS fir tiefen-
aufgeldste Messungen demonstriert werden. Als Mwd&ktoff kam Methylorange (Mo) zur
Anwendung, da sich diese Substanz einerseits ingl&eh zu Di und Cu als deutlich stabiler
gegenuber photochemischen Prozessen erwies. Hieellchtechtheit des Analyten war fur die-
sen Versuch von besonderer Wichtigkeit, da Wiedarbssungen an gleicher Position eine er-
hohte Strahlenbelastung des Wirkstoffs erwartdfelie Aul3erdem zeigt Mo im Gegensatz zu Cu
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und Di eine héhere Loslichkeit in Wasser (etwa @)2die die Voraussetzung fur die Penetration
in die hydratisierte Keratinmembran darstellte.

Als Akzeptorsystem wurden Keratinmembranen aus &imdf eingesetzt. Der experimentelle
Aufbau erfolgte nach Variante T1, indem 2 Membraflerr= 45 pum) tbereinander angebracht
wurden, so dass eine Gesamtschichtdicke lvan 90 um entstand. Um eine mdglichst ebene
Oberflache zu erreichen, wurden die auferen Bereiteh Hufmembran Uber kleine Schraub-
zwingen fixiert. Der Hydratisierungszustand diggiembranen ist bei normaler Raumatmosphare
eher gering. Laut Bertram und Gosline weist Rindebei 75 % bzw. 53 % rF einen Wasseranteil
von 18,2 % m/m bzw. 11,7 % m/m auf. Maximale Hyidiatung erreichten sie durch direkten
Kontakt mit Wasser, was in einem Wassergehalt 2 % m/m resultierte [88]. Mittels eines
wasserfuhrenden Dochts aus Zellstoff, der die Mambzum Grol3teil bedeckte, wurde die
gleichmafige maximale Hydratisierung der Membramredd des Experiments sichergestelit.
Ein mit Formulierung gefulltes Gefal3 (vergleichepial 3.8) wurde direkt vor Beginn des Ver-
suchs von “unten” an die eingespannte Keratinmembheaangefihrt und mit ihr in Kontakt ge-
bracht. Fur die PD Untersuchungen wurde ein Nd:Yi&Ger § = 473 nm, 5 mW auf der Probe)
als Anregungsquelle verwendet. Die Modulation dexgbenz erfolgte zwischen 10 Hz und 100
Hz (Intervall 5 Hz). Ein Messpunkt wurde alle 2@nMten mittels Monobloc Einheit aufgezeich-
net. Die Referenzmessung erfolgte mit Raman Mikvps&enterra. Die Anregung erfolgte mit
einem Diodenlaseri(= 785 nm, 50 mW Ausgangsleistung), der durch €dx1Objektiv 5 um
unterhalb der Probenoberflache fokussiert wurde. $pektren wurden in 10 Minuten Intervallen
aufgenommen und anschlie3end einer Basislinienkionrgowie einer Normierung auf die Bande
der Streckschwingung (C-C) im Benzolring des Phadayins, die bei 1002 chlokalisiert ist
(Abbildung 51) [112].
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4. Resultate und Diskussion

4.1.Vergleich der PDS mit anderen optischen Messvegfanhand der Bestimmung
des Wirkstoffgehalts halbfester Zubereitungen

Eine der ersten Untersuchungen sollte klaren, wweiiedie PDS in Hinblick auf den Nachweis
und die Quantifizierung von Wirkstoffen geeignedumit anderen analytischen Verfahren ver-
gleichbar ist. Halbfeste Formulierungen mit denRatioffen bzw. Modellsubstanzen Methoxsalen
(Me), Ketokonazol (Ke), Methylorange (Mo) und Cumdn (Cu) wurden als Modellformulierun-
gen eingesetzt. Mittels PDS, FTIR-PAS, FT-Raman EhkR-ATR wurden Konzentrationsreihen
dieser Formulierungen im Bereich von 0,5 % bis 1§émessen und Kalibrierungen erstellt. An-
hand von Validierungsparametern wie Linearitat, INeeisgrenze, Spezifitat und Bestimmtheits-
mal3 soll die Eignung der PDS fiur derartige Untdrangen im Folgenden im Vergleich zu den
genannten Methoden diskutiert werden [113].

Die Messung der Konzentrationsreihen der Suspeesierfolgte, wie in Abschnitt 3.7 beschrie-
ben. Beispielhaft sind einige Messergebnisse imPasn Spektren-Ausschnitten mit den jeweils
verwendeten Methoden in Abbildung 29 bis 31 darjitsDie Abhangigkeit der Intensitat ver-
schiedener Banden von der Wirkstoffkonzentratiordvidereits in den Spektren erkennbar. Zur
guantitativen Auswertung wurden spezifische BandenSubstanzen integriert und auf die vor-
liegenden Konzentrationen bezogen. Im Gegensatieal/ergleichsmethoden wird bei PD Mes-
sungen kein Spektrum der Probe erzeugt, sondermomniochromatischer Strahlung gezielt ein
Bestandteil der Probe zur Absorption gebracht. Idam Lambert-Beerschen-Gesdtz= £ (A1) -

c - d ist die Absorption neben der Schichtdickend dem optischen Absorptionskoeffizienfen
auch von der Konzentratiandes Analyten abhéangig. Dabei sind im vorliegen@alh$ = konst.
und d = konst, denng ist als Materialkonstante der Absorptionskoeffitider wirkstoffhaltigen
Formulierung undl entspricht hier der thermischen Diffusionslapgévergl. Abbildung 6, Fall

6). Somit ist die Absorption der Strahlung und folglidas PD Signal proportional zur Konzentra-
tion des Wirkstoffs und eine Korrelation kann vargenmen werden. Die PD Messungen zur
Wirkstoffkonzentration wurden mit der Monobloc E@ihnicht, wie mit den anderen spektrosko-
pischen Methoden, als Punktmessungen durchgefdmtern mittels photothermischer Bildge-
bung.

Ein Probenhalter, der funf Konzentrationen einebeteitung sowie die Grundlage enthielt, wur-
de photothermisch gescannt. Jedes PD Signal wisighie3end seiner Position im Messbereich
zugeordnet, wodurch ein photothermisches Bild antst Abbildung 28 zeigt das PD Image des
Probenhalters mit Mo Formulierungen unterschiedlickonzentration. Von Rot nach Schwarz
nimmt die Signalintensitat ab. Die Korrelation Mdanzentration und PD Signalintensitat ist gut
zu erkennen. Der Probenhalter (Messing) erzeugeimugeringes Grundrauschen.

Alle verwendeten Methoden waren spezifisch im Nagbwler verschiedenen Analyten. Wahrend
fur die Vergleichsmethoden spezifische Absorptiamsien der Wirkstoffe fir deren Nachweis
bzw. deren Quantifizierung ausgewertet wurden (Atsbbis 31), wurden fur die PD Messungen
Anregungsquellen verwendet, deren Wellenlange &hkeniatischen oder lokalen Absorptions-
banden der Analyten entsprach (Abb. 24). AnhandKalibriergeraden (Abb. 28 b zeigt das Bei-
spiel einer Kalibriergeraden einer PD Messung),diiech lineare Regression der Messdaten er-
halten wurden, konnte gezeigt werden, dass Lirigdiit alle Messreihen im untersuchten Be-
reich gegeben war. Die Korrelation war mft > 99,5 fiir alle Messreihen im linearen Bereich.
Durch die wiederholte Bestimmung von Proben eineairGe mit demselben Messgerét kann eine
Aussage Uber die Prazision einer Methode getrofferden. Die Ergebnisse der Untersuchungen
zur Wiederholstandardabweichung sind in Tabellegammengefasst. Die niedrigsten Werte fir
die Wiederholstandardabweichung wurden mittels RN und FTIR-PAS Spektroskopie er-
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zielt. Die signifikant héheren Werte, die sowoht aeér ATR als auch PD Methode erreicht wur-
den, lassen sich zum Teil mit den unterschiedlidberchmessern der auf die Probe fokussierten
Strahlen der jeweiligen Quellen erklaren. Der Durekser des fir die Raman Messungen ver-
wendeten Nd:YAG Lasers betragt auf der Prde100 pm, der Durchmesser des IR-Strahls in
der PAS Zelle isd = 6 mm. Das Messsignal wird Uber die gesamte bdtr&kache integriert
und entspricht somit einem Mittelwert des Bulks.riMeine Suspension mit Teilchengré3en bis
30 um oder 40 pum lediglich in einer Oberflachenduhivon 2 um, wie bei der ATR Technik,
untersucht, sind Schwankungen in den Ergebnissen Methode erklarbar. Ein ahnlicher Grund
ist fur die hohen Standardabweichungen der PDSavmién. Aus messtechnischen Griinden wer-
den fokussierte Laserquellen verwendet, so dasQiigallen im sichtbaren Spektralbereich der
Durchmesser eines Laserspots sehr kleindis€ (100 um). Dies ermdglicht einerseits eine hohe
ortliche Auflésung, andererseits konnen sich bei detersuchung von im Mikrometerbereich
inhomogenen Proben (Suspensionen), je nach Lokahsdes Messpunktes, zum Teil deutliche
Schwankungen ergeben.
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Abbildung 28:

a) Zweidimensionales photothermisches Bild einesb@&mhalters, der in 6 Vertiefungen halbfeste Susipaan
verschiedener Konzentrationen [% (m/m)] aus Mettaylge und Vaselinum album enthélt. b) Dazugehdfige
libriergerade der Form A=mc+nE1557 und b=-127 R= 0,9981). (Methode: PDS Monobloc)
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Abbildung 29: Spektrenreihen von Ketokonazol Susjeren in verschiedenen Konzentrationen [% (m/m)]
gemessen mittels a) FTIR-ATR, b) FT-Raman und dRFFAS. Die zur quantitativen Auswertung herangezo-
genen Spektralbereiche sind unterlegt.

59



4. Resultate und Diskussion

03]
.:*g 027
a c
(]
Q
= E
©
c
2
@ 0.1
] e 8%
N 4%
h—-—v———w‘——*—"““’ 2%
0%
0,0 T T T T T T T 1
1000 1250 1500 1750 2000
Wellenzahl [cm™]
0,44
. 03]
:sg
‘0
c
(0]
b £ 0,24
©
oy
2
D o1 8%
4%
2%
0,0 0%
T T M T T T M 1
1000 1250 1500 1750 20 00
Wellenzahl [cm™]
6 -
T 4]
1))
oy
)
C £
©
oy
2
0 o4
% 8%
1 4%
2%
0%
0 T T T T T T T 1
1000 1250 1500 1750 2000

Wellenzahl [cm™]

Abbildung 30: Spektrenreihen von Methoxsalen Susjo@en in verschiedenen Konzentrationen [% (m/m)]
gemessen mittels a) FTIR-ATR, b) FT-Raman und dRFFAS. Die zur quantitativen Auswertung herangezo-
genen Spektralbereiche sind unterlegt.
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Abbildung 31: Spektrenreihen von a) Methylorange uh) Curcumin Suspensionen in Vaselinum album in
verschiedenen Konzentrationen [% (m/m)] gemesséielmFTIR-PAS.

Tabelle 8: Wiederholstandardabweichungen [% (m/fi]die Bestimmung der Wirkstoffkonzentration von
Methoxsalen (Me), Ketokonazol (Ke), Methylorangeo)Mind Curcumin (Cu) in halbfesten Suspensionen (n
5). Als Messverfahren wurden PDS (16 Hz), FTIR-RAgid scan), FT-Raman und FTIR-ATR verwendet.

Methode Me Ke Mo Cu
PDS 4.4 2,8 7,5 7,3
FTIR-PAS 3,0 1,7 2,1 2,9
FT-Raman 1,9 1,9
FTIR-ATR 10,3 5,9

Nachweis- und Bestimmungsgrenze geben die niedrigsachweisbaren bzw. die mit akzeptab-
ler Prazision und Richtigkeit quantifizierbaren kentrationen des Analyten an. Deren Berech-
nung basierte in dieser Arbeit auf den Werten férQteigungS und den Standardfehlern der Re-
siduenSD der Regressionsgeraddn. = 3,3-SD/S bzw.QL = 10-SD/S.

Tabelle 9 fasst die Ergebnisse der UntersuchungeNarhweis- und Bestimmungsgrenzen zu-
sammen. Die Nachweisgrenzen liegen zwischen 0,860i68 % (m/m) und sind damit im Ver-
gleich zu anderen analytischen Verfahren eher hDehjedoch weder ein Wirkstoff extrahiert
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noch sonst irgendeine Probenvorbereitung vorgenomwerden muss, sind diese Ergebnisse
wiederrum sehr beachtlich. Besonders niedrige Na®grenzen konnten mit der FT-Raman
Spektroskopie erzielt werden. Die PDS ergab einigeteiltes Bild. Die Grenzen fur Nachweis
und Quantifizierung sind fiir die Me und Ke Messungergleichsweise hoch. Mo und Cu Zube-
reitungen waren hingegen noch bei Konzentratiangi®,08 % (m/m) photothermisch nachweis-
bar und lieferten somit die besten Ergebnisse dlethoden. Denn die reinen Formulierungen
zeigten im Gegensatz zu den Wirkstoffen im siclgba&®pektralbereich &ul3erst geringe Absorpti-
on, sodass fur Cu und Mo eine hochselektive Anrggier Modellsubstanzen erreicht wurde.
Wohingegen im verwendeten infrarot Bereich das Afsonsverhalten der Inhaltstoffe weniger
charakteristisch ausgepréagt war.

Letztlich konnten bei geringer LaserleistuiigH532 nm) sehr hohe PD Signalintensitaten auch
bei niedrigen Konzentrationen gemessen wurden. MeKe zeigen hingegen bei 978 ¢rim
Vergleich zur Grundlage nur leicht hohere Absonptids diese (Abb. 24).

Tabelle 9: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen [% {(infim die Wirkstoffe bzw. Substanzen Methoxsalen
(Me), Ketokonazol (Ke), Methylorange (Mo) und Cumdn (Cu) in halbfesten Suspensionen. Als Messverfah
ren wurden PDS (16 Hz), FTIR-PAS (rapid scan), FrFlan und FTIR-ATR verwendet.

Methode Me Ke Mo Cu
PDS 0,37/1,11 0,19/0,57 0,06/0,18 0,08/0,24
FTIR-PAS 0,29/0,87 0,29/0,87 0,53/1,59 0,256
FT-Raman 0,06/0,18 0,06/0,18
FTIR-ATR 0,27/0,81 0,14/0,42

Fazit

Da zum Zeitpunkt der Studie die Moglichkeit der Rmessung entwicklungsbedingt noch nicht
gegeben war, fand die PDS im Imaging Modus Verwagdwahrend FTIR-PAS, -ATR und
Raman Spektroskopie als Punktmessverfahren eirrgesatden. Aus diesem Grund ergaben sich
lAngere Messzeiten fur die PD Messungen. Vergliaghérden verwendeten Referenzmethoden,
konnte die PDS hinsichtlich Parametern wie Nachgveisze oder Standardabweichung ahnliche
GroRRenordnungen erreichen. Insbesondere wenn dieémge der Anregungsstrahlung und die
lokalen Absorptionsmaxima sehr nahe beieinandexniagie dies fir Mo und Cu der Fall war,
zeigte die PDS eine hohere Nachweisempfindlichk&giterhin zeigte sich, dass die Anregung
im sichtbaren effektiver war als im IR Bereich. DA@awendung des IR Lasers ermdglichte die
Detektion von Ke und Me, die im visuellen Spekteatiich keine erhéhte Absorption zeigen. Die
mit der IR-PDS erreichte Nachweisempfindlichkeitrwargleichbar mit den Referenzmethoden.
Obwohl der verwendete Gaser den Vorteil hat, einen Wellenlangenbereigh £0,20 um bis
10,79 pm abzudecken (entspricht 927*dnis 979 crit) und somit fiir verschiedene Substanzen
als Anregungsquelle in Frage kommt, stellte sicbhdoeraus, dass diese Art von Anregung fur
die Fragestellung in dieser Arbeit eher ungeeigraet Einerseits wirkte sich die schlechtere Fo-
kussierbarkeit negativ auf die Auflosung aus, aexdmits konnte doch keine hohe Selektivitat
erreicht werden, da zahlreiche organische SubstainzéVellenlangenbereich des Lasers absor-
bieren. Die Einstellung verschiedener Wellenzalddolgt bei diesem Laser temperaturkontrol-
liert anhand von Luftern, die an der AulR3enseitecrgcht sind. Nach langerer Laufzeit, inner-
halb von wenigen Stunden, erwdrmte sich der Lass#wgh so stark, dass die Temperatur nicht
mehr konstant gehalten werden konnte und es rexritl zu Abweichungen bei der Wellenlange
und Schwankungen der Leistung kam. Somit waren een Uber langere Zeitrdume, wie sie
fur die weiteren Experimente geplant waren, niamctfihrbar. Es wurde auf die Anwendung
der Nd:YAG Laser gesetzt, die sich durch sehr hGiestanz der Ausgangsleistung auszeichnen.
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4.2. Anwendung der PD Bildgebung zur Untersuchung defft&tnsports in Memb-
ranen

Die Wirksamkeit einer topischen Formulierung wiré/dgeblich durch die Freisetzung des ent-
haltenen Wirkstoffs bestimmt. Die Geschwindigkeitildas Ausmald des Arzneistofftransports in
die benachbarte Akzeptorphase, beispielsweise utiehe Haut, sind sowohl durch die Freiset-
zung aus der Formulierung als auch durch die Edeften des Akzeptors bestimmt.

Die laterale Verteilung von topisch applizierterbStanzen im Akzeptor ist ein zu der erwinsch-
ten Hautpenetration konkurrierender Prozess. Tdetz Wichtigkeit der Untersuchung solcher
Verteilungsprozesse konnte bisher nur in wenigewli€n die laterale Diffusion von Wirkstoffen
untersucht werden [108, 114-117]. Dies liegt niohietzt daran, dass klassische Verfahren den
Anforderungen fur derartige Messungen, wie z. Bediohe ortliche Auflosung, nicht gerecht
werden. Zudem sind Wirkstoffkonzentrationen im $minereich zu erwarten, was wiederum
hohe Anforderungen an das analytische Verfahrehlimblick auf die Nachweisempfindlichkeit
stellt. In herkémmlichen Studien wird das topisadhéndelte Stratum corneum mittels Tape
Stripping entfernt. In definierten Distanzen zurplikationsgrenze werden Teile des Tapes her-
ausgeschnitten, anschlie3end erfolgen die Extmaktiod die Quantifizierung des Wirkstoffs
[111]. Diese Vorgehensweise bietet den Vorteil, Bagerimentin vivo durchfuihren zu kdnnen.
Bedingt durch das Entfernen des Stratum corneurm ka&o Versuch jedoch nur ein Zeitpunkt
des Diffusionsprozesses beobachtet werden. EirergeilNachteil ist der grol3e analytische Auf-
wand der betrieben werden muss, um eine relatin&ldnzahl von Messpunkten zu erhalten.
Optische Messtechniken kénnen alternativ angewendeden. Insbesondere die Raman Mikro-
skopie und Methoden der IR-Mikroskopie werden seitgen Jahren fur derartige Untersuchun-
gen herangezogen [13-16, 118-124]. Optische Teehn#ind kontaktlose Messverfahren, die
zahlreiche Vorteile bieten. Sie messen nicht inyasiit hoher ortlicher Aufldosung und zum Teil
tiefenaufgeldst auch unter der Oberflache der Pirobeu.

Die PDS gehort zu den Methoden, die die genanntetele aufweisen. Inwieweit diese Technik
geeignet ist, den lateralen Stofftransport in Meamlen darzustellen, soll in diesem Kapitel nach-
gegangen werden [125].

4.2.1.Betrachtung der lateralen Diffusion von Dithranokiner DDC Membran

Das Penetrationsverhalten des Wirkstoffs Dithragedtit aus zwei Vorarbeiten von B.D. Hanh
hervor. Laut seinen Untersuchungen ist der Diffuskoeffizient von Di in der DDC Membran
2,31*10° cn?s [86]. Hanh stellte auch einen Vorversuch zum PDdimgan, welcher die latera-
le Diffusion des Arzneistoffs vermuten lasst [28lifgrund seiner Ergebnisse sollten die ersten
Untersuchungen an dem gleichen System erfolgen.

Die Ergebnisse der folgenden Untersuchungen saliesiellen, ob der Prozess der Diffusion von
Di Molekilen in DDC Membranen mittels PDS abgeltilderden kann und ob Aussagen Uber
die Kinetik der Diffusion abgeleitet werden kénnen.

Visualisierung der Diffusion von DI

Zur Untersuchung der Visualisierung des Diffusiarganges, wurde folgender Versuch durch-
gefuihrt. Eine DDC Membran mit 4 % Dodecanol Gehaitde als Akzeptormembran eingesetzt.
Um moglichst gute Akzeptoreigenschaften zu gewidtde, wurde ein hoher Dodecanol Gehalt
gewahlt, der den eher lipophilen Eigenschaften Doentgegenkam. Nach Methode L2b wurde
ein rundes Gefald mit einer Suspension von 5 % DMaselinum album auf die Membran aufge-
bracht.
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PD Signal
Amplitude
[a.u.]

Abbildung 32:

PD Image einer DDC Membran mit Di. Die blaue Flazk&t das PD Signal der Messflache zu Beginn des
Versuchs tp). Die farbige Flache wurde 72 h spatgj femessen und représentiert das Konzentratiorisprof
von Di in der Membran. (Methode: PDS Monobloc)

Das Volumen des Donators sollte deutlich groRem sés das Akzeptorvolume = 70mn?
>>V,=1,1 mni), um eine konstante Donatorkonzentration zu geleisten. Anhand des UV-
Vis Spektrums des Wirkstoffs wurde der Nd:YAG LageB2 nm) als Anregungsquelle ausge-
wahlt (Abb. 24 b). Die Modulationsfrequenz betfug 16 Hz. Nach 72 h Kontaktzeit, wurde ein
an die Grenzflache des Behéltnisses angrenzendgssgklget von 1 x 2 mgescannt (Abb. 32).
Die Auflésung betrug 50 um x 50 pm, so dass sichRI2 Image aus 861 Messpunkten zusam-
mensetzt. Die Scandauer betrug 10 Minuten.

Die 3D Farbdarstellung zeigt zwei Flachen, die jgsvdie Amplitude des PD Signals Uber der
Messflache darstellen (Abb. 32). Die untere gl&tteche reprasentiert das PD Signal der reinen
DDC Membran. Es handelt sich um einen aus Einzedumggen stammenden Mittelwert (n = 4;
SDre = 2 %), der fur die gesamte Flache angenommerzun®erdeutlichung der Signalverénde-
rung in das Diagramm eingetragen wurde. Nach 72tshszeit zeigt sich ein deutlicher An-
stieg des PD Signals. Der Verlauf ist durch eingadi&nt der Amplitude des Signals in y —
Richtung gekennzeichnet. Da die Amplitude des Rim&s mit der Konzentration des Analyten
korreliert, kann das PD Image als ein Abbild denkentrationsverhaltnisse in der Membran ver-
standen werden. Es zeigt deutlich Bereiche hohefiekstoffkonzentration, die sich nahe der
Diffusionsgrenze befinden. Wie zu erkennen ist,mtrmit gré3er werdendem Abstand zur Dif-
fusionsgrenze die Anzahl der Di Molekile in der Mean ab. Ein Konzentrationsgradient
dcp;/dy wird abgebildet.

Betrachtung der Diffusionskinetik

Nachdem gezeigt wurde, dass der in der Membrarihestie Konzentrationsgardient photother-
misch abbildbar ist, sollte im nachsten Schritt gdégtliche Erfassung des Diffusionsprozesses
hinzukommen. Zur Betrachtung kinetischer AspektelRiéusion von Di in der DDC Membran
wurde ein weiterfihrendes Experiment vorgenommen.
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Hierftr wurde als Donator wurde eine Di Vaselinesi@nsion 5 % verwendet. Als Akzeptor fand
eine DDC Membran mit 2 % Dodekanol Gehalt Verwemnyuderen Volumen\{;) im Vergleich
zum Donatorvolume(\Vy) deutlich kleiner wary/y>> V ,. Die Versuchsanordnung entsprach wie-
der Variante L2b. Zur Erfassung dieses Prozessedenain direkt an die Formulierung angren-
zender Bereich von 1000 x 850 fiomtersucht. Die Justierung des Messgebiets eefolgie in
Kapitel 3.8 beschrieben, indem die Probe solange-inRichtung verfahren wurde, bis die For-
mulierung den Weg des DTL blockierte, wodurch d&s $tgnal auf 0 V abfiel. Dieser Punkt
wurde als Grenzflache fir die Diffusion angesel®er. erste Messpunkt in y — Richtung wurde
50 um von der Formulierung entfernt positionierie 3chrittweite des Tischs wurde auf 25 pm
eingestellt, somit ergaben sich 1435 Messpunkteeimel Messdauer von 17 min pro Image. Um
den zeitlichen Verlauf des Prozesses aufzunehmerden wiederholte Flachenmessungen Uber
55 h durchgefiihrt. Nach dem Ubergang des Wirkstaffs der Suspensionsalbe in die Akzep-
tormembran sollte die laterale Diffusion der Di Mkilile entsprechend des Konzentrationsgefal-
les erfolgen. Demzufolge waren im Messgebiet mitetumender Dauer des Experimentes stei-
gende PD Signale zu erwarten. Abbildung 33 zeigh®arisch drei PD Images im 2D Modus.
Direkt nach der Applikation der Formulierung zumtgenktt, ist ein konstantes PD Signal tber
das gesamte Messgebiet homogen verteilt (Abb. 3Bsagntspricht dem Hintergrundsignal der
Membran. Die bereits von der Formulierung freigetest Di Molekile haben zu diesem Zeit-
punkt die Distanz zum Messgebiet noch nicht Ubedeuan Die 25 Stunden nach Beginn des Ex-
periments im gesamten Messfeld steigenden PD Sigrédien, dass die Di Molekile jetzt bereits
eine Diffusionsschicht von mindestens 900 um duwehighaben (Abb. 33 b). Weitere 20 Stunden
spater zeigt sich ein vergleichbares Bild (Abbc33Weiterhin sind steigende PD Signale zu ver-
zeichnen. In y - Richtung liegt noch immer ein Sigmadient und demzufolge ein Konzentrati-
onsgradient vor. Der Gleichgewichtszustand der Katrationsverteilung im betrachteten Memb-
ranbereich ist noch nicht erreicht.

Im unteren rechten Randbereich ist ein Spot mitlidduhdheren Signalwerten zu erkennen. An
dieser Stelle war der AL zwischen zwei Messungsasitipmiert. Bedingt durch die Dauerbestrah-
lung kam es hier zu photooxidativen Prozessenidsetin Fall fand eine Verfarbung der Memb-
ran statt, die lokal (x/y 900/50) zu einer héhefdrsorption und damit zu hohen PD Signal
Amplituden fuhrte. Indem eine ,Ruheposition” firrdeaser einige Millimeter vom Messbereich
entfernt eingerichtet wurde, konnte Belastung denidran deutlich reduziert werden. Dennoch
kam es bedingt durch die Bestrahlung der wirksaifipen Membran auch wahrend der Messung
zu photochemischen Verdnderungen des Wirkstofféche@ezu einer erhdhten Absorption und
damit zu PD Signalen fuhrten, die nicht mit der Kemtrationcp; korrelierten. Somit wurden
gquantitative Aussagen zu dem untersuchten Systeinh vorgenommen.
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Abbildung 33:

PD Image eines Bereiches einer DDC Membran, in demTransport von Wirkstoffmolekilen aus einer Di
Vaseline Suspension in den Messbereich stattfimietFormulierung befindet sich bei y = -50 um. D&rge-
stellten Messungen fanden bei t = 0 h (a); 25 huio) 45 h (c) statt. (Methode: PDS Monobloc)
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Raman Mikroskopie

Die Anwendung einer geeigneten ReferenzmethodeRderan Mikroskopie, sollte die mittels
PDS erlangten Resultate verifizieren. Zunachstigtdadie Charakterisierung aller Komponenten
des Versuchs. Bei der Grundlage der Formulierunglélée es sich um Vaselinum album. Das
Raman Spektrum in Abbildung 34 zeigt eine deutliBaade bei 1460 cth Hier Uberlagern sich
die die CH - und die CH — Deformationsschwingungen. Des Weiteren ist diehBchwingung
der —(CH)- Bindungen bei 1296 cfnzu erkennen. Beide Signale sind ebenfalls im S$pekter
DDC Membran vorhanden, da die gleichen struktune@euppen sowohl im Dodecanol als auch
im Kollodium vorkommen. Im ausgewahlten Spektradien findet sich zwischen 800 und 900
cm® eine fur die DDC Membran charakteristische Bandebei es sich um die CCO Streck-
schwingung handelt, die in priméaren und sekund@d#koholen in diesem Bereich auftritt. So-
wohl Kollodium als auch Dodecanol weisen Hydroxyjgpen auf, somit sind sie Strukturmerk-
male beider Komponenten der DDC Membran und trageder Bande 851 cimbei. Zusétzlich
tragt auch die Nitro- Gruppe des Kollodiums zuehtitat dieser Bande bei. Aufgrund ihrer Spe-
zifitat fur die DDC Membran wurde sie als Referemztte verwendet. Der Arzneistoff Di zeigt
zwischen 450 und 650 ¢hmehrere deutliche Banden auf. Die molekulare $trukon Di be-
steht aus einem Anthraceengertst mit drei Hydroxylgen in Position 1, 8 und 9. In dem ge-
nannten Spektralbereich sind Schwingungen der Rilogehation von kondensierten Benzenen zu
beobachten [126]. Die Banden 616 tommd 485 crit werden dieser Art von Signalen zugeordnet
und sind im gewahlten System fir Di spezifisch (ABb). Das Spektrum einer Di enthaltenden
DDC Membran zeigt neben den membrantypischen Baadeh deutlich die Ringdeformations-
schwingungen des Arzneistoffs.

Um die rdumliche und zeitliche Dimension der PD 8&ggebnisse zum Verhalten von Di zu pru-
fen, wurde ein zu den PD Imaging Messungen mdglidesitischer Versuch mittels Raman mik-
roskopischer Untersuchung angestrebt. Aufgrund ndesstechnischen Anordnung des Mikro-
skops mussten jedoch zwei Anderungen vorgenommedeweDa die Objektive mit einem ma-
ximalen Arbeitsabstand von 1 mm zu nah an der Feenommg gewesen waren bzw. die Formulie-
rung beruhrt hatten, wurde der Versuchsaufbau leeéplt. Des Weiteren wurde keine Flache
untersucht, sondern es wurde ein sogenannter Léae 8urchgefuhrt, d.h. es wurden einzelne
Punkte entlang der y — Achse Uber eine Distanz2B810 um gemessen. Wiederholte Line Scans
wurden tber 70 Stunden durchgefiihrt. Bedingt ddiehVersuchsanordnung drang ein Teil der
Formulierung beim Auflegen der Membran zwischerseliand den Probenhalter, worauf die ho-
hen Di Signale, die direkt nach Versuchsbeginniteeasm der Grenzflache zur Formulierung ge-
messen wurden, hinweisen (Abb. 35). Trotzdem wumienErgebnisse fir den Vergleich ver-
wendet, da sich im weiteren Verlauf des Experimeetigte, dass die Formulierung nicht weiter
wanderte und da diese Versuche lediglich einen tiliskriiber das Verhalten des Wirkstoffs ge-
ben sollten. Auch die Raman Ergebnisse zeigen eflerzentrationsgradientescy;/dy in der
Membran. Mit zunehmender Dauer des Experiments nideser Gradient ab, weil die Konzent-
ration von Di in der Membran ansteigt. Die RamansMmgen weisen ebenso wie der PD Ver-
such Di nach 24 h in einer Distanz von 1000 pumFarmulierung nach. Nach 45 h steigt die Di
Konzentration in der Membran weiterhin an. Ein Albgin der Di Konzentration zeigt sich nach
45 h im ersten Messpunkt (y = 0). Im Rahmen deszKptrationsausgleiches steigt nicht nur die
Di Konzentration im Akzeptor, sondern es nimmt ad@hArzneistoffmasse im Donator ab.
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Abbildung 34:

Raman Spektren von a) DDC Membran mit Di, b) DDCnidean, c) Vaselinum album und d) Dithranol. Die
Banden bei 485 cthund 616 cnt sind fiir Di spezifisch und nicht von den andereomigonenten iiberlagert.
Als Bezugsbande wurde die bei 851 tgelegene Schwingung herangezogen, da sie ledigtiohder DDC
Membran herrtihrt. (Methode: Raman Mikroskop)

AUC,, 10 A

Abbildung 35: Raman Line Scan an einer DDC Memblaregrierte Flache der Raman Bande 616 capra-
sentiert die Konzentration von Di in einer DDC Manan in Abhéngigkeit von Zeit und Distanz zur Foliew
rung. (Methode: Raman Mikroskop)
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Mit Hilfe der konfokalen Raman Mikroskopie konnten éBlick an die Grenzflache zwischen
Formulierung und Akzeptormembran geworfen werddper@alb des Donators wurde das Profil
der Di Konzentration in der Membran in z-Richturemgessen (Aufbau T1). Durch das senkrechte
Verschieben einer transparenten Probe im Fokufdesan Lasers ist es moglich, ein Tiefenpro-
fil der Zusammensetzung des Probenmaterials zltenh@ergl. Kap. 2.2). Die Brechungseffekte
an der Grenzflache Gasphase/ Untersuchungsobjetdewumittels Gleichung (40) korrigiert.
Tabelle 10 gibt einen Uberblick tiber die Relatiomeingestellter und realer Messtiefe.

Da eine 30 pm dicke DDC Membran verwendet wurdekitdder dritte Messpunkt bereits den
Bereich der angrenzenden Formulierung ab. Abbild2e veranschaulicht, wie im Fortgang des
Experiments der Gradiedty;/dz abnimmt, die Konzentrationen in Formulierung undnivbran
kommen sich ndher, erreichen aber nicht das gléiitheau. Betrachtet man lediglich den Dona-
tor (Abb. 36b), lasst sich feststellen, dass dies$¢aan Di zeitabh&ngig leicht abnimmt (P3 und
P4), an anderer Stelle aber konstant bleibt (P1R&)d Jedoch ist die Konzentration im Donator
selbst nach 60 h nur an einem Punkt unter 80 %idgpsiinglichen Gehalts gesunken. Somit kann
von einer eher konstanten WirkstoffkonzentratiorDonator wahrend des Versuchs ausgegangen
werden.

Tabelle 10: Zusammenhang zwischen eingestellterstiéds 4 und der realen Messtiefe nach Everall,(—
Zmay Und der Fokuslange

4 [pm] Zmin [LM] Zmin [LM] Fokuslange [pm]
1 1,47 2,46 0,99
10 14,65 24,6 9,95
20 29,3 49,2 19,90
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Abbildung 36:

a) Zeit- und Tiefenprofil der Konzentration von iDieiner DDC Membran bis in die angrenzende Foranuhig
(n=3;7,8% <SR<17,8%) .

b) Normierte Konzentration von Di in Abhangigkeirvder Zeit fir verschiedene Messpunkte (P1 bisap4)
der Grenzflache zwischen Donator und Akzeptgg, € Znax= 29 -49 pm).

(Methode: Raman Mikroskop)
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4.2.2. Untersuchung der Freisetzung von Curcumin

Neben den antikanzerogenen Wirkungen von Curcui@in) (127, 128] und nachgewiesenen
antioxidativen Eigenschaften in Hautzellen [129]aegte die Substanz auch schon im Rahmen
biopharmazeutischer Untersuchungen des StofftratsspoStratum corneum und humaner Haut
Relevanz [130-132]. Trotzdem handelt es sich nichteinen klassischen Wirkstoff in der Der-
matologie, eine medizinische Anwendung am Patiertéwigte bislang nicht. Anhand des Ab-
sorptionsspektrums erkennt man, dass sich dasrpgtimasmaximum von Cu mit der Wellenlan-
ge des Anregungslaseks= 473 nm Uberschneidet, wahrend bei der Wellemlasgs zweiten
Nd:YAG Lasersh = 532 nm nur noch eine leicht erhéhte Absorptiea Arzneistoffs vorhanden
ist (Abb.24 b). Die Untersuchungen im Kapitel 4elgren, dass der Wirkstoff dem photothermi-
schen Nachweis gut zuganglich ist (NachweisgrerestiBimungsgrenze 0,08 % bzw. 0,24 %).
Basierend auf der guten Nachweisbarkeit von Curcigowie der Lage der Absorptionsbande im
sichtbaren Spektralbereich wurde Cu neben Di alteveeModellsubstanz zur Untersuchung der
Wirkstoffpenetration herangezogen.

Cu Freisetzung

Ein Versuchsaufbau nach dem Schema L2b sollte zewe eine messbare Freisetzung von Cu
aus einer Vaseline Suspension stattfindet. EineS2pension des Wirkstoffs wurde mit einer
DDC Membran in Kontakt gebracht. Die Formulierungrde in einem PAS Probengefald so auf
die Membran gesetzt, dass die Suspension eingumdis Kontaktflache mit der Akzeptormemb-

ran hatte. Nach 72 h wurde die Suspension entieritdie Membran vorsichtig mit einem Wat-

tebausch gereinigt.

y [um]
2000
PD Signal
A/Amax
1
1000 1

, -

0 1000 2000 3000 4000
X [um]

Abbildung 37:

PD Image eines Ausschnitts einer DDC Membran, veeftbigesetztes Curcumin enthalt. Die Bereiche hohe
Signalintensitat zeigen das Vorhandensein des Wiifiksan. (Methode: PDS Monobloc)
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Abbildung 38:

Vergleich des Verlaufs der Amplitude des PD Signadgrend einer Dauermessung an Cu enthaltenden
Membranen mit zwei Anregungslasern. (Methode: POfdlbloc)

AnschlieRend erfolgte die Messung Uber ein Getoet 500 x 4000 pfn welches sowohl den
direkten Kontaktbereich von Donator und Akzeptorfasate, als auch das angrenzende Memb-
rangebiet. Das resultierende PD lamge besteht @& Rildpunkten (Abb. 37). Die Anregungs-
strahlung des Nd:YAG Lasers € 473nm) wurde mit einer Frequenz von 16 Hz meduliDie
Leistung der Laserstrahlung auf der Probe betrugn¥@. Die Messdauer ergab 20 Minuten.
Deutlich ist im linken unteren Bereich ausgehend den Koordinaten (x;y 0;0) ca. ein Viertel
des Kontaktbereichs zu erkennen. Die Konzentratmm Cu in diesem Teil der Membran sind
ausreichend fur die Erzeugung messbarer Signate Ereisetzung des Modellstoffs aus der
Formulierung sowie dessen Penetration in die Memismad erfolgt. Aul3erhalb der vorherigen
Kontaktflache fallen die PD Signale schnell auf @asndsignal herab.

Einen Einblick in die Kinetik der Freisetzung vom @us der genannten Formulierung ist durch
die wiederholte Betrachtung des gleichen Messgeléhrend eines Versuchs madglich. Das Ein-
dringen der Wirkstoffmolekile in die Membran sol#ekzessive zu einer erhéhten Absorption
und damit zu einem zeitabh&ngigen Anstieg des RBDa®s fuhren.

Zunachst zeigte sich jedoch bei der Durchfuhrung weederholten Messungen an Cu enthalten-
den Proben eine Signalabnahme. Dies trat insbesobdéeder Verwendung der Anregungslihie

= 473 nm auf. Curcumin gehort zu den sogenanntelm tichtechten Substanzen, welche unter
Lichteinfluss und bei gleichzeitigem Sauerstofflakit photochemische Reaktionen eingehen.
Sind dabei Chromophore betroffen, kénnen sich dsotptionsmaxima des Molekils verschie-
ben. In Abbildung 38 ist der Verlauf der PD Sigmapditude wahrend einer Dauermessung an
einer DDC Membranen dargestellt. Die Membranen emnebrher 72 h mit einer 2 % Cu Vaseli-
ne Suspension in Kontakt gebracht, die anschlie@endder Oberflache entfernt wurde. Jeweils
20 Flachenmessungen wurden mit den Nd:YAG Lakerd73 nm und = 532 nm durchgefihrt.
Aus den Amplitudenwerten der Images wurden die éditerte gebildet, so dass sich pro Mes-
sung ein Wert ergab, welcher gegen die Nummer dessiihg aufgetragen in Abbildung 38 dar-
gestellt ist. Die Messwerte zeigen das VerhalteereAbbaureaktion, deren Verlauf einer Expo-
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nentialfunktionen der Forma = A_ + k* exp(-M /b) folgt (Abb. 38). Ae ist der Endwert der

Funktion,M ist die Nummer der Messung ukdowieb kennzeichnen die Steigung. Der abneh-
mende Signalverlauf zeigt, dass durch die Bestrahhuit beiden Laserwellenlangen ein photo-
chemischer Abbau der Chromophore von Cu auftrite @eutlich starkere Signalabnahme und
damit der ausgepragte Bleicheffekt war nach detrBelsing bei der Wellenldange = 473 nm
festzustellen. Aufgrund der nicht gegebenen Lidmfssit von Curcumin konnten somit keine
Aussagen uber tatsachliche Konzentrationen dessidiific getroffen werden. Trotzdem war es
durch die Anwendung des Nd:YAG mit= 532 nm und durch Normierung der Messergebnisse
maoglich, Tendenzen zur Freisetzung und Diffusion @urcumin in der DDC Membran zu unter-
suchen. Jede Flachenmessung wurde einer Min Mamidoing unterzogen, so dass laterale
Signalverdnderungen weiterhin erkennbar blieben.

Cu Penetration

Zunachst sollte die Penetration von Cu in die Akaepembranin situ betrachtet werden. Als
Formulierung wurde wieder eine 2 % Suspension auwsnCVaseline verwendet. Eine DDC
Membran (der Dicke L = 25 um) diente als Akzepias System wurde im Versuchsaufbau T2
mit der Anregungswellenlange= 532 nm untersucht. Ein Membrangebiet von 10@D& pn
wurde photothermisch wiederholt tber 72 h gescahniildung 39 enthélt PD Images des unter-
suchten Messbereichs zu den Zeitpunkten t = O ty @2d4d 72 h. Die Bilder der Flachenmessung
zeigen, dass die Amplitude des photothermischenaBigzeitabhéngig ansteigt. Da die Memb-
randicke zwischen 20 und 30 um liegt und die theche Diffusionslange in der Membran bei
einer Modulationsfrequenz f = 16 Hz etwa 44 pmadagirist zunachst die Absorption der Anre-
gungsstrahlung in der Formulierung ausschlaggeli@éndas PD Signal. Die thermische Welle
wandert von der Grenzflache zwischen SuspensionMardbran noch durch diese hindurch bis
zur Grenzflache zur benachbarten Gasphase (Luét)wird dabei stark abgeschwéacht. Mit zu-
nehmender Cu Konzentration in der Membran steigt die Absorption und somit konzentrati-
onsabhangig das PD Signal. Die Mittelwerte der RBpAtude der Flachenmessungen zeitabhén-
gig aufgetragen (Abb. 39 d), verdeutlichen einentikaierlichen Signalanstieg tber die gesamte
Versuchsdauer. Ein Abflachen der Kurve oder gae &ignalabnahme mit zunehmender Dauer
sind nicht erkennbar. Die Penetration der Cu Mdkelkii die Membran halt tber 72 h an. Anzei-
chen fur eine Verlangsamung des Prozesses sind erkénnbar. Wie man in den PD Images
erkennen kann, erfolgt der Anstieg des Signalstrgobi3flachig homogen, sondern eher punktu-
ell. Dies deutet darauf hin, dass die Penetratimgehend von Kontaktpunkten einzelner Cu Par-
tikel der Suspension mit der DDC Membran stattfinde
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Abbildung 39:

Flachenmessungen einer DDC Membran mit daruntandiesher Cu Suspension (2 % in Vaselinum album)
nach a) 0 Stunden, b) 24 Stunden und ¢) 72 Stuaglgi@nommen.

d) Mittelwert der Amplitudenwerté gegen die Zeit aufgetragen. Das steigende PD Signal zeigt eimatzime
der Cu Konzentration in der DDC Membran an. (Methd@DS Monobloc)
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Laterale Diffusion von Cu

Mit den gleichen Komponenten und dem Versuchsaufeah L2a konnte das Verhalten des
Wirkstoff auch in lateraler Ausrichtung in der Merab untersucht werden. Wird der Messbe-
reich beim PD Imaging nach T2 so gewahlt, dasediesr zum Teil von der Formulierung unter-
legt ist, wird die Grenze zwischen Formulierung @rdbenhalter sowohl in der Amplitude des
PD Signals abgebildet, als auch im Verlauf der Plsashtbar (Abb. 40). Wahrend die Amplitude
besonders von den optischen Eigenschaften der RdiEngt, ist die Phase des Signals sensitiv
fur die Anderung von thermischen Gegebenheitenetatb der DDC Membran kann der Uber-
gang zwischen der Formulierung und der Unterlage Aluminium anhand der Phasenverande-
rung des PD Signals deshalb exakter abgelesen watslenit Hilfe der Amplitude, da sich deren
Intensitat konzentrationsabhéangig &ndern wirde. |Bierale Diffusion von Cu in der DDC
Membran unter Verwendung von Vaselinum album alsiké& konnte anhand von Imaging Mes-
sungen nicht erkannt werden.
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Abbildung 40:

PD Imaging der Amplitude a) und der Phase b) desSRDals einer DDC Membran. Die Amplitude sowie die
Phase des Signals zeigen an, wo die Grenzliniechersder darunter befindlichen Formulierung unddieter-
lage verlauft. (Methode: PDS Monobloc)
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Zahlreiche Messreihen, erbrachten dieses ErgeBoish die Erhohung des Wirkstoffanteils in
der Suspension oder die Variation der Dodecanohzéantration in der Akzeptormembran fuhr-
ten zu diesem Resultat.

Durch den Zusatz von 10 % Propylenglykol zur Vasebuspension gelang es schliellich, einen
lateralen Transport von Cu zu erzeugen und phatoilseh abzubilden. Abbildung 41 zeigt vier
Flachenmessungen zu verschiedenen Zeitpunkten iffesi@nsprozesses. Die Grenze zwischen
Probenhalter und Formulierung wurde nach Kapit8l [estimmt und entspricht der x- Achse
(Abb. 40). Die Imaging Messungen zeigen eine Zureales Signald\/Anaxin der Membran, die
auf Cu Molekile aus der Formulierung zurickzufuhsgtnUm einen Vergleich zum Signalver-
lauf in der DDC Membran nach Freisetzung aus bek@mulierungen zu bekommen, wurden
die Daten der Imaging Messungen gemittelt und dieftdnd an eine Exponentialfunktion der
Form A= A +kexp(-y/b) angepasst (0,87 <?R 0,92) (Abb. 42), wobék sowieb Kompo-
nenten des Anstiegs der Funktion sind. Der Pararbdtennzeichnet die Distanz, bei der Al&

= 0,5 ist. Der Kurvenverlauf veranschaulicht demgentrationsgradienten in dem untersuchten
Membranbereich fir die Freisetzung aus der Vas&uspension und fur die Freisetzung aus der
mit Propylenglykol versetzten Vaseline FormulieruBgs Konzentrationsprofil nach Freisetzung
aus der Vaseline Formulierung zeigt keine systesolad¢i Verédnderung, welche auf einen Kon-
zentrationsanstieg in der Membran hinweisen wiilech die Verwendung des Enhancers ist
eine zeitabhangige stetige Verdnderung im Kurvdauéerkennbar, welche einem Konzentrati-
onsanstieg in der Membran entspricht.

Fazit

Die Ergebnisse aus den Kapiteln 4.2.1 und 4.2 g@ereidass der Imaging Modus der PDS ver-
wendet werden kann, um die laterale Diffusion vaangistoffen in Membranen zu untersuchen.
Die zeitaufgeltste bildgebende Darstellung der kotrationszunahme erlaubt neue Einblicke in
das Diffusionsverhalten und die Freisetzung vonkétaffen. Dies konnte anhand des Stofftrans-
ports der Substanzen Dithranol und Curcumin ausesissonsartigen Formulierungen in lipophile
DDC Membranen demonstriert werden. Die Penetratimm Cu aus einer Vaseline Suspension
konnte als sehr langsamer Prozess sichtbar gemwactién. Die laterale Diffusion des Wirkstoffs
fur dieses System war hingegen nicht nachweisbarctibden Zusatz von Propylenglykol gelang
es, die Freisetzung von Cu aus einer Suspensiomglierung so zu erhéhen, dass dessen laterale
Diffusion mittels PD Imaging messbar wurde. Durad Ainregung der ausgewahlten Arzneistoffe
mit Lasern im visuellen Bereich kam es allerdingphotochemischen Reaktionen, wodurch sich
deren Absorptionsverhalten veranderte und eindteir€orrelation von PD Signal und Konzent-
ration nicht vorlag. Im Fall von Di fuhrte dies einer Gbermafigen Verstarkung des Signals. Cu
dagegen unterlag einer “Bleichung®. Mittels Normuieg konnten die Werte von aufeinander fol-
genden Messungen verglichen werden. Die VerwendwmgAnregungsquellen, deren Wellen-
lAnge im Vergleich zum Absorptionsmaximum des Atalyverschoben ist, konnte den photo-
chemischen Abbau reduzieren,

Die Raman Mikroskopie konnte erfolgreich als Reafieraethode eingesetzt werden, deren Er-
gebnisse das laterale Diffusionsverhalten von Bitdiegten. Der konfokale Modus wurde ver-
wendet, um den Bereich der Grenzflache zwischemé&loerung und Membran hinsichtlich der
Wirkstoffkonzentration zu charakterisieren. Dabeirde eine Zunahme der Di Masse in der
Membran oberhalb der Formulierung registriert, ginessene Konzentration in der Suspension
blieb jedoch stabil. Die mittels Raman Mikroskomgastellte Messposition weicht mit gro3er
werdender Messtiefe zunehmend von der wahren Mssgpoab, wodurch sich die Tiefenauflo-
sung verschlechtert.
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Abbildung 41:

PD Imaging der lateralen Diffusion von Cu in eildPC Membran nach Freisetzung aus einer Suspensi®n a
Vaselinum album mit Zusatz von 10 % Propylenglyl@e Messungen erfolgten nach a) 0 h, b) 10 h,5ch 2
und d) 45 h. (Methode: PDS Monobloc)
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Abbildung 42:

Konzentrationsprofile von Cu in einer DDC Membraach Freisetzung aus a) Vaselinum album mit 10 %
Propylenglykol b) Vaselinum album. Die experimeletielMessdaten wurden an eine Exponentialfunktion
angepasst. Der Parameter b gibt an, bei welchéamisA/A..= 0,5. (Methode: PDS Monobloc)
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4.3.Bestimmung des Diffusionskoeffizienten in DDC Meiauben

Die Verwendung der photothermischen Ablenkungsspekopie als Flachenmessverfahren stellt
eine beeindruckende Mdoglichkeit dar, Transportpgeeein Membranen abzubilden. Um einen
Uberblick tiber das Ausmaf und auch die Geschwirdtigiolcher Ablaufe zu bekommen, kann
PD Imaging herangezogen werden. Aufgrund der ho&emlichen Aufldsung sowie der ausge-
pragten Sensitivitat, kann das PDS Verfahren ebeessendet werden, um die Kinetik der mit-
tels Imaging abgebildeten Transportprozesse zuttetmiAnhand des Versuchs zur Bestimmung
des lateralen Diffusionskoeffizienten von DithramoIDDC Membranen soll dies im Folgenden
fur die PDS demonstriert und mit der Raman Mikrgs&oerglichen werden.

Wie bereits im Kapitel 3.8.2 beschrieben, wurdeederholte Punktmessungen in definiertem
Abstandlp zur Diffusionsgrenze vorgenommen. Die in die Messzeindiffundierenden Di Mo-
lekile sollten in Abhangigkeit von der Dicke derffDsionsschichtp nach einer definierten Zeit
At zum Anstieg des PD Signals fuhren. Die Zeitspafii@s zur Signalzunahme wird im Folgen-
den alst,g bezeichnet. Als Diffusionsschichtdicken wurdent@mzen vorip, = 1000, 2000 und
2500 um gewahlt. Eine exemplarische Messung igthipildung 43 dargestellt. Dort verlauft die
Amplitude des PD Signals zunachst konstant aufriggech Niveau, bis nach etwa 500 Minuten
ein Anstieg des Signals erfolgt (Abb. 43 a). Hiat Konzentration der DI Molekile in der
Membran den Schwellenwert erreicht, bei dem einlertung des DTL messbar wird. Bei hohe-
ren Frequenzen ist der Anstieg des Signals flacdieerhalb einer Frequenz vor 50 Hz ist eine
Signalzunahme nicht mehr auszumachen. Die Messuef @ach 2200 Minuten, die Signalkurve
flacht ab, ein Gleichgewichtszustand deutet sichDsm Verlauf der Phase des PD Signals (Abb.
43 b) zeigt bis etwa 500 Minuten ein starkes RaeiscBenn aufgrund der niedrigen Amplitude,
ist auch die Phase nicht bestimmbar. Parallel mmaBme der Amplitude entsteht dann auch das
Phasensignal. Der konstante Verlauf indiziert, dass die thermischen Eigenschaften im Mess-
bereich nicht verdndern. Bei hohen Frequenzen 50 Hz ist aufgrund der niedrigen Amplitu-
denwerte auch das Phasensignal nur noch als Rauswssbar.

Ein identischer Versuch wurde mit dem Raman Mikaps&enterra durchgefihrt. Zunachst wur-
de unter Verwendung der firr Di spezifischen Ramand® 616 cm eine Kalibrierung mit wirk-
stoffhaltigen Membranen erstellt, so dass ein Kotragionsbereich von 1 pg/mg bis 25 pg/mg
(Masse Di pro Masse Membran) abgedeckt werden koffft0,992). Anhand von Punktmessun-
gen mit dem Raman Mikroskop in definiertem Abstamdr Diffusionsgrenze und Anpassung der
Messdaten an eine Exponentialfunktion der Form

¢ = kexp(t/b) + . - (58)

wurden Konzentrations-Zeit Profile erhalten (AbB).ANobeice die Konzentration am Ende des
Prozesses darstellt utkkdsowieb Komponenten des Anstiegs der Funktion sind. Dierddation
der Messdaten mit der Funktion war gegeben, fiébgh bedingt durch die hohe Streuung der
Messwerte mit 0,95 <3 0,97 niedrig aus. Generell zeigen die Ramanudes, dass die Kon-
zentrationszunahme in der Membran einem Invasiozsgs 1. Ordnung folgt. Nach etwa 500
Minuten erreicht die Di Konzentration in der Membi@den kalibrierten Messbereich. Anhand des
Parameterse war es maglich einAussage uber die maximale Konzentration vorcRi in der
DDC Membran am Ende des Prozesses zu treffen. Bnzéhtration in der DDC Membran wur-
de fur verschiedene Diffusionsschichtdicken bestirand betrugcmax = 7,97 = 1,39 pg/mg (n =
5). Ebenso wie im Raman Experiment folgen die Katrzdions- Zeit- Kurven der PD Messun-
gen einer Exponentialfunktion, jedoch ist am Begil@s Prozesses deutlich eine Verzégerungs-
zeitt,g ablesbar, welche mittels der Raman Messungen nichientifizieren war.
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Der Versuch der mathematischen Anpassung der gesafutrve, die einen sigmoiden Verlauf
aufweist, brachte die grof3te Deckung mit der Lagistinktion der Form:

= AA—AEb + A (59)
1+(t/ty,)
Die Logistik Funktion kann zur Beschreibung von \Wstamsprozessen verwendet werden. Bei
den ParameterA, und Ag handelt es sich um den Start und den Endwert dektfon undb ist
malRgeblich fur den Anstiegy,, ist die Zeit am Wendepunkt und entspricht damih d&itpunkt
an dem das halbmaximale Signal bzw. die halbmaerKanzentration erreicht ist. Die Korrela-
tion der Messergebnisse mit der Logistik Funktiag im Bereich von 0,965 <’R 0,995 (Abb.
45). Wie zu erwarten, nimmit, mit zunehmender Diffusionsschichtdicke zu, wéahrsruth die
Standardabweichung gegensatzlich verhalt (Tab.3dg.wird mit grof3er werdender Schichtdi-
cke deutlich kleiner, da experimentell bedingteatkungen der Freisetzung oder bei der Ein-
stellung des Diffusionsweges durch die groRere cBttlicke ausgeglichen werdefe steht als
Endwert der PD Signal Amplitude fir die Di Konzextion in der Membran nach Einstellung des
Gleichgewichts. Der Wert fie pendelt um 3000 pV und ist unabhangig von dereenting zur
Diffusionsgrenze (Tab. 11).
Die Logistik Funktion zeigte fir den gesamten Kurwerlauf zwar die beste Korrelation, zur
Ermittlung vont, erwies sich jedoch die Anpassung des ansteigemdas der Messdaten an
eine exponentiell wachsende Funktion (wie Gleich(58)) als geeignet (Abb. 46). Die Korrela-
tion von Messdaten und Exponentialfunktion war gege(0,92 <=2 < 0,99).
Die Bestimmung vom,g erfolgte anhand des Schnittpunktes der Funktidrdenit- Achse fir die
Frequenzen 15; 20; 25 und 30 Hz. Abbildung 47 v&haulicht, dass die Veranderung der Fre-
quenz der Anregungsstrahlung keinen Einfluss aeifBEstimmung von,g hat. Den hingegen
malf3geblichen Einfluss der Dicke der Diffusionsskhiguftiyy illustriert Abbildung 48. Die fur
die PD Messungen ermittelte Verzogerungszeit fir dgfusionsweg von 2000 pm betréagg =
447 min, was vergleichbar mit dem Ergebnis der RaiMassung (Abb. 44) ist. Dort erreichen
die Konzentrationswerte den kalibrierten Bereicbimetwa 500 min. Dennoch variierte hier diese
Zeitspanne zu sehr, um mittels Raman Messungeraessagekraftigg,g ermitteln zu kénnen.
Fir die PD Ergebnisse konnte ayg und den zugehdrigen Schichtdickignmittels Gleichung
(47) der Diffusionskoeffizient fir Di in der DDC Mgbran bestimmt werden. Fur die 4 % DDC
Membran ergab sicB; = 26,2 x 1¢ + 1,9 x 1 cnf/s . Der Diffusionskoeffizient in der 2 %
DDC Membran wabyy; = 2,4 x 1 cni/s (siehe Tabelle 12 bzw. Tabelle 13).
Auch Hanh untersuchte die Diffusion von Di in DDGeMbranen [86]. Er ermittelte einen um
den Faktor 10 niedrigeren Wert fur den Diffusionsiizienten einer 2% DDC Membral (=
1,36 x 10° cn/s und 2,3 x 18 cn¥/s). Allerdings wurde nicht die laterale sondera dormale
Diffusion des Wirkstoffs untersucht, wodurch HanWert nur bedingt als Vergleichsgro3e ange-
sehen werden kann. Denn es ist fraglich, inwieemitisotroper Aufbau der DDC Membran an-
genommen werden kann. Wahrend ein Molekil bei demalen Diffusion durch das Collodium
Netzwerk gelangen muss, kann es lateral an derfl@blee moglicherweise weniger behindert in
einem Lipidfilm diffundieren. Durch die Erhéhungsd@nteils des eigentlichen Akzeptormedi-
ums Dodecanol in der Membran konnte dieser Effekhnverstarkt werden. Die ermittelten Wer-
te furD lassen auf einen solchen Zusammenhang schliel3en.
Zur generellen Einordnung der ermittelten Werterl@gndie Untersuchungen von Johnson et al.
fur die laterale Diffusion von fluoreszierenden Stamzen in Modell Lipid Membranen herange-
zogen werden. Er ermittelte Werte flizwischen 3 x 18 bis 1,6 x 10 cnf/s [109].
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Tabelle 11: Mittels PDS ermitteM/ertefiir t,,und Ag fir verschiedene Diffusionsschichtdicken in der 4%
DDC Membranen.

Diffusionsschichtdicke

1000 pm 2000 um 2500 um
Ip [pm] H H H
ty2[min] 255,05+ 72,80 995,47 + 93,03 1919,67 + 53,72
Ae [UV] 2725+ 377 3500 = 557 3000 + 401
Tabelle 12:

tiag UNd D fir die Diffusion von Di in 4% DDC Membranen bestnt mittels PD Punktmessungen fiir verschie-
dene DiffusionsschichtdickdnDie Mittelwerte und Standardabweichungen wurdemf= 3 bestimmt.

Modulationsfrequenz tiag [min] tiag min] tiag [min]
[Hz] (I =1000 pum) (I =2000 pum) (I =2500 pum)
15 95,8 +£24,0 452,0 £ 22,9 750
20 955 £12,3 452,3 + 14,6 685
25 96,3 £335 435,3+38,4 655
30 102,3+12,5 449,7 + 16,4 635
Mittelwert tjag [min] 97,5+2,8 4473+ 7,1 681,3+43,5
D [cnPs?] 28,5 x 1¢° 24,8 x 10 25,5 x 1¢°

Tabelle 13:
tiag UNdD fir die Diffusion von Di in 2% DDC Membranen besint mittels PD Punktmessungen.
Modulationsfrequenz tiag [MinN]

[Hz] (I =500 pm)
15 294,6
20 294,3
25 288,3
30 284,8
Mittelwert tjog [Min] 290,5+4,8
D [cm?s™] 2,4 x10°
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Abbildung 43:

Amplitude (a) und Phase (b) des PD Signals einakftuiessung an einer DDC Membran im Diffusionsvensumit
Di in Abhangigkeit von der Zeit und der Modulatifrequenz des Anregungslasers. Die Distang Diffusions-
grenze s betragt 2000 um.

(Methode: PDS Monobloc)
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Abbildung 44:

a) Differenzspektren der Raman Messungen der DDC Mambhbstand zur Diffusionsgrentes 2000 pm).
Die fir Di spezifischen Banden 481 ¢mnd 616 cit sind grau unterlegt.

b) Konzentrationsprofil mit angepasster Exponentidtfion fur Di in der DDC Membranl (= 2000 pm). Bis
etwa 500 Minuten sind die gemessenen Werte nocérhal® des kalibrierten Bereichs.
(Methode: Raman Mikroskopie)
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Abbildung 45:

a) Verlauf des PD Signals (Afpzeigt die Konzentration von DI in der DDC MembiianAbhéangigkeit von der
Zeit (f = 15 Hz). Es wurde drei Entfernundezur Diffusionsgrenze betrachtet.

b) An die Messdaten angepasste Logistik Funktionen.

( Methode: PDS Monaobloc)
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Ermittlung vont,,gerfolgte durch mathematische Anpassung des auéstéén Kurvenastes an eine Exponential-
funktion. Der Nulldurchgang der Funktion mit deritZ&chse wurde al§,q definiert.

(Methode: PDS Monobloc)
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(Methode: PDS Monaobloc)
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Abbildung 48:
tiag In Abhéngigkeit von der Schichtdickeler Diffusionsschicht. (Methode: PDS Monobloc)

Fazit

Die PD Punktmessung stellt eine sehr prazise Mkt der photothermischen Charakterisie-
rung dar und erganzt somit den Imaging Modus, ter einen Uberblick tiber die Oberflachenei-
genschaften einer Probe gewahrt. Durch kurze gezMéssungen an bestimmten Koordinaten
nimmt aul3erdem die Bestrahlungszeit des Matergglidh ab, wodurch auch lichtempfindliche
Substanzen analysiert werden kdnnen. Die Verschgeber Anregungswellenlange von 532 nm
zu 473 nm fluhrte zu einer besseren KorrelationkKagrzentration Di mit dem PD Signal, so dass
die Signal-Zeit-Kurven auch als Konzentrations-tX&rlaufe angesehen werden kdnnen. Die
Zeit tg, die der Wirkstoff zur Uberwindung der Diffusioskicht| benétigt, war aus den PD Er-
gebnissen sehr deutlich ablesbar. Anhand verglarehbiMessungen mit dem Raman Mikroskop
konnte t4 lediglich grob abgeschétzt werden. Durch Verwegdder Gleichung (47) war es
maoglich, den lateralen Diffusionskoeffizienténfur Di in DDC Membranen aus den erhaltenen
Werten furt,,g und dem Diffusionswefymit guter Reproduzierbarkeit abzuschéatzen. Diedvpr
pelung des Lipidanteils in der DDC Membran hatteeaium den Faktor 10 erhdhten Diffusions-
koeffizienten zur Folge. Ergdnzende quantitatiierimation zum untersuchten System erbrachte
die Anwendung der Raman Mikroskopie, indem die €bigewichtskonzentration von DI in der
DDC Membran gemessen werden konnte.
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4.4. Thermische Diffusivitat von Rinderhuf

Die thermische Diffusivitat: wurde anhand von zwei Messverfahren der phototisehan Ab-
lenkung und mittels der als Referenzmethode eitgese Laser Flash Technik fur Rinderhuf
untersucht. Beide PD Verfahren basieren auf derarsognten Zero Crossing, bei dem der Detek-
tionslaser durch die thermische Linse bewegt wind die Amplitude sowie die Phase des PD
Signals in Abhangigkeit von der Positigiregistriert werden. Anhand der so erhaltenen Messd
ten wurde zunachst die Bestimmung der Zero Crod3isignzy,. durchgefiihrt (Kapitel 3.6.1).

Um den Weg zwischen den beiden ersten nichtzentididldurchgangen des Realteils des Ab-
lenkungssignals Re(P2u ermitteln, musste zunachst der Verlauf des Pisageals korrigiert
werden. Ein typisches Ergebnis der Korrektur isAbbildung 49 a zu sehen. Die korrigierten
Werte zeigen den Phasensprung von +1 nach -1. V&serd Punkt ausgehend sollte der Verlauf
des Phasensignals auf beiden Seiten die Abszidseeiden. Die Distanz zwischen beiden
Schnittpunkten entspriclyt.. Jedoch war fiir den Normalfall das Phasensigné@?BEim Bereich
seiner Nullstellen so stark verrauscht, dass raittedser Vorgehensweise eindeutige Schnittpunk-
te nicht zu identifizieren waren (Abb. 49 b). Mesken wurden fur den Frequenzbereich von 5
bis 100 Hz durchgefihrt, doch war die Ermittlunghyg. undayys nicht reproduzierbar. In zeit-
gleichen Arbeiten fand diese Prozedur schon edatgr Anwendung, so konnie fur Kupfer,
Silizium oder Keramikschwamme bestimmt werden [1133}]. Da die Temperaturleitfahigkeiten
dieser Materialien um mindestens den Faktor 10egr8ihd, ist davon auszugehen, dass die ver-
gleichsweise niedrige thermische Diffusivitat desderhufs limitierend fur die Anwendung die-
ser Methode ist.

Die alternative Vorgehensweise nach Kapitel 3.8e2wendet den natirlichen Logarithmus der
Amplitude A des PD Signals (Abb 50 a). In der Auftragungd)ngegeny; kann der tangentiale
Anstiegm der Amplitude unter Verwendung von Gleichung (&63gewertet werden (Abb. 50 b).
Es wurden mehrere Zero Crossing Messreihen (nunt®r Variation der Messstelle fur die Fre-
quenzenf = 5; 7; 9; und 13 Hz durchgefiihrt. Die fur die lne Regression verwendeten
Amplitudenbereiche wurden manuell so festgelegtssdain mdglichst groRer Bereich der
Amplitude genutzt wurde (Abb. 50 b). Die resultimen Geraden zeigen eine gute Korrelation
mit den Messdaten (0,980 <R 0,997). Die aus dem Anstieg erhaltenen Werte fii sind in
Tabelle 14 zusammengefasst. Die Wertedfiieichen von 1,59 bis 3,68 x 1%?/s, wobei eine
Zunahme der Temperaturleitfahigkeit mit steigenBiexquenz erkennbar ist. Ebenso zeigt sich
eine Erhéhung der Standardabweichung mit ansteggdficiquenz. Diese Frequenzabhangigkeit
ist in der Literatur nicht explizit beschriebendgeh gilt der beschriebene Zusammenhang laut
Salazar fur den Idealfall, dass der senkrechteafedes DTL zu vernachlassigen t£ 0) [98].

In der praktischen Durchfuhrung ist dieser Falltetét der Skimming Methode nicht realisierbar.
Untersuchungen werden deshalb im niedrigen Fredpgeazh vorgenommen, da die Bedingun-
gen hier dem Idealfall am nachsten kommen. Der ey mit der Referenzmethode zeigt, dass
die bei 5 Hz ermittelte Temperaturleitfahigkeit Aesten mit dem Wert der Laser Flash Methode
korreliert. Literaturangaben zur thermischen Diffiidt vergleichbarer Materialien bzw. Gewebe
sind in Tabelle 15 zusammengefasst. Die ermitiedtaperaturleitfahigkeit von Rinderhuf kommt
der humaner Nagel erwartungsgemal am nachsten.
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Abbildung 49:

a) Phased und korrigierter Phasenverlaufs Re(gIVA beim Zero Crossing einer Probe aus Rinderhuf.

b) Die Ermittlung der Nulldurchgédnge von Re(BR/A nach dem Phasensprung erwies sich aufgrund des
starken Rauschens im Bereich der Nullstellen finaKeproben als nicht reproduzierbar.
(Methode: PDS Single Beam Laser Scanning System)
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Abbildung 50:

a) Verlauf der Amplitude in Abhangigkeit von der traassalen Distanz beim Zero Crossing an einer Probe
aus Rinderhuff(= 13 Hz).

b) Auswertung des Anstiega der tangentialen Geraden am Amplitudensighalg und 9 Hz).
(Methode: PDS Single Beam Laser Scanning System)
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Tabelle 14:

Thermische Diffusivitat von Rinderhuf bestimmt raig a) Amplituden Methode und b) Laser Flash Me¢hod
Frequenz [Hz] 5 7 9 11 13

a)

a X 10°[m%s] 159+0,26 2,19+%0, 19 2,40 +0,762,79 £ 0,98 3,68 +1,23

b)
a X 10°[m?s] 1,53 * 0,38 (frequenzunabhéngig)

Tabelle 15:
Literaturangaben fir die Thermische Diffusivitatsehiedener Gewebe im Vergleich zu den ermittaltemten.

4

Material 107 méls Methode Quelle
Stratum Corneum 0,28 TLS [24]
(human) 0,29 PDS/TLS [135]
Nagel (human) 0,89 PAS [136]
Knochen (human) 4,0 PAS [137]
Huf (bovine) 1,53 Laser Flash ermittelte Werte
1,59 PDS (5 Hz) ermittelte Werte

Fazit

Die thermische Diffusivitatn stellt als physikochemische Materialkonstante ewesentliche
Grole fur photothermische Untersuchungen dar. laméerem wird sie zur Ermittlung der Mess-
tiefe bendtigt. Zu ihrer Bestimmung wurden zwei §@mensweisen, die auf dem Zero Crossing
beruhen, angewendet. Die Messungen erfolgten mit idedieser Arbeit entwickelten PD Scan-
ner System. Dabei stellte sich die in der Literdtéufiger verwendete Auswertung des Phasen-
verlaufs fur die Hufproben als ungeeignet heraus.Betrachtung des Anstiegs der PD Amplitu-
denwerte bei niedrigen Modulationsfrequenzen fulcteErgebnissen, die mit der Referenzme-
thode (Laser Flash Verfahren) bestatigt werden tamrDer erhaltene Wert fidr lasst sich zwi-
schen den thermischen Diffusivitaten fir Knoched Nagel einordnen.
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4.5. Tiefenmessungen zur Penetration an Keratinmembranen

Fur die Betrachtung des Wirkstofftransparissitu sind Methoden geeignet, die unter Variation
der Messtiefe verschiedene Orte in einer Probestdit&konnen. Insbesondere die konfokale Ra-
man Mikroskopie wurde mehrfach fur derartige Uniehsingen verwendet [15-17, 120, 122,
138-142]. AulBerdem kamen verschiedene Formen deotbiermischen Spektroskopie fur derar-
tige Untersuchungen zur Anwendung, wie die Puls-PS-145], die FTIR-PAS [8, 10, 77, 86,
146, 147] sowie radiometrische Methoden [148-185¢ PDS wurde in den 1990er Jahren in
Veroffentlichungen von Giese et al. zur Untersuchder Hornschicht Penetration in in-vivo-
Experimenten verwendet [50, 51, 156]. PD MessundenMembranen tiefenaufgeldst darstellen
konnen, sind in der Literatur jedoch nur in geringahl zu finden [157, 158] und wurden fur
dynamische Systeme bislang nicht realisiert. UmMdiavendbarkeit der PDS als zeit- und tiefen-
aufgelostes Messverfahren zu evaluieren, wurdevolidiegende Versuch entwickelt (vergleiche
Kapitel 3.8.3). Anhand von Frequenzmodulation une@d&rholmessungen wurde das PD Signal
orts- und zeitabhangig aufgezeichnet. Die Ramarrddkopie wurde als Referenzverfahren ein-
gesetzt. Identische Versuche die mit beiden Methatlgchgefiihrt wurden, sollten eine Aussage
Uber die Eignung der Verfahren fur die tiefenauiged Messung erlauben.

Mit Hilfe von Voruntersuchungen wurde zunachst Bieisetzung von Mo aus den Formulierun-
gen F1 und F2 betrachtet. Dazu wurden hydratisi€geatinmembranenL(= 45 um) fir 24
Stunden mit den Formulierungen in Kontakt gebrablaich dem Entfernen, Reinigen mit Zell-
stoff und Trocknen (bei Raumtemperatur T = 22 °@ &aumfeuchtigkeit 40 % < rF < 60 %)
wurden PD Imaging Messungen an den von den Koidiakién abgewandten Seiten der Memb-
ranen durchgefiihrt. Die Modulationsfrequenz befreg20 Hz (1 = 50 pm beix = 1,59 x 10
cnts?); damit war sichergestellt, dass die gesamte 8ttiitke photothermisch erfasst wurde.
Abbildung 51 zeigt fur die Freisetzung aus F1 dinmogene Verteilung von Mo im Kontaktbe-
reich, wahrend der Stoffibergang aus F2 eine hggeam Verteilung in der Membran zur Folge
hatte und Mo nur in Spuren zu detektieren war. Dieergang der in der Suspension F2 ungelost
vorliegenden Mo Partikel in die Membran erfolgte punktuell dort, wo es durch direkten Kon-
takt zwischen Substanz und der hydrophilen Akzepadrix zur Losung von Mo Partikeln kam.
Hingegen konnten die geldsten Mo Molekile aus gdrdphilen Creme F1 leicht in den Akzep-
tor penetrieren. Aufgrund der hohen Wirkstoffkorization im Donator wurde dessen Konzentra-
tion als konstant angenommen. Die laterale Diffasiurde nicht speziell betrachtet, doch zeigt
das Image 51 a, dass aul3erhalb der Kontaktflach&éngestrichelte Linie) kein Mo gefunden
wurde. Aufgrund der Freisetzungseigenschaften wiiidelie Untersuchungen zur Tiefenmes-
sung mit dem System F1 gearbeitet.

Ein Versuch nach dem Prinzip T1 mit dem Raman Mikop sollte einen Uberblick Uber die
Kinetik der Penetration geben (Kapitel 3.8.3). Blaman Spektren (Abb. 52) zeigen die vom
Keratin stammenden Banden bei 1002'amd 1650 crit, welche der Streckschwingung (C-C)
im Benzolring des Phenylalanins bzw. der Strecksapuwng der CO Gruppe (Amid | Bande)
zuzuordnen sind. Im Bereich zwischen den beidemtfeSchwingungen sind zahlreiche Banden
zu erkennen, die Mo zugeordnet werden konnen. Wdhdéee Signale der Keratinmembran mit
zunehmender Versuchsdauer konstant bleiben, isAmivachsen der Mo Banden bis 720 Minu-
ten zu erkennen. Danach erfolgt keine weitere Zomggtwas auf das Erreichen eines Gleichge-
wichtszustandes schlieRen lasst. Die exakte Mésster Raman Messungen konnte nicht genau
definiert werden, da die fokussierten Strahlen Alesegungslasers beim Ubertritt von der Gas-
phase in die Probe aufgrund der Unterschiede inBitenhungsindicesng < n,) abgelenkt wer-
den. Dan, fir die Keratinmembran im Rahmen der Arbeit niehmittelt werden konnte, war eine
Korrektur der Eindringtiefe nach Gleichung 40 nichbglich. Die Initialmessungt = 0) wies
keine durch Mo bedingten Banden auf, diese wuclkssinim Verlauf des Experiments an. Des-
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4. Resultate und Diskussion

halb konnte angenommen werden, dass die tatsaelelsstiefez kleiner als die Dicke der Pro-
be war ¢ <L).

Die photothermische Messung erlaubt anhand der Mtdn der Frequenz des Anregungslasers
die Messtiefe zu variieren. Der AL ist auch in éiesFall fokussiert, allerdings mit sehr viel lan-
gerer Brennweite, weshalb beim Ubertritt zwischerft lund Probe die Ablenkung der Strahlen
wesentlich geringer ausfallt. Hinzu kommt, dassleas als bei der Raman Mikroskopie, nicht die
gestreute Strahlung eines definierten Punktes tletekvird, sondern die Ausbreitung thermi-
scher Wellen, welche in Abhangigkeit von ihrer krexaz einen definierten Weg zuriicklegen.
Somit ist der Einfluss des Verhéaltnisses der Bragbindizesn,/n; deutlich geringer ausgepragt
als bei der konfokalen Raman Mikroskopie und kaemachlassigt werden. Die Ergebnisse der
PD Messungen zeigen einen Anstieg der AmplitudeRiSignalsA tber die Zeit (Abbildung 52
b). Der KurvenverlauA gegernt folgt annahernd einer Exponentialfunktion, die déerlauf der
Konzentration von Mo in der untersuchten Schiclkelidirekt proportional ist. Gleichzeitig ist
der Signalanstieg bei htheren Frequenzen wenigglickeausgepragt. Dies ist einerseits bedingt
durch die geringere Konzentration von Mo in deressuichten Schicht. Andererseits verkleinert
sich mit steigender Frequenz die abgetastete Sdiikk, die zum PD Signal beitragen kénnte
(Tabelle 17). Um diesen Effekt zu nivellieren undtéfschiede im Konzentrationsverlauf in Ab-
hangigkeit von der Messtiefe aufzuzeigen, wurden Messwerte der PD Amplitude normiert
und aufgrund der direkten Proportionalit&/Amnax ~ C/Gnax alS C/Cmax bezeichnet (Abb. 53 (a)).
Anhand vonu undL konnte der Diffusionswely, berechnet werden, den die Mo Molekile von
der Grenzflache der Formulierung bis zum Messpumikticklegen. Der insgesamt abgetastete
Membranbereich umfasst 71 um, wobei Diffusionsddldicken vonlp = 19 pm { = 10 Hz) bis

Io = 55 um { = 40 Hz) erreicht werden konnten. Die zweidimenale Farbdarstellung zeigt, dass
der Verlauf der Konzentrationskurve bis etwa 400Men vonlp abhangig ist. Mit zunehmen-
dem Diffusionsweg ist im unteren Bereidh<(400 min) ein verzdgerter Anstieg der Konzertrati
ons-Zeit—Kurve zu verzeichnen. Ab etwa 700 Minutshein Gleichgewichtszustand in der
Membran erreicht, was auch die Raman Messungeéatlogst.

Eine Mdglichkeit den Diffusionskoeffiziented zu bestimmen, besteht darin, mittels der kom-
plementéaren Fehlerfunktion erfc(x) eine Anpassumglia Konzentrations-Zeit-Kurve vorzuneh-
men (Abb. 53 b). Dabei repréasentiert der Kurveneléih idealen Konzentrationsverlauf fir die
Randbedingung@y = konstant. Die erhaltenen Messwerte zeigen eute kjorrelation zur ange-
passten Funktion @ 0,981), auch wenn besonders im AnfangsbereistPdezesses Daten und
Funktion nicht genau ubereinanderliegen. Mogliclese waren als Ursache hierfir die ange-
nommenen Randbedingungen im Experiment nicht optimayesetzt. Denkbar wéare, dass die
Konzentration im Donator nicht als kontant angen@nmerden kann, oder dass die Mo Kon-
zentration in der Membran zu Beginn praparationsiggdchon angestiegen war.

Dennoch sind diese Daten Beleg dafur, dass hieDdgrsionsprozess von Mo in einer Keratin-
membran durch Anwendung der PDS sichtbar wird.

Der Einfluss des Diffusionswegés auf den Verlauf der Konzentrationskurve zeigt s Kur-
venparametety,, der mit zunehmendem Diffusionsweg ebenfalls wweaetet ansteigt (Abb. 54).
Anhand des Parametdsgler erfc Funktion und des Diffusionsweges kanread#dn der Diffusi-
onskoeffizient bestimmt werddd = (b/ Ip)% In Tabelle 16 sind die Ergebnisse fir die errtéte
Diffusionskoeffizienten dargestellt. Zu erkennety dass abhéangig vom Diffusionsweg eine Zu-
nahme vorD bislp = 40 pm vorliegt, erst ab diesem WertDst konst. Als Ursache hierfur kon-
nen wieder Diskrepanzen bei angenommenen und ieztdis Randbedingungen in Frage kom-
men. Mitunter tritt bei niedrigen Modulationsfregquen ein Sattigungseffekt des PD Signals auf,
was auch einen Grund fur die gefundene Abhangigleegtellen konnte.
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4. Resultate und Diskussion

Tabelle 16: Ergebnisse fur den Diffusionskoeffit@gmD undty,, fur verschiedene Diffusionsschichtdicken
Die Berechnung des Diffusionsweges erfolgte tibettiermische Diffusionslange(o = 1,59 x 10 m’s?).

Frequenz [Hz] 10 15 20 25 30 35 40
Messtiefe [um] 71 58 50 45 41 38 35
Diff.-weg 19 32 40 45 49 52 55
| [um]
tyj2 [min] 298 310 321 326 369 362 410
D x 10° [cnm?s™] 5 13 19 24 24 29 26
Fazit

Der Vergleich der Freisetzung der Modellsubstanzade zwei Formulierungen anhand der Pe-
netration in eine Keratinmembran wurde mittels Biadging durchgefihrt und zeigte die erwarte-
te Uberlegenheit der hydrophilen Creme gegeniiberSdispension. Weiterfiihrende Untersu-
chungen mittels Raman- und PD Punktmessungen koriitereinstimmend darlegen, dass nach
etwa 700 Minuten ein Gleichgewichtszustand der Mm#éntration in der Membran eintritt. Es

war moglich durch die Modulation der PDS Anregutigdgung einen Tiefenbereich zwischen 35
und 71 pum in der Membran zu untersuchen und fischeedene Ebenen Konzentrations-Zeit-
Kurven aufzunehmen. Die erhaltenen Messdaten wuadéand der erfc Funktion einem Daten-
Fit unterzogen. Die Ubereinstimmung zwischen dgreerentell ermittelten Daten und der theo-
retischer Diffusionskurve zeigt, dass ein Diffuswargang die Grundlage fir die erhaltenen PD
Messergebnisse darstellt. Die PDS erwies sich deerRaman Mikroskopie als gleichwertiges

Verfahren. Dartber hinaus ergaben sich fur die RiB9ngen scharfer definierte Konzentrations-
Zeit Kurven, anhand derer es moglich war, abscahelden Diffusionskoeffizient fur die Penet-

ration von Mo in die Keratinmembran zu bestimmen.
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Abbildung 51: PD Imaging des Mo Gehalts von Kean@mbranen. Als Mo Donator wurden a) Unguentum
emulsificans aquosum N und b) Vaselinum album eiagg. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Begr
zung der Kontaktflache von Formulierung und Membiie Werte wurden auf das Signalmaximum aus beiden
Messungen normiert. (Methode: PDS Monobloc)
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Abbildung 52: Anstieg der Mo Konzentration in degrigtin Membran
a) Zunahme der Mo Banden wahrend der Wirksoffpenetnati eine Keratinmembran (Box). Die fiir Keratin

signifikanten Banden bleiben konstant (grau unggyle

(Methode: Raman Mikroskopie)
b) Amplitude des PD Signals im Verlauf des Penetraaperiments fir den Frequenzbereich 10 Hz bis 40

Hz. (Methode: PDS Monobloc)
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a) Konzentrations-Zeit Kurve fir Mo in der Keratiambran in Abhangigkeit vom Diffusionsweg als zweidi

mensionale Darstellung.

(Methode: PDS Monobloc)

b) Normierte Konzentrations-Zeit Kurve (Diffusionsgys = 52 um) mit Datenanpassung anhand der Komple-

mentaren Fehlerfunktion

erfc (R2 = 0,984). (MethdeleS Monobloc)
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Abbildung 54
Abhéngigkeit fiirt;, vom Diffusionsweg bei der Penetration von Mo ineeKeratinmembran.
(Methode: PDS Monobloc)

5. Fazit und Perspektiven

Trotz der Entwicklung von Modellen zur Vorhersaga \Freisetzungs- und Penetrationsverhalten
von Wirkstoffen, basieren heute Methoden zur Unighieing topischer Formulierungen und deren
Eigenschaften weitestgehend auf statistischer ¥bsplanung. Diese Verfahren sind meist sehr
aufwendig. Neben der Gewinnung der Proben schiieRthaufig eine zeitintensive Analytik an.
Zur Etablierung effektiver und gleichzeitig sehissagekraftiger Vorgehensweisen wurde in den
letzten Jahren vermehrt auf die Anwendung spekbqiskher Methoden gesetzt. Wobei sich
insbesondere die Raman Mikroskopie als kontaktldéessverfahren im Bereich von Penetrati-
onsmessungen an humaner Haut etablieren konnte. fEinderartige Untersuchungen vielver-
sprechende aber bisher weniger beachtete Techaadkigiie photothermische Ablenkungsspekt-
roskopie. In der vorliegenden Arbeit sollte die Wendung der PDS fur biopharmazeutische Fra-
gestellungen erprobt werden, wobei die Betrachteg Wirkstofftransports in Membranen im
Fokus stand. Zunachst wurde ein fur die ansteheRoegestellungen bedarfsgerechtes Messgerat
in Kooperation mit dem IFG (Institut fur FunktiofeelGrenzflachen) am Karlsruhe Institute of
Technology entwickelt. Die Entwicklung einer neugoftware zur Steuerung des Messgerats und
zur Datenvisualisierung erlaubte photothermischéetdnichungen in drei Modi durchzufihren,
namlich dem PD Imaging als bildgebendes Messvesfahder PD Punktmessung und dem Zero
Crossing zur Charakterisierung der thermischenuBi¥itat von Materialien. Die Datenerfassung
konnte mit der neuen Software zeitaufgeldst, anittels Wiederholmessungen und unter Modu-
lation der Frequenz der Anregungsstrahlung erfglgerdurch die dreidimensionale Charakteri-
sierung von Proben ermdglicht wurde. Die erhaltelBgtenntnisse wurden zur Konstruktion ei-
nes photothermischen Scanners verwendet. Ein Scérateden Vorteil, dass Proben fir Fla-
chenmessungen nicht mehr bewegt werden missen. ara@anten dieses neuen Messgerats
wurden gebaut. Wahrend das Double Beam Laser Saafystem vor allem von seiner kompak-
te Bauweise profitiert, erwies sich das Single Beaser Scanning Systgem, aufgrund des fahr-
baren Detektionsarms, als besonders gut geeigndigiuntersuchung der thermischen Diffusivi-
tat, da sich die thermische Linse automatisch vesemliel3.
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Mittels der Konzentrationsbestimmung verschied&hekstoffe in Vaselinum album Suspensio-
nen erfolgte eine Auswahl von Substanzen fur weitémtersuchungen und gleichzeitig wurde ein
Vergleich mit anderen spektroskopischen Methodegermommen. Es zeigte sich, dass die PDS
fur Nachweis- und Bestimmungsgrenze vergleichbagelihisse erbrachte wie die Referenzme-
thoden, und dass fur die Nachweisempfindlichkeiedbesonders starke Abhangigkeit von der
Wellenl&nge der Anregungsstrahlung besteht. Sorgélkesich als Voraussetzung fir die photo-
thermische Detektion eine gewisse Ubereinstimmumg Anregungswellenlange und dem Ab-
sorptionsmaximum der zu bestimmenden Substanz.dfesem Grund kam nur eine begrenzte
Anzahl von Modellstoffen fiir die folgenden Versudhd-rage, wobei priméares Kriterium fur die
Anwendung in dieser Arbeit die optischen Eigensemivaren. Verwendet wurden Methoxsalen
(Me), Ketokonazol (Ke), Curcumin (Cu), Dithranoliymnd Methylorange (Mo). Die Modellstof-
fe bildeten zusammen mit einfachen Grundlagen véslidum album und Unguentum emulsifi-
cans aquosum N, die nur geringe Absorption zeiglenFormulierungen fur die Versuche. Als
Anregungsquellen standen Laser der Wellenlangem#aY, 332 nm 1064 nm und ein g0aser,
der zwischen 10,25 pm und 10,80 um emittierte,\Varfiigung. Als fir die Penetrationsexperi-
mente geeignete Systeme erwiesen sich die Subst&wzeDi und Mo mit Laseranregung im
sichtbaren Bereich. Obwohl der IR Laser den Vorteai, einen gewissen Wellenlangenbereich
abzudecken und somit fir verschiedene Substanzefinaégungsquelle in Frage kommt, stellte
sich doch heraus, dass diese Art von AnregungiiiFthgestellung in dieser Arbeit eher unge-
eignet war.

Die Anwendung des PD Imaging fur die zeitaufgeldstdgebende Darstellung des Stofftrans-
ports in lipophilen Dodecanol-Kollodium-Membranemaebte neue Einblicke in das Diffusions-
verhalten und die Freisetzung von Wirkstoffen. Dkeante anhand der Diffusion der Substanzen
Dithranol und Curcumin aus suspensionsartigen Flienongen in lipophile DDC Membranen
gezeigt werden. Durch Zusatz von Propylenglykol Cu Suspensionen konnte ein lateraler
Transport des Wirkstoffs in der Membran erreichd umittels PD Imaging visualisiert werden.
Als Folge der Anregung mit Lasern im visuellen Belnekam es allerdings zu photochemischen
Reaktionen der Wirkstoffe Cu und Di, wodurch sigreh Absorptionsverhalten veranderte und
eine direkte Korrelation von PD Signal und Konzatitm nicht vorlag. Zum Teil konnten die
Messwerte durch Normierung vergleichbar gemachterer Auf Kosten der Sensitivitat lieRen
sich diese Effekte durch die Verwendung einer Aunggquelle, deren Wellenléange im Vergleich
zum Absorptionsmaximum des Analyten verschoben weayzieren. Als Referenzmethode wur-
de die konfokale Raman Mikroskopie verwendet, ddfegebnisse die erhaltenen photothermi-
schen Resultate weitgehend bestatigten und soenRidhtigkeit der PD Messungen belegten.
Die PD Punktmessung stellt eine sehr prazise Mkt der photothermischen Charakterisie-
rung dar und erganzt somit den Imaging Modus, Her einen Uberblick (iber die Oberflachenei-
genschaften einer Probe gewahrt. Durch kurze deziMéssungen an bestimmten Koordinaten
nimmt aul3erdem die Bestrahlungszeit des Materiglidh ab, wodurch auch lichtempfindliche
Substanzen analysiert werden kénnen. Durch Punktmgsn in definierten Absténden zur Dif-
fusionsgrenze konnte der DiffusionskoeffizientBn fir Dithranol in Dodecanol-Kollodium-
Membranen aus den erhaltenen Wertentfgrmit guter Reproduzierbarkeit erhalten werden.
Wieder wurde die Raman Mikroskopie als Referengesetzt. Grundsétzlich wurden die photo-
thermisch erhaltenen Resultate bestatigt. Darlip@iuk wurden die Wirkstoffkonzentrationen in
der DDC Membran erhalten. Die Ermittlung vbBnmittels Raman Mikroskopie war jedoch nicht
analog zur PDS mdglich, da die Bestimmung tgmicht reproduzierbar war.

Die thermische Charakterisierung von Materialiehaard der thermischen Diffusivitat wird unter
anderem zur Ermittlung der Messtiefe benétigt. Exeri Bestimmung wurden zwei Vorgehens-
weisen, die auf dem Zero Crossing beruhen, angeste®ie Messungen erfolgten mit dem in
dieser Arbeit entwickelten PD Scanner System. Dabdlte sich die in der Literatur haufiger
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verwendete Auswertung des Phasenverlaufs flur digrbloben als ungeeignet heraus. Die Be-
trachtung des Anstiegs der PD Amplitudenwerte leingen Modulationsfrequenzen fihrte zu
Ergebnissen, die mit der Referenzmethode (LasshRfarfahren) bestatigt werden konnten. Der
erhaltene Wert fle I&sst sich zwischen den thermischen Diffusivit&ianKnochen und Nagel
einordnen.

Eine grol3e Herausforderung und gleichzeitig dieifasrendste Anwendung stellte die Realisie-
rung der zeitaufgelosten Tiefenmessung dar. Esméglich durch die Modulation der PDS An-
regungsstrahlung einen Tiefenbereich zwischen 3b4inpum in der Membran zu untersuchen
und fur verschiedene Ebenen Konzentrations-Zeit#&mraufzunehmen. Die Ubereinstimmung
der Messdaten mit der theoretischen Diffusionskueigen, dass eine durch Diffusion bedingte
Konzentrationszunahme des Wirkstoffs Grundlagediér erhaltenen PD Messergebnisse war.
Abschlie3end wurde der Diffusionskoeffizient fue dtenetration von Mo in die Keratinmembran
bestimmt. Raman Messungen konnten keine vergleiehbafenauflosung bieten, dennoch zeig-
ten die Ergebnisse wieder eine UbereinstimmungimitPD Versuchen.

In Hinblick auf die Anwendung der Laserspektroslkedpivivo miussen die giltigen Gesetze und
Verordnungen beriicksichtigt werden. Laut DIN EN8&5 — 1:2003 liegt die maximal zul&assige
Bestrahlung von Haut fiir Wellenlangen zwischen #80und 700 nm bei 2000 Whrwenn die
Bestrahlungsdauer zwischen 10 und $6kunden liegt. Dieser Bereich wiirde sowohl fimBRa
als auch fur die PD Messungen Anwendung findend®&lethoden Uberschreiten diesen Grenz-
wert deutlich (bis um das 200-fache). Allerdingsidelt es sich um einen Grenzwert zur Unfall-
verhitung. Fur die beabsichtigte Bestrahlung sédindr Hautareale unter arztlicher Kontrolle
sind sicher weitaus héhere Werte moglich, was irmmen von Ethikkommission fir einzelne
Studien geklart werden muss. In zahlreichen Putidikan, in denen auch in-vivo-Studien durch-
gefuhrt wurden, kamen vergleichbare und zum Tdiendntensitaten zum Einsatz.
Zusammenfassend zeigen sich die Starken der PDRferikontaktlosen Charakterisierung von
Materialien, die dank des Laser-Scanning-Systéimglie Analyse nun auch unbewegt bleiben
konnen. Neben einer hohen Nachweisempfindlichkeib&stimmte Substanzen ist besonders die
hohe raumliche Auflésung von PD Messungen hervaiah. Anhand der thermischen Diffusi-
onslange kdnnen Messergebnisse auf Bereiche ulitedea Oberflache einer Probe bezogen
werden, wie dies fur das Tiefenprofil der Konzetitna eines Wirkstoffs in einer biologischen
Membran gezeigt wurde. Fur die Durchfihrung kontsler Tiefenmessungen erwies sich die
PDS der konfokalen Raman Mikroskopie Uberlegenpmtésche Effekte, wie Lichtbrechung, fur
die PDS vernachlassigt werden kénnen. Fir die Ravhiroskopie muss dieser Umstand jedoch
aufwendig rechnerisch korrigiert werden oder marziehtet auf den Vorteil des kontaktlosen
Messens und verwendet Immersionsflussigkeiten, wabdauch die Raman Mikroskopie sehr
hohe Tiefenauflésung erreichen kann. Mittels deotptinermischen Untersuchung von Proben
werden keine chemischen Informationen erhalten, sieedie Spektren der Raman oder der IR
Spektroskopie beinhalten. Das zu untersuchendeei@yshuss bereits bekannt sein, wichtige
Kenngrof3en sind der Brechungsindex, der Absorgtimeffizient und die thermische Diffusivitat.
Die Nachteile dieses Verfahrens ergeben sich gnidte durch die Anwendung von Laserquel-
len. Denn durch die hohe Energiedichte der Lasdrsting werden auch hohe Anforderungen an
den Anwender gestellt. Hinzu kommt, dass bei glsdiy hohen Stiickkosten pro Laser in der
Regel nur eine Wellenlange zur Verfigung stehtdass momentan nur eine geringe Zahl von
Substanzen Uberhaupt untersucht werden kann.

Fur die Zukunft ware eine Anregungsquelle von ketse, die nicht nur auf zwei oder drei Wel-
lenlangen beschrankt ist. Dies kdnnte durch diew¢edung von kostengunstigen Laserdioden
realisierbar sein, welche im sichtbaren und nahénddwie im nahen IR- Bereich bis zu Wellen-
langen von 1000 nm erhaltlich sind. Ein Messger#tzahlreichen Anregungslinien wére vor-
stellbar, wodurch viele Wirkstoffe mit der photatimeschen Analyse bestimmbar wéren.

100



6. Literatur

6. Literatur

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Niedner, R. and Ziegenmeyer,Dermatika 1992, Stuttgart: Wissenschaftliche Verlagsge-
sellschaft mbH. p. 679.

Neubert, R.H.H., Wohlrab, W.A., and Marsch, Wrmatopharmazie2001: Wissen-
schaftliche Verlagsgesellschaft. p. 178.

Touitou, E., Junginger, H.E., Weiner, N.D., Naga and Mezei, M.Liposomes as Carriers
for Topical and Transdermal Delivergournal of Pharmaceutical Sciences, 1830): p.
1189-1203.

Barry, B.W.Novel mechanisms and devices to enable successfatiermal drug delivery.
European Journal of Pharmaceutical Sciences, 28(4): p. 101-114.

Hartmann, M., Hanh, B.D., Podhaisky, H., WenschBodzenta, J., Wartewig, S., and Neu-
bert, R.H.H.A new FTIR-ATR cell for drug diffusion studiésalyst, 200412910): p. 902-
905.

Hanh, B.D., Neubert, R.H.H., and Wartewig,I®vestigation of drug release from suspension
using FTIR-ATR technique: part |I. Determinatioretiective diffusion coefficient of druds-
ternational Journal of Pharmaceutics, 2QBY1-2): p. 145-150.

Hanh, B.D., Neubert, R.H.H., and Wartewig,I®vestigation of drug release from suspension
using FTIR-ATR technique: part Il. Determinationdagsolution coefficient of drugkiterna-
tional Journal of Pharmaceutics, 20Q04(1-2): p. 151-158.

Hanh, B.D., Neubert, R.H.H., Wartewig, S., amdd¢h, J.Penetration of compounds through
human stratum corneum as studied by Fourier tramsfiofrared photoacoustic spectroscopy.
Journal of Controlled Release, 20@0(3): p. 393-398.

Wartewig, S. and Neubert, R.H.IRharmaceutical applications of Mid-IR and Ramancspe
troscopy.Advanced Drug Delivery Reviews, 20@(8): p. 1144-1170.

Hanh, B.D., Neubert, R.H.H., Wartewig, S., 6hrA., and Hentzsch, Myrug penetration as
studied by noninvasive methods: Fourier transfanfrared-attenuated total reflection, Fou-
rier transform infrared, and ultraviolet photoacdigsspectroscopylournal of Pharmaceutical
Sciences, 200@9(9): p. 1106-1113.

Rosencwaig, ARotential Clinical-Applications of Photoacousti€3inical Chemistry, 1982.
28(9): p. 1878-1881.

Gotter, B., Faubel, W., and Neubert, R.H®ptical methods for measurements of skin pene-
tration. Skin Pharmacology and Physiology, 20R&3): p. 156-165.

Hata, T.R., Scholz, T.A., Ermakov, I.V., McGé&amR.W., Khachik, F., Gellermann, W., and
Pershing, L.K.Non-invasive Raman spectroscopic detection of eamtls in human skin.
Journal of Investigative Dermatology, 2000.53): p. 441-448.

Matousek, P., Draper, E.R.C., Goodship, A.E&aflCI.P., Ronayne, K.L., and Parker, AW.,
Noninvasive Raman Spectroscopy of human tissuedanApplied Spectroscopy, 20060(7):
p. 758-763.

Chrit, L., Bastien, P., Biatry, B., SimonneT,.JPotter, A., Minondo, A.M., Flament, F., Ba-
zin, R., Sockalingum, G.D., Leroy, F., Manfait, Mnd Hadjur, C.In vitro and in vivo confo-
cal Raman study of human skin hydration: Assessaienhew moisturizing agent, pMPC.
Biopolymers, 200685(4): p. 359-369.

Pudney, P.D.A., Melot, M., Caspers, P.J., v@nRbl, A., and Puppels, G.An in vivo confo-
cal Raman study of the delivery of trans-retinaiite skin Applied Spectroscopy, 2007.
61(8): p. 804-811.

Tfayli, A., Piot, O., Pitre, F., and Manfait, Nfollow-up of drug permeation through excised
human skin with confocal Raman microspectroscBpyopean Biophysics Journal with Bio-
physics Letters, 20036(8): p. 1049-1058.

Bell, A.G.,0On the Production and Reproduction of Sound bytLiymerican Journal of Sci-
ences, 188Q0: p. 305-324.

Rosencwaig, A. and Gersho, Aheory of Photoacoustic Effect with Solidsurnal of Ap-
plied Physics, 19767(1): p. 64-69.

101



6. Literatur

20.

21.

22.

23.

24.

25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Parker, J.GOptical-Absorption in Glass - Investigation Using Acoustic Techniqué\p-
plied Optics, 197312(12): p. 2974-2977.

Rosencwaig, ARhotoacoustic Spectroscopy of Soli@slletin of the American Physical
Society, 197318(3): p. 357-357.

Rosencwaig, ARhotoacoustic Spectroscopy of Biological-Materi8sience, 1973.
181(4100): p. 657-658.

Boccara, A.C., Fournier, D., and BadozTBgrmooptical Spectroscopy - Detection by the
Mirage Effect Applied Physics Letters, 19886(2): p. 130-132.

Warner, U., Giese, K., Sennhenn, B., Plamanmaid Kolmel, K.Measurement of the
Thermal-Diffusivity of Human Epidermis by Studyirgermal Wave-Propagatio®hysics in
Medicine and Biology, 19937(1): p. 21-35.

Snook, R.D., Lowe, R.D., and Baesso, MHEhotothermal spectrometry for membrane and
interfacial region studiesAnalyst, 19981234): p. 587-593.

Hanh, B.D., Faubel, W., Heissler, S., Wartewig,and Neubert, R.H?harmaceutical appli-
cations of photothermal beam deflectibaser Physics, 20066(5): p. 794-798.

Bell, A.G., Phil. Mag., 1881.1: p. 510.

Bell, A.G.,The Production of Sound by Radiant Eneiggience, 188149: p. 242-253.
Rosencwaig, ARhotoacoustics and Photoacoustic Spectroscapl, 1. 1980, 1980: Wiley
& Sons. p. 309.

Rosencwaig, ATheory of Photoacoustic Effect with Solidsurnal of the Acoustical Society
of America, 197558 p. S52-S52.

Rosencwaig, A. and Hall, S.$hin-Layer Chromatography and Photoacoustic Specttoy.
Analytical Chemistry, 197%17(3): p. 548-549.

K.Rajasree, V.V., P.Radhakrishnan, V.P.N.Namp@oP.G.VallabhanJse of mirage effect
for the detection of phase transitions in solileasurement Science and Technology, 1992.
4. p. 435-437.

Kuo, P.K., Lin, M.J., Reyes, C.B., Favro, L.Dhomas, R.L., Kim, D.S., Zhang, S.Y., Ingle-
hart, L.J., Fournier, D., Boccara, A.C., and Yadplib, Mirage-Effect Measurement of Ther-
mal-Diffusivity .1. ExperimenCanadian Journal of Physics, 1988(9): p. 1165-1167.
Salazar, A., Sanchez-Lavega, A., and Fernaddd@hermal-Diffusivity Measurements in
Solids by the Mirage Technique - Experimental Residurnal of Applied Physics, 1991.
69(3): p. 1216-1223.

Salazar, A., Sanchez-Lavega, A., Ocariz, Aitgday, J., Pandey, J.C., Fournier, D., and
Boccara, A.C.Novel Results on Thermal-Diffusivity Measurementénisotropic Materials
Using Photothermal Methodapplied Physics Letters, 19967(5): p. 626-628.
Rosencwaig, A. and Pines, Gtratum-Corneum Studies with Photoacoustic Spestipys
Journal of Investigative Dermatology, 19B8(3): p. 296-298.

Murphy, J.C. and Aamodt, L.®hotothermal Spectroscopy Using Optical Beam Prgbin
Mirage EffectJournal of Applied Physics, 19881(9): p. 4580-4588.

Aamodt, L.C. and Murphy, J.®hotothermal Measurements Using a Localized Exoitat
SourceJournal of Applied Physics, 19832(8): p. 4903-4914.

Boccara, A.C., Fournier, D., Jackson, W., antkA N.M.,Sensitive Photothermal Deflection
Technique for Measuring Absorption in Optically TiMedia.Optics Letters, 198@&(9): p.
377-379.

Jackson, W.B., Amer, N.M., Boccara, A.C., andrhier, D.,Photothermal Deflection Spec-
troscopy and Detectiopplied Optics, 19812(0(8): p. 1333-1344.

Welsch, E. and Ristau, Photothermal measurements on optical thin fil&gplied Optics,
1995.34(31): p. 7239-7253.

Power, J.F., Fu, S.W., and Schweitzer, MDepth Profiling of Optical Absorption in Thin
Films via the Mirage Effect and a New Inverse Seaty Theory. Part I: Principles and
MethodologyApplied Spectroscopy, 20084(1): p. 110-126.

Janssen, J., Hofmann, G.R., Faubel, W., adH., Studies of copper patina by the photo-
thermal beam deflectioffrres. J. Anal. Chem., 199860 p. 788-791.

Seidel, B.S., Diubel, O., Faubel, W., and A¢hd,, Trace Analysis of Pollutants in Water
using the Photothermal Interferometry as HPLC-D&ied-res. J. Anal. Chem., 199864 p.
900-902.

102



6. Literatur

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Franko, M. and Tran, C.DAnalytical thermal lens instrumentatioReview of Scientific
Instruments, 19967(1): p. 1-18.

Havaux, M., Lorrain, L., and Leblanc, R.\hotothermal beam deflection: a new method for
in vivo measurements of thermal energy dissipatimhphotochemical energy conversion in
intact leavesPhotosynthesis Research, 19840.p. 63-73.

Murphy, J.C., Aamodt, L.C., and Spicer, J.W Rtinciples of Photothermal Detection in
Solids in Principles and Perspectives of Photothermal andt®&aooustic Phenomena.
Mandelis, Editor. 1992. p. 41-94.

Thickness measurement of coatings and charactenizaf surfaces with surface waves - Part
2: Guide to the thickness measurement of coatiggsbtothermic method; German version
EN 15042-2:2006in DIN EN 15042-22006. p. Bild 2.

Sakashita, H., Tomita, A., Umeda, Y., NarukaMaand Kishioka, HHomogeneous Immu-
noassay Using Photothermal Beam Deflection SpemtmsAnalytical Chemistry, 1995.
67(7): p. 1278-1282.

Sennhenn, B., Giese, K., Plamann, K., Haréfigland Kolmel, K.Jn vivo Evaluation of the
Penetration of Tpoically Applied Drugs into Humakirgby Spektroskopic Method3kin
Pharmacol Physiol, 1998(2): p. 152-160.

Giese, K., Harendt, N., and Kdlmel, Horny layer permeation of vitamin E as studiediov
by spectroscopic techniqués Photoacoustic and Photothermal Phenomet@#96. Nanjing.
Almond, D.P. and Patel, P.NPhotothermal Science and Techniquest ed. Physics and its
Applications, ed. E.R. Dobbs and R.A. Palmer. 1929®don: Chapman & Hall. p. 241.
Mills, A.F.,Heat Transfer2 ed, ed. M. Horton. 1999, New Jersey: Prentiak, Hpper Sad-
dle River. p. 954.

Baehr, H.D. and Stephan, ®VArme- und Stoffiibertragung ed. Vol. 1. 2006, Berlin:
Springer. p. 757.

James, D.WThe Thermal Diffusivity of Ice and Water Betwedha#d +60 °C.J Mater Sc,
1968.3: p. 540-543.

Touloukian, Y.S.Touloukian Thermophysical Properties of Matter Thal Conductivity -
Nonmetal Solids1971: John Wiley & Sons Ltd.

Raman, C.V. and Krishnan, K.8.new kind of secondary radiatioNature, 1928121 p.
501-502.

Hirschfeld, T. and Chase, B.T-Raman Spectroscopy: Development and Justificaip-
plied Spectroscopy, 198860(2): p. 133-137.

Wen, Z.Q.Raman spectroscopy of protein pharmaceutichisirnal of Pharmaceutical Sci-
ences, 20006(11): p. 2861-2878.

McRreery, R.L.Raman Spectroscopy for Chemical Analysis J.D. Wineforder. Vol. 157.
2000: John Wiley & Sons. p. 420.

Everall, N.J.Modeling and measuring the effect of refractiortloa depth resolution of con-
focal Raman microscopy@pplied Spectroscopy, 20084(6): p. 773-782.

Everall, N., Lapham, J., Adar, F., Whitley, Bee, E., and Mamedov, ®ptimizing depth
resolution in confocal Raman microscopy: A comgarief metallurgical, dry corrected, and
oil immersion objective®pplied Spectroscopy, 20081(3): p. 251-259.

Everall, N.The influence of out-of-focus sample regions orsthitace specificity of confocal
Raman microscopyApplied Spectroscopy, 20082(6): p. 591-598.

J.P.Tomba, J.M.RConfocal Raman microspectroscopy with dry objestivedepth profiling
study on polymer film&/ibrational Spectroscopy, 20044: p. 62-68.

Stricker, H.Physikalische Pharmazi® ed. 1987, Stuttgart. p. 587.

Crank, J.The Mathematics of Diffusiodst ed. 1970, Bristol: Oxford University Press. p
347.

Faubel, W., Klewe-Nebenius, Misaelidis, H.Rchker, B., and Vendl, ANon-destructive
Surface Control Atmospherically Corroded Copper &ndnze Objectdtalian Society for
Non-Destructive Testing Monitoring Diagnostics (AP) Arte 99, 19991: p. 233-246.
Faubel, W., Heissler, S., Klewe-Nebenius, Hd Willin, H., Zerstérungsfreie Analytik zur
Uberwachung von metallischen Kunstwerken und hsstben Handschriftenn NACH-
RICHTEN-Forschungszentrum Karlsruhe Jahrg.3803: Karlsruhe. p. 202-206.

Faubel, W.Blick durch die PatinaSpectrum der Wissenschaft, 2000p. 88-90.

103



6. Literatur

70. Faubel, W., Staub, S., Simon, R., HeissleP&aki, A., and Banik, GNon-destructive
analysis for the investigation of decompositionrreena of histrorical manuscripts and
prints. Spectrochimica Acta Part B, 20®2: p. 669-676.

71. Auswahl und Benutzung von Laser-Schutz- und Jbstien, in BGI 5092 2007. p. 85.

72. Faubel, W. and Schulz, Photothermischer Sensdr994.

73. Faubel, W. and Heissler, Bhotothermisches Messsystem, europaische Paterthmme
2007.

74. Faubel, W., Gotter, B., Heil3ler, S., Schlelye],and Neubert, R.H.HDevelopment of a pho-
tothermal double beam laser scanning system inhaiopaceutical applicationsl. Phys.:
Conf. Ser., 201@®141): p. 1-5.

75. Megrab, N.A., Williams, A.C., and Barry, B.V@Qestradiol permeation through human skin
and silastic membrane: effects of propylene glaoal supersaturationl. Control. Release,
1995.36(3): p. 277-294.

76. Neubert, R. and Wohlrab, Wh, vitro methods for the biopharmaceutical evalaatof topi-
cal formulations Acta Pharm. Technol., 19986: p. 197-206.

77. Schendzielorz, A., Hanh, B.D., Neubert, R., @attewig, S.Penetration Studies of Clotri-
mazole from Semisolid Formulation Using Step-ScBiRFPhotoacoustic Spectroscopy.
Pharmaceutical Research, 1996(1): p. 42-45.

78. Schwarb, F.P., Imanidis, G., Schmith, E.W. gHal.M., and Surber, Effect of concentra-
tion and degree of saturation of topical foucinanfdrmulations of in vitro membrane
transport and in vivo availability on human ski*harm. Res., 19996: p. 909-915.

79. Twist, J.N. and Zatz, J.Unfluence of dolvents on paraben permeation thradeghlised skin
model membraned. Soc. Cosmet, Chem., 198G: p. 429-444.

80. Houk, J. and Guy, R.HMlembrane models for skin penetration studi&sem. Rev., 1988.
88(3): p. 455-472.

81. Neubert, R., Bendas, C., Wohlrab, W., Gienapaid Furst, WA Multilayer Membrane
System for Modeling Drug Penetration into Skimernational Journal of Pharmaceutics,
1991.75(1): p. 89-94.

82. Fahr, A., van Hoogevest, P., May, S., Bergsirah, and Leigh, M.L.STransfer of lipo-
philic drugs between liposomal membranes and bickdgnterfaces: Consequences for drug
delivery.European Journal of Pharmaceutical Sciences, 280%. 251-265.

83. Farst, W., Neubert, R., Richter, H., and ReplpglArzneimittelpermeation durch kinstliche
Lipidmembranen; 11. Mitteilung: Unterschiedlichermi@antypen zur Anwendung in Permea-
tionsmodellenPharmazie, 198@5: p. 120-121.

84. Ottaviani, G., Martel, S., and Carrupt, PPParallel Artificial Membrane Permeability Assay:
A New Membrane for the Fast Prediction of Passiueniin Skin Permeability.Med.Chem.,
2006.49(13): p. 3948-3954.

85. Tojo, K. and Lee, CA method for predicting steady state rate of skingtration in vivod.
Invest. Dermatol., 19892 p. 105-108.
86. Hanh, B.D.Anwendung von nicht-invasiven spektroskopischehdden zur Optimierung

der Wirkstoffpenetration aus Suspensionen (Disgerta 2001: Halle-Wittenberg. p. 47 - 50.

87. Manitz, R., Lucht, W., Strehmel, K., Weiner, &d Neubert, ROn Mathematical Modeling
of Dermal and Transdermal Drug Deliveldournal of Pharmaceutical Sciences, 18987):
p. 873-879.

88. Bertram, J.E.A. and Gosline, J.FMuntional Design of horse hoof keratin: the modlatof
mechanical properties through hydration effedtsexp. Biol., 1987130 p. 121-136.

89. Mertin, D. and Lippold, B.Cln-vitro Permeability of the Human Nail and of arggn Mem-
brane from Bovine Hooves: Prediction of the PernteiraRate of Antimycotics through the
Nail Plate and their Efficacydournal of Pharmacy and Pharmacology, 1497p. 866-872.

90. Walters, K.A. and Flynn, G.LRermeability characteristics of the human nail plabterna-
tional Journal of Cosmetic Science, 1983p. 231-246.

91. Pessoa, O., Cesar, C.L., Patel, N.A., VargasGHhizoni, C.C., and Miranda, L.C.Mwo-
beam photoacoustic phase measurement of the theifhaivity of solidsJ Appl Phys, 1986.
594): p. 1316-1318.

92. Leite, N.F., Cella, N., Vargas, H., and Mirand& .M., Photothermal measurement of ther-
mal diffusivity of polymer foilsl Appl Phys, 1987%61(8): p. 3025-3027.

104



6. Literatur

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

Balderas-Lopez, J.A. and Mandelis, Bhermal diffusivity measurements in the photoacous-
tic open-cell configuration using simple signal malization techniquesl. Appl Phys, 2001.
90: p. 2273-2279.

Marinelli, M., Murtas, F., Mecozzi, M.G., Zamimu., Pizzoferrato, R., Scudieri, S., Martel-
lucci, S., and Marinelli, M.Simultaneous determination of specific heat, thégoaductivity
and thermal diffusivity at low temperature via fitetopyroelectric techniquéppl Phys A,
1990.51(5): p. 387-393.

Salazar, A., Sdnchez-Lavega, A., and Fernadd@heory of thermal diffusivity determina-
tion by the "mirage" technique in solidkurnal of Applied Physics, 19895(11): p. 4150-
4156.

Salazar, A., Sdnchez-Lavega, A., Ocariz, Aitdaay, J., Pandey, J.C., Fournier, D., and
Boccara, A.C.Novel reslults on thermal diffusivity measurememsnisotropic materials
using photothermal method&pplied Physics Letters, 19967(5): p. 626-628.

Salazar, A. and Sanchez-LavegalAw temperature thermal diffusivity measurements of
transparent solids and gases by the mirage teclnigotoacoustic and Photothermal Phe-
nomena, 199963 p. 324-326.

Sanchez-Lavega, A. and Salazar,TAermal-Diffusivity Measurements in Opaque Solyls b
the Mirage Technique in the Temperature-Range 866:K to 1000-KJ Appl Phys, 1994.
76(3): p. 1462-1468.

Parker, W.J., Jenkins, R.J., Butler, C.P.,Alnldott, G.L.,Flash Method of Determining
Thermal Diffusivity, Heat Capacity and Thermal Coativity. J Appl Phys, 196@2(9): p.
1679-1684.

Ravi, J., Syamalakumari, B., Nandini, B., NKiP.R., and Rasheed, T.M.Aljrage Detec-
tion Applied To Low Thermal Diffusivity Measurenseoft Weakly Absorbing Thermally Thin
Plasma Polymerized FilnNondestructive Testing and Evaluation, 200%3-4): p. 149-157.
Quelin, X., Perrin, B., Louis, G., and Perdtti Three-dimensional thermal-conductivity-
tensor measurement of a polymer crystal by phototakprobe-beam deflectioRhys. Rev.
Lett., 199348(6): p. 3677-3682.

Elias, P.M., Cooper, E.R., Korc, A., and BroBrE.,Percutaneous transport in relation to
stratum corneum structure and lipid compositidninvest. Dermatol., 19816: p. 297-301.
Feldstein, M.M., Raigorodskii, I.M., lordansld.l., and Hadgraft, JModeling of percutane-
ous drug transport in vitro using skin-imitatingrbasil membranel. Control. Release, 1998.
52: p. 25-40.

Franz, T.JRercutaneous absorption. On the relevance of nodata.J. Invest. Dermatol.,
1975.64: p. 190-195.

Goates, C.Y. and Knutson, Enhanced permeation of polar compounds through imuma
epidermis. I: Permeability and membrane structualahnges in the presence of short chain
alcohols.Biochim. Biophys Acta, 19941195 p. 169-179.

Harrison, J.E., Watkinson, A.C., Green, D.Nadgraft, J., and Brain, KThe relative effect
of Azone and Transcutol on permeant diffusivity soidbility in human stratum corneum.
Pharm. Res., 19963: p. 542-546.

Rastogi, S.K. and Singh, Lipid extraction and transport of hydrophilic sadstthrough por-
cine epidermisint. J. Pharm., 200225 p. 75-82.

Weigmann, H.J., Lademann, J., v PelchrzimSerry, W., Hagemeister, T., Molzahn, R.,
Schaefer, M., Lindscheid, M., Schaefer, H., anchSkaP.,Bioavailability of clobetasol pro-
pionate — quantification of drug concentrationglie stratum corneum by dermatopharmaco-
kinetics using tape strippin&kin Pharmacol. Appl. Skin Physiol., 1992: p. 46-53.
Johnson, M.E., Berk, D.A., Blankschtein, DoJdh, D.E., Jain, R.K., and Langer, RISat-
eral diffusion of small compounds in human stratmmeum and model lipid bilayer systems.
Biophysical Journal, 19961(5): p. 2656-2668.

Johnson, M.E., Blankschtein, D., and LangerE=fRaluation of solute permeation through the
stratum corneum: Lateral bilayer diffusion as thenary transport mechanisndournal of
Pharmaceutical Sciences, 198%(10): p. 1162-1172.

Schicksnus, G. and Muller-Goymann, Cl@teral Diffusion of Ibuprofen in Human Skin
during Permeation StudieSkin Pharmacol Physiol, 20047 p. 84-90.

105



6. Literatur

112.

113.

114,

115.

116.

117.

118.

1109.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

Williams, A.C., Edwards, H.G.M., and Barry\B&, Raman-Spectra of Human Keratotic Bi-
opolymers - Skin, Callus, Hair and Nallournal of Raman Spectroscopy, 192%1): p. 95-
98.

Gotter, B., Faubel, W., Heil3ler, S., Heinadd Neubert, R.H.HDetermination of drug con-
tent in semisolid formulations by non-invasive smscopic methods: FTIR — ATR, — PAS, -
Raman and PDSJournal of Physics: Conference Series, 2@1&1): p. 1-5.

Ashworth, J., Watson, W.S., and Finlay, AThe lateral spread of clobetasol 17-propionate
in the stratum corneum in vivBr. J. Pharmacol., 198819 p. 351-358.

Weigmann, H.J., Lademann, J., Schanzer, &debhann, U., von Pelchrzim, R., Schaefer, H.,
Sterry, W., and Shah, V.RCprrelation of the local distribution of topicallpplied substanc-
es inside the stratum corneum determined by tapEpstg to differences in bioavailability.
Skin Pharmacol. Physiol. Appl. Skin Physiol., 2004.p. 98-102.

Chambin-Remoussenard, O., Treffel, P., Becktend Agache, PSurface recovery and
stripping methods to quantify percutaneous absorptf caffeine in humang. Pharm. Sci.
Vol. 82. 1993. p. 1099.

Jacobi, U., Wiegmann, H.-J., Baumann, M., Reié.-I., and Sterry, WLateral Spreading

of Topically Applied UV Filter Substances Investiggbby Tape Strippingkin Pharmacol
Physiol, 200417: p. 17-22.

Lieber, C.A. and Mahadevan-JansenD&yelopment of a handheld Raman microspectrome-
ter for clinical dermatologic application®©PTICS EXPRESS, 20015(19): p. 11874-11872.
Caspers, P.J., Lucassen, G.W., Wolthuis, RinlBg, H.A., and Puppels, G.In, vitro and in
vivo Raman spectroscopy of human sBinspectroscopy, 1998(5): p. S31-S39.

Caspers, P.J., Lucassen, G.W., Carter, ErfiniBg, H.A., and Puppels, G.In, vivo confo-
cal Raman microspectroscopy of the skin: Nonineadatermination of molecular concentra-
tion profiles.Journal of Investigative Dermatology, 20016(3): p. 434-442.

Caspers, P.J., Lucassen, G.W., and PuppédlsC@mbined in vivo confocal Raman spectros-
copy and confocal microscopy of human sBimphysical Journal, 20085(1): p. 572-580.
Chrit, L., Bastien, P., Sockalingum, G.D.,iBs&, D., Leroy, F., Manfait, M., and Hadjur, C.,
An in vivo randomized study of human skin moisttion by a new confocal Raman fiber-
optic microprobe: Assessment of a glycerol-basetldtion cream.Skin Pharmacology and
Physiology, 200619(4): p. 207-215.

de Faria, D.L.A. and de Souza, M.Raman spectra of human skin and nail excited in the
visible regionJournal of Raman Spectroscopy, 18%3): p. 169-171.

Schallreuter, K.U., Moore, J., Behrens-Willgr8., Panske, A., and Harari, Rapid initia-
tion of repigmentation in vitiligo with Dead Seachtotherapy in combination with pseudo-
catalase (PC-KUS)nternational Journal of Dermatology, 20@2: p. 482-487.

Gotter, B., Faubel, W., and Neubert, R.HRhotothermal imaging for 3 D surface analysis
for membrane drug deliverfeur. J. Pharm. Biopharm., 201041): p. 26-32.

Lin-Vien, D., Colthup, N.B., Fateley, W.G. da@rasselli, J.GThe Handbook of Infrared
and Raman Characteristic Frequencies of Organicedoles 1 ed. 1991, San Diego: Aca-
demic Press. p. 503.

Arbiser, J.L., Klauber, N., Rohan, R., vaniwen, R., Huang, M.T., Fisher, E., Flynn, E.,
and Byers, H.R.Curcumin is an in vivo inhibitor of angiogenediol. Med., 19984(6): p.
376-383.

Huang, M.T., Newmark, H.L., and Frenkel, Ikhibitory effects of curcumin on tumorigene-
sis in miceJJ. Cell. Biochem., 19987(27): p. 26-34.

Phan, T.T., See, P., Lee, S.T., and Chan, Brdtective Effects of Curcumin against Oxida-
tive Damage on Skin Cells In Vitro: Its Implicatitor Wound Healingd. Traum. Inj. Inf. Cri.
Car., 200151(5): p. 927-931.

Lademann, J., Richter, H., Otberg, N., LawrénzBlume-Peytavi, U., and Sterry, Ippli-
cation of a Dermatological Laser Scanning Confddatroscpe for Investigation in Skin
Physiology Laser Physics, 2003. 13(5): p. 746-760.

Otberg, N., Richter, H., Knuttel, H., Schagf¢r, Sterry, W., and Lademann, J., Laser spec-
troscopic methods for the characterization of ogyeth closed follicles. Las. Phys. Let., 2004.
1(1): p. 46-49.

106



6. Literatur

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142,

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

Teichmann, A., Heuschkel, S., Jacobi, U., BaBl, Neubert, R., Sterry, W., and Lademann,
J., Comparison of stratum corneum penetration acalization of a lipophilic model drug ap-
plied in an o/w microemulsion and an amphiphilieaan. Eur. J. Pharm. Biopharm., 2007.
67(3): p. 699-706.

Schlegel, M., Erprobung der Photothermischah&blenkung zur Bestimmung der Schicht-
dicken und Temperaturleitfahigkeitenvon Werkstoféemer Ersatzzelle fur Li-lonen Batte-
rien, in Institut fir Thermsiche VerfahrenstechrR10, KIT: Karlsruhe. p. 82.

Dietrich, B., Schlegel, M., Heil3ler, S., Kild,, and Faubel, W., Determination of thermal
diffusivity of ceramics by means of photothermahimedeflection. J. Phys.: Conf. Ser., 2010.
214(1): p. 1-5.

Brown, S.M., Baesso, M.L., Shen, J., and SnBdR., Thermal diffusivity of skin measured
by two photothermal techniques. Analytica Chimiazad 1993. 282: p. 711-719.

Dias, D.T., Nuglish, L.E.R., Sehn, E., Bae$4d,., Medina, A.N., and Bento, A.C., Human
nail thermal diffusivity obtained using the operofiacoustic cell technique. Journal de Phy-
sique IV, 2005. 125: p. 657-660.

Rodriguez, G.P., Arenas, A.C., Hernandez, R.AStolik, S., Orea, A.C., and Sinencio, F.S.,
Measurement of thermal diffusivity of bone, hydrapsgtite and metals for biomedical appli-
cation. Analytical Sciences, 2001. 17: p. 357-360.

Zhang, S.L., Caspers, P.J., and Puppels,I®&VMivo Confocal Raman Microspectroscopy of
the Skin: Effect of Skin Care Products on Molec@ancentration Depth-Profiles. Microsc
Microanal, 2005. 11(2): p. 790-791.

Zhang, G., Moore, D.J., Sloan, K.B., FlachR.Cand Mendelsohn, R., Imaging the Prodrug-
to-Drug Transformation of a 5-Fluorouracil Deriwatiin Skin by Confocal Raman Microsco-
py. Journal of Investigative Dermatology, 2007. :1271205-1209.

Chrit, L., Hadjur, C., Morel, S., Sockalingué, Lebourdon, G., Leroy, F., and Manfait, M.,
In vivo chemical investigation of human skin usagonfocal Raman fiber optic microprobe.
Journal of Biomedical Optics, 2005. 10(4).

Xiao, C., Flach, C.R., Marcott, C., and Mesdhh, R., Uncertainties in Depth Determination
and Comparsion of Multivariate with Univariate Aysik in Confocal Raman Studies of a
Laminated Polymer and Skin. Applied Spectroscopp42 58(4): p. 382-389.

Gotter, B., Faubel, W., and Neubert, R.H.HIRFmicroscopy and confocal Raman micros-
copy for studying lateral drug diffusion from a gsatid formulation. Eur. J. Pharm. Bio-
pharm., 2010. 74(1): p. 14-20.

Lahjomri, F., Benamar, N., Chatri, E., andlaab, R.M., Study of the Diffusion of some
Emulsions in the Human Skin by Pulsed Photoaco&gtectroscopy. Physics in Medicine
and Biology, 2003. 48: p. 2729-2738.

Lahjomri, F., Puccetti, G., Leblanc, R.M., &laV., Denis, A., and J.F., T., Pulsed Photoa-
coustic Study of the Diffusion of Chromophores iann Skin. J. Photochemistry and Pho-
tobiology, 1997. 65(2): p. 292-302.

Barja, P.R. and Veloso, D.J.D.V., Photoacousitidy of the penetration kinetics of nimesulid
into human skin. Journal of Physics: Conferenc&eSg2010. 214: p. 1-4.

Christ, A., Szurkowski, J., Hanh, B.D., Waiigws., Kopycinska, M., Neubert, R.H.H., and
Cobet, U., Drug penetration into a membrane ingastid by photoacoustic and FTIR-ATR
spectroscopy. Analytical Sciences, 2001. 17: p-S313.

Bodzenta, J., Hanh, B.D., Kazmierczack, Auldést, R.H.H., and Wartewig, S., Investigation
of ketoconazole diffusion into collodion membraneig step-scan FTIR-PAS technique.
Journal de Physique IV, 2004. 117: p. 13-16.

Xiao, P., Ciortea, L.I., Singh, H., Cui, Yefl§, E.P., and Imhof, R.E., Opto-thermal in-vivo
skin hydration measurements — a comparison studiffefent measurement techniques.
Journal of Physics: Conference Series, 2010. 21%:4p

Xiao, P., Cowen, J.A., and Imhof, R.E., In®/ilransdermal Drug Diffusion Depth Profiling
- A New Approach to Opto-Thermal Signal AnalysisAdalyt. Sci., 2001. 17: p. 349-352.
Bindra, R.M.S., Eccleston, G.M., Imhof, R&hd Birch, D.J.S., Optothermal Invivo Monitor-
ing of Human Skin Condition. Prediction of Percians Penetration : Methods, Measure-
ments, Modelling, Vol 2, 1991: p. 628-635.

107



6. Literatur

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

Bindra, R.M.S., Imhof, R.E., Eccleston, G.&hd Birch, D.J.S., Monitoring Changes in Skin
Condition Due to the Application of Dmso, Using@ptothermal Technigue. Proceedings of
Laser Surgery : Advanced Characterization, Thertagewand Systems Ill, 1992. 1643: p.
299-309.

Bindra, R.M.S., Imhof, R.E., and EcclestonViGIn-Vivo Optothermal Measurement of Epi-
dermal Thickness. Journal De Physique lv, 19947%(@. 445-448.

Bindra, R.M.S., Imhof, R.E., Mochan, A., anttleston, G.M., Optothermal Technique for
in-Vivo Stratum-Corneum Hydration Measurement. dalbDe Physique Iv, 1994. 4(C7): p.
465-468.

Xiao, P., Cowen, J.A., and Imhof, R.E., In®/ilransdermal Drug Diffusion Depth Profiling
- A New Approach to Opto-Thermal Signal AnalysisNNALYTICAL SCIENCES APRIL
2001, VOL.17 Special Issue, 2001. 17: p. 349-352.

Notinger, I. and Imhof, R.E., Mid-infraredvivo depth-profiling of topical chemicals on
skin. Skin Research and Technology, 2004. 10(2)1B-121.

Plamann, K., Giese, K., Sennhenn, B., Haré&hdand Kolmel, K., In vivo evaluation of the
human skin permeation of topically applied lighsatbing agents by a mirage effect spec-
trometer, in Photoacoustic and Photothermal Phenartie 1992, Springer Verlag: Berlin. p.
92-94.

Power, J.F., Fu, S.W., and Schweitzer, M.&pth Profiling of Optical Absorption in Thin
Films via the Mirage Effect and a New Inverse Szaiy Theory. Part I: Principles and
Methodology. Appl Spectrosc, 2000. 54(1): p. 116-12

Power, J.F., Nepotchatyhk, O.V., and Fu, SB¥aluation of Mirage Effect Spectrometry for
Optical Absorption Depth Profiling of Photodegradatin Thin Poly(vinylchloride) Films.
Appl Spectrosc, 2000. 54(12): p. 1782.

108



7. Anhang

7. Anhang

7.1.Dokumentation zum Scannersystem fur die Thermiddhee Oberflachenpru-

fung

Autor:

Microcontrollerbasierte

Mess-, Steuer- und Regelungstechnik
Dipl.-Ing. (FH) Martin Mensch

Gudrunstr. 7

76 227 Karlsruhe
martin.mensch@mm-uC-systems.de
Bearbeitungszeitraum:

Marz 2008 bis Mai 2009

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

2 Justage

2.1 Justage der Detektoreinheit

2.2 Synchronisation Scanner - Limes-Achse
3 Bedienung der Software

3.1 Start

3.2 Ubersicht

3.3 Die Flachenmessung

3.3.1 Ablauf einer Messung

3.3.1.1 Registerkarte ,allgemein“

3.3.1.2 Registerkarte ,Kommentar”

3.3.1.3 Registerkarte ,,Grundeinstellungen”
3.3.1.4 Registerkarte ,Gerateparameter”
3.3.1.5 Registerkarte ,Probenparameter”
3.3.1.6 Registerkarte ,Position anfahren®
3.3.1.7 Registerkarte ,Start / Stopp*

3.3.1.8 Registerkarte ,Darstellung*

3.4 Die Zero-Crossing-Messung

3.4.1 Ablauf einer Messung

3.4.1.1 Registerkarte ,Zero Crossing Parameter”
3.4.1.2 Registerkarte ,Position anfahren*
3.4.1.3 Registerkarte ,Start / Stopp*

3.5 Die Einpunktmessung

3.5.1 Ablauf einer Messung

3.5.1.1 Registerkarte ,Messungsparameter*
3.5.1.2 Registerkarte ,Position anfahren*
3.5.1.3 Registerkarte ,Start / Stopp*

3.5.1.4 Registerkarte ,Darstellung*

3.6 Ansehen gespeicherter Messdaten
3.7 Konfigurationen speichern und laden
4 Dateiformat der Messdatendateien
4.1 Messdatenformat Flachenmessung

4.2 Messdatenformat Zero-Crossing-Messung

4.3 Messdatenformat Einpunktmessung

110
110
100
111
112
112
112
112
113
113
113
311
113
114
511
115
116
116
116
116
711
117
118
118
118
911
119
119
119
120
120
120
120
121

109



7. Anhang

1 Einleitung

Mit dem Scannersystem zur Oberflachenprifung naah dhermische Linse Verfahren steht
eine Anlage zur Verfugung, deren Funktion von denessenden Probe weitgehend unabhangig
ist, das heif3t, die Probe muss nicht in die Apparaingesetzt werden, sondern kann von auf3en
an sie angelegt werden. Dadurch kénnen verschiegl@meben unterschiedlicher Grol3e und Art
vermessen werden.

Diese Eigenschaft wird erreicht durch ein Scanrstesy, dass den Anregungslaserstrahl auf der
Probe positioniert. Der Detektionslaserstrahl vgleichzeitig mit einer motorischen Verschiebe-
einheit entsprechend positioniert. So kann die @nattbewegt vor der Apparatur befestigt wer-
den. Diese Dokumentation beschreibt die EinrichtdegApparatur und die Bedienung der PC-
gestiutzten Bedien- und Visualisierungssoftware.

2 Justage

2.1 Justage der Detektoreinheit

Der eigentliche PSD-Detektor bzw Lateraldiode liegiter einem Rotfilter zur Streulichtredukti-
on. Daher kann man nicht rein optisch den Lasamaptauf den Detektor positionieren. Mit den
folgenden Schritten sollte eine Justage mit Hikke dnalogen Ausgangssignale einfach mdglich
sein. Diese Analogsignale sind das Summen- unddésenzsignal der Signale von den beiden
Enden des PSD (jeweils elektronisch aufbereite}s Bummensignal folgt (unter normalen Be-
triebsbedingungen) der Lichtintensitat, die auf ®®SD fallt. Das Differenzsignal ist abhangig
von der Position des Laserstrahls in axialer Rioptauf dem PSD. Die Achse des PSD verlauft
parallel zur kurzen Seite des Detektorkopfgehéauass, hier in senkrechter Richtung. Die analo-
gen Ausgangssignale sind an zwei BNC-Buchsen désidses der Elektronikhaupteinheit zu-
ganglich, sie befinden sich auf der Seite des Gadgiuan der der Detektorkopf angeschlossen
wird (RJ45-Buchse). Die BNCBuchse, die direkt neden RJ45-Buchse liegt, gibt das Diffe-
renzsignal aus, die zweite das Summensignal. Da@8mgen kdnnen maximal +/- 5V betragen.

Schrittweise Justage:

« der Detektorkopf muss so eingebaut werden, dasstieermische Linse den Laserstrahl in axia-
ler Richtung des PSD auslenkt

« die elektrischen Anschlisse werden richtig aniglessen

« die Versorgung wird eingeschaltet

« der Detektionslaserstrahl wird in etwa mittig dein Rotfilter ausgerichtet

* am Summensignal wird beobachtet, ob der Laséistcdon auf den PSD fallt, indem man den
Detektionsstrahlengang unterbricht und das Sigeabachtet.

» wenn dabei keine Anderung des Signals zu seltaimis der Spannungswert nur wenige mvV
betragt, dann muss der Laserstrahl erst noch griotbem PSD justiert werden

» dazu vorzugsweise senkrecht zur axialen PSD-Bnghverstellen und dabei prifen, ob man ein
Signal erhalt. Ggf. auch axial verstellen. In einéeid von max 5 x 5 mm um die Mitte des Rot-
filter sollte ein Signal zu finden sein

* bei vorhandenem PSD-Signal nun senkrecht zudleaxiRSD-Richtung in beide Richtungen
soweit verstellen, bis das Signal anfangt zu vevaaten, jeweils die Position merken. Dann die
Mitte zwischen diesen Positionen einstellen. Desdrstrahl befindet sich nun auf der Mittelachse
des PSD.

* in axialer Richtung verstellen, bis das Differsignal 0 anzeigt. In einer Richtung sollte nun ein
positives, in der anderen ein negatives Differegrmadi ausgegeben werden.

* nochmal die Ausrichtung auf der Achse einstelieadem senkrecht zur Achse zwischen die
beiden Punkte, an denen das Signal verschwindgtjguoert wird.
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* nun muf3 noch die Lichtintensitat des Detektiosesistrahls eingestellt werden. Diese sollte so
hoch wie mdglich sein, ohne dass der PSD (iberstetet. Ubersteuerung zeigt sich dadurch,
dass das Summensignal an verschiedenen axialeioResinicht konstant bleibt.Beim Verfahren
des Detektionslaserstrahls in axialer Richtung dag Summensignal zwischen den beiden axia-
len Endpunkten, an denen das Signal ganz zu vensdbw beginnt, nicht mehr als 1% (noch
genau festzulegen) schwanken. Wenn doch, mussadierleistung reduziert werden. Das Sum-
mensignal darf nicht mehr als 2,5 Volt betragen.

* Fir eine zuverlassige Messung ist wichtig, dassifferenzsignal keinen Offset hat. Das heif3t,
das Differenzsignal muss, wenn keine Thermischeed.ivorliegt, null sein. Ein Weglaufen der
Nulllinie im Verlauf langerer Messungen muss kagitgwerden.

2.2 Synchronisation Scanner - Limes-Achse

Um uber das gesamte Probenfeld einheitliche Megstpaisigen zu haben, mussen die Scan-
nereinheit, die den Anregungslaserstrahl positibnied die Limes-Achse, die den Detektionsla-
serstrahl positioniert, synchronisiert werden. D& Flositionierungsauflosung des Detektionsla-
serstrahls Uber die mechanischen Elemente der Liwlse fest eingestellt und kalibriert ist,
wahrend die Positionierungsauflosung des Anregasgsstrahls vom Abstand Scanner - Probe
abhangig ist, wird zur Synchronisierung in die Rosierparameter des Anregungslaserstrahls
eingegriffen. Es wird in der Registerkarte ,Geratgmeter” die Positionierauflésung in pm ein-
gegeben, d.h. die kleinst mogliche Schrittweite,diender Anregungslaserstrahl versetzt werden
kann. Dieser Wert muss so gewahlt werden, dassethéve Position von Anregungslaserstrahl
und Detektionslaserstrahl Uber der gesamten Priglodef unverandert bleiben. Fir x- und y-
Richtung sollte derselbe Wert eingestellt werdéngdfe Synchronisierung wichtig ist aber nur der
y-Wert. Als Startwert eignet sich 0,5um bei einebs#@and Scannerspiegel zu Probe von ca.

16 cm. Um die Grol3e praktisch einzustellen, muss ibeaativ vorgehen. Es wird dazu eine Probe
bendtigt, die Uber die gesamte zu messende Flaziglich ihrer photothermischen Eigenschaf-
ten homogen ist.

Ablauf der Synchronisation:

» Zunachst befindet sich die Limes-Achse, die detektionslaserstrahl positioniert, nach dem
Herstellen der Verbindung auf der Registerkarteuf@einstellungen” in einer mittleren Position.
» Der Anregungslaserstrahl wird durch Verdrehen$esnnerspiegels fur die senkrechte Position
in seiner Halterung (der gesamte GalvomodICHT nur der eigentliche Spiegdl) in erster
Naherung zur Deckung mit dem Detektionslaserstiahtacht.

 Eine genauere Deckung kann nun mit den Verfatobhstauf der Registerkarte ,Position anfah-
ren” hergestellt werden. Dabei ist zu beachtens daslinken vertikalen Buttons Anregungslaser-
strahl und Detektionslaserstrahl verfahren, wéakiiermechten vertikalen Buttons nur den Detekti-
onslaserstrahl verfahren.

* Nun wird ein maximales Thermische-Linse-Signailgeistellt und mit dem Oszilloskop uber-
wacht.

» Der Versatz zwischen Anregungslaserstrahl uncel®inslaserstrahl wird mit dem entspre-
chenden Button null gesetzt.

* Beim Verfahren von Anregungslaserstrahl und Detaklaserstrahl auf der Probe (linke verti-
kale Buttons) wird beobachtet, ob sich das thermeiddnse Signal verandert. Tritt eine deutliche
Anderung ein, so ist diese wegen der HomogenitatPdebe auf eine relative Bewegung zwi-
schen Anregungslaserstrahl und Detektionslasetstumtickzufiihren. Um kleinere Inhomogeni-
taten auszugleichen, kann man in regelméRigen Atbstimit den rechten Buttons erneut das
Maximum der Thermischen Linse suchen und den Veitsaitweiterem Verfahren mit den linken
Buttons stehen lassen.

111



7. Anhang

» Mit den rechten Buttons wird nun am Ende der &ler$trecke nur der Detektionslaserstrahl so
verschoben, dass wieder das Maximum der Thermiscimse eingestellt ist. Es muss naturlich
auch die gleiche Halfte der thermischen Linse gseresverden.

* Nun wird aus den Grél3en

« aktuell eingestellte Positionierauflésung desefungslaserstrahls ds_alt

« gefahrener Gesamtweg s

* Versatz des Detektionslaserstrahls d

die neue einzusetzende Positionierauflésung dsbeeachnet:

ds_ neu=ds alt*s/(s-d)

die Vorzeichen von s und d missen beachtet wetden !

« Dieses Vorgehen wird so oft wiederholt, bis kelmelerungen mehr nétig sind.

» Eine abschlielende Prifung des Ergebnisses kagurch erfolgen, dass eine mdglichst grol3e
Flache der homogenen Probe gescannt wird. Dab&rsalich fur Amplitude und Phase ebene,
waagerecht liegende Flachen ergeben. Dies setztiaifys eine besonders gute Homogenitat der
Probe voraus.

3 Bedienung der Software

3.1 Start

Zum Starten der Software wird auf die Datei TL_SwanLimes.exe bzw einen entsprechenden
Desktoplink doppelgeklickt.

3.2 Ubersicht

Die Benutzeroberflache des Programms besteht au8dreichen: oben befindet sich das Mend,
darunter der grol3e Bereich zur Darstellung der Meds und unten in verschiedenen Register-
karten die Einstellmdglichkeiten der Parameter.dizaBereiche unterschiedliches Aussehen und
Funktion haben, je nach Art der durchgefuhrten Megswerden im Folgenden die Ablaufe fur
die einzelnen Messmethoden beschrieben und dabeli@konkrete Bedienung der jeweiligen
Elemente eingegangen.

3.3 Die Flachenmessung

Zweck der Flachenmessung ist, die raumliche Vertegildes Thermische-Linse-Signals auf einer
flachigen Probe zu ermitteln. Dazu wird die ProbenSystem abgescannt und die Messergebnis-
se fur jeden Punkt gemessen und in einem entsprdeheDiagramm dargestellt. Dieses Dia-
gramm ist ein 3D-Diagramm, dass in seiner Grunt#adie Probe wiedergibt und in der Hoch-
achse die Signalhthe darstellt. Da es zwei MesaEgyibt, Amplitude und Phase, werden auch
zwei 3D-Diagramme dargestellt, die synchron mit 8esrten entsprechend dem Scanfortschritt
befillt werden. Links wird die Amplitude aufgetrageechts die Phase.

Bedienung der Diagramme:

Beim Eintritt in die Diagrammfelder wird der Maugger zu einer Hand. Halt man so die linke
Maustaste gedriickt, und bewegt den Mauszeigerredt dich die Box mit und man kann den
Blickwinkel auf die Datenflache a&ndern. Eine spizidnsicht, von oben auf die Datenflache,
erhalt man durch Klicken auf den Button ,2D* untiam jeweiligen Diagramm. Zurlck zur vari-
ablen 3D-Ansicht durch Klicken auf den Button ,3D".

Fahrt man mit dem Mauszeiger tber die Datenflasheyerden unter dem entsprechenden Dia-
gramm die Werte des

Messpunktes, auf den der Finger zeigt, darges¥lity- und Z-Koordinate und die Zeit, zu der
der Messpunkt aufgenommen wurde.
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3.3.1 Ablauf einer Messung

Fur eine Flachenmessung muss im Meni ,Modus"” ,Féaahessung” ausgewahlt sein. Nun kon-
nen auf den Registerkarten die notigen Einstellordyachgefuhrt werden. Am besten geht man
die Registerkarten von links nach rechts durch madht die Einstellungen entsprechend der ge-
winschten Messung. Mit der Tabulatortaste kann dharFelder, auf denen Einstellungen ge-
macht werden kénnen, einfach der Reihe nach amggprin

3.3.1.1 Registerkarte ,allgemein”

Geben Sie den Titel der Messung und den BearlsiteDiese Angaben dienen nur zur Informa-

tion und werden mit den Messwerten gespeichert.

Die Startzeit der Messung wird vom System autorolatiergeben und kann nicht verandert wer-

den. Tragen Sie bei ,Datei fir Messdaten“ eineneib@men ein oder wahlen Sie eine Datei

durch klicken auf ,auswahlen* aus. Die Einstelluhgs Dezimalzeichens, Komma oder Punkt,

wirkt sich auf die Darstellung der gespeicherterséteerte aus. Je nach Programm, bzw Lander-
einstellung des PC, mit dem die Daten spater waitarbeitet werden sollen, muss die richtige

Einstellung gewahlt werden.

3.3.1.2 Registerkarte ,Kommentar*

Geben Sie einen Kommentar Ihrer Wahl ein, er dient zur Information und wird mit den
Messwerten gespeichert. Der Kommentar kann auchremdhlaufender Messungen geandert
werden. Allerdings muss dann die Messung nach Bed&lessung erneut von Hand gespeichert
werden.

3.3.1.3 Registerkarte ,Grundeinstellungen*®

Wahlen Sie die Schnittstellen, an denen die Elektlmupteinheit bzw die Limes-Achse ange-
schlossen sind und stellen Sie mit den Button&/dmindung her. Wenn Sie nicht sicher sind, an
welcher Schnittstelle was angeschlossen ist, muSsemlie Moglichkeiten durchprobieren. Be-

ginnen Sie dazu mit der Limes-Achse. Wenn Sie dischliisse nicht verandern, werden bei er-
neutem Programmstart die alten Werte beibehalten.

3.3.1.4 Registerkarte ,Gerateparameter”

Wabhlen Sie die Chopperfrequenz (zulassige Wert®bi4 100,0 Hz)

Wahlen Sie Einstellungen, die das Hardware-Verhdeeinflussen:

* Verstarkung Vorverstarker:

Die Verstarkung des Vorverstérkers im Detektorkigufin in Schritten von/10 eingestellt wer-
den. Bitte bedenken Sie, dass hohe Verstarkung dastRauschen erhoht, es sollte daher ein
maoglichst hohes Signal bei mdglichst niedriger Yéasingsstufe angestrebt werden.

* Pos.-Auflésung X und Y:

Der Wert gibt an, wie viel um Versatz auf der Prebee kleinstmdgliche Winkelverstellung des
Scanners bewirkt. Der Wert wird fir die Synchrohi@ader Limes-Achse mit dem Scanner ver-
wendet. Zur Ermittlung der Werte siehe Kapitel ,8yronisation Scanner - Limes-Achse”. Fur X
und Y sollte derselbe Wert eingetragen werden. Bingerung dieser Werte filhrt zum Beenden
der Verbindungen zur Elektronikhaupteinheit und kzunes-Achse, so dass eine Neuinitialisie-
rung dieser beiden durchgefihrt werden muss.

» Chopperperioden pro Messung:

Der Wert gibt an, Uber wieviele Chopperperioden igiefhwird, um einen Messpunkt aufzuneh-
men (zulassige Werte = 1 bis 100). Je groRer det,Wmso langer dauert eine Messung, aber
umso mehr wird Rauschen unterdrickt. Die BerechrdargMesswerte bertcksichtigt diese Ein-
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stellung, so dass sie auf die Hohe der Counts aesivhgen keinen Einfluss hat. Es ist also nur
ein Einfluss auf das Rauschen vorhanden. Ein hohgest erhoht auch die Empfindlichkeit ge-
gen Abweichungen der Chopperfrequenz. Ist der Géropight richtig stabil, kbnnen so Ausreil3-
erwerte entstehen. Es muss also abgewagt werdesthem den Bedurfnissen an das Signal-
Rauschverhaltnis, der Messzeit und der Empfindeahibzgl der Chopperstbilitat.

3.3.1.5 Registerkarte ,Probenparameter”

Hier wird das Probenfeld spezifiziert:

« Startposition X und Y gibt die Startecke in Beaud die aktuelle Position des Nullpunktes an.
Alternativ kann die Startecke in der RegisterkgResition anfahren gewahlt werden. Bei einer
senkrecht stehenden Probe und Blick aus RichtusgAaeegungslaserstrahl befindet sich der
Startpunkt unten links.

» Gesamtweg X und Y gibt die Dimension des Prolddatean. Alternativ konnen die Dimensio-
nen durch Wahl eines Endpunkts in der Registerkasition anfahren” gewéhlt werden.
 Schrittweite X und Y wahlt die raumliche Auflosyder Messung. Es sind minimal 2x2 Mess-
punkte moglich.

» Wartezeit an Messpunkt gibt an, wieviel Zeit n&ctfahren einer neuen Messposition und vor
Beginn der Messung gewartet werden soll. In digsst kann sich die Thermische Linse und
deren elektronisches Messsignal stabilisieren. Eeeignete Wahl dieses Wertes ist von ver-
schiedenen Parametern abhangig wie zB der Gleidgkeittder Probe.

 Zeit pro Scan zeigt die voraussichtliche DauaegiScans des Probenfeldes mit den eingestell-
ten Werten an. Der Wert ist gultig, wenn im zulegetinderten Feld ,Return* gedrtickt wurde
oder wenn der Fokus vom zuletzt gednderten Feligrantwird, dh. wenn in ein anderes Feld
geklickt wird oder die Tabulatortaste gedriickt waurd

Hier ist keine Eingabe moglich.

* Im Bereich ,mehrere Chopperfrequenzen“ kann ¢aie- oder mehrmalige) Wiederholung des
Scans mit einer geanderten Chopperfrequenz gewahilen. Jeder neue Scan wird in eine eigene
Datei abgespeichert.

» Anzahl wahlt die Anzahl der Scans, dh. Eintraf bedeutet keine Wiederholung

« Delta Chopperfreq wahlt die Anderung der Chopperienz.

* Im Bereich ,mehrere Scans" kann eine (ein- odehmalige) Wiederholung des Scans incl.
Chopperschleifen gewéhlt werden. Jeder neue Saanmeine eigene Datei abgespeichert.

* Anzahl wahlt die Anzahl der Scans, dh. Eintragbedeutet keine Wiederholung

» Periode gibt die Periode der Wiederholungen aeniVein Scan inclusive Chopperschleifen
l&anger als die Periode dauert wird sofort der n&c8san gestartet.

* Ruheposition bestimmt einen Punkt, an dem deedumgsstrahl platziert wird, wenn nach
abgeschlossenem Scan auf den Ablauf der PeriodeStarhdes néchsten Scans gewartet wird.
Der Wert ist als Entfernung in negativer x- undigfRung vom Startpunkt zu verstehen.

* Bei Laserleistung kann ein Wert zur Dokumentagormgegeben werden, als Beispiel:

mehrere Chopperfrequenzen: Anzahl = 3; Delta Chdgupienz = 2 Hz

mehrere Scans: Anzahl = 2, Periode = 30 min, Ruigpo = 2 mm

Registerkarte Gerateparameter: Chopperfrequen#z 10

ergibt folgenden Ablauf:

*Zeit=0

* Scan mit 10 Hz

* Scan mit 12 Hz

* Scan mit 14 Hz

« fahren an Ruheposition bei -2 mm / -2 mm vomtBtarkt aus

» warten, bis Zeit = 30 min, ggf sofort weiter
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* Scan mit 10 Hz
e Scan mit 12 Hz
* Scan mit 14 Hz

3.3.1.6 Registerkarte ,Position anfahren®

Hier kann die Position des Messpunktes auf derdwvelfahren werden und die relative Position
des Detektionslaserstrahls zum Anregungslasersgedmdert werden. Um die Aktivitaten aus-
fuhren zu koénnen, muss eine Verbindung zur Mestelek und zur Limes-Achse bestehen.
Wenn eine dieser Verbindungen nicht besteht, wicthtrdie Registerkarte ,Position anfahren®
gezeigt, sondern es wird zur Registerkarte ,,Grumstellungen” gesprungen.

Die Pfeilbuttons in Kreuzanordnung andern die Rasitles Messpunktes bei gleichbleibender
relativer Position Anregungsstrahl zu DetektioraddtrDas bedeutet, in vertikaler Richtung ver-
fahren Anregungs- und Detektionsstrahl, wahrentidrizontaler Richtung nur der Anregungs-
strahl verfahrt (und zwar in Strahlrichtung des dbé&bnsstrahls). Im Feld ,aktuelle Position”
wird die aktuelle Position mit Bezug auf den zulegewéahlten Nullpunkt angezeigt. Wird der
Button ,=> Startposition“ gedrickt, so wird die aktle Position als Startposition fiur die Mes-
sung gesetzt und die entsprechenden Eintrage ifRégisterkarte ,Probenparameter® geandert.
Ist die Probe neu, d.h es besteht kein Bezug zinevigen Messung, so wird die aktuelle Position
gleichzeitig als Nullpunkt gesetzt. Besteht ein Bgzur vorherigen Messung, also es soll zB ein
Ausschnitt der vorherigen Messung gemessen werdieamy bleiben die Positionskoordinaten
unveréndert. Wird der Button ,=> Endposition” gecki} so wird die aktuelle Position als Endpo-
sition fur die Messung gesetzt. Mit Bezug auf diarposition werden die Dimensionen der Pro-
be in der Registerkarte ,Probenparameter” gedndextPfeilbuttons in vertikaler Anordnung
andern nur die Position des Detektionsstrahls divies nur die Limes- Achse verfahren. Das
Feld ,Versatz“ zeigt die relative Position zum Aguagsstrahl an. Der Wert des Versatzes kann
mit dem entsprechenden Button zu null gesetzt werktit der Anderung der relativen Position
des Detektionsstrahls zum Anregungsstrahl kanmplienale Stellung fir die Messung der ther-
mischen Linse gefunden werden. Die zwei Zeigemumsénte dienen als Hilfe bei der Einstellung
einer thermischen Linse. Sie kbnnen auch alterriétivie auf einem Oszilloskop darstellbaren
Signale Summensignal und Differenzsignal verwengstden (die zur Justage notwendige Ein-
stellung von DC-Anteil des Differenzsignal = 0 gehit dem Amplitudenwert aber nicht !).
Links wird die Gesamtintensitat des auf den Detekdlbenden Laserlichts in mV angezeigt. Dies
entspricht dem Summensignal. Hier darf ein Maxinestwon 2500mV nicht Uberschritten wer-
den. Andererseits sollte der Wert so grol3 wie netiglsein, um ein gutes Signal-Rausch-
Verhéltnis zu erreichen Rechts wird die Amplitués dlessignals in Counts angezeigt. Hier kann
abgelesen werden, wie stark eine thermische Linsegea Position des Detektionsstrahls aktuell
ist. Mit den Buttons unter den Instrumenten kamexddessbereich umgeschaltet werden.

3.3.1.7 Registerkarte ,Start / Stopp*”

Hier erfolgt der Start und Stopp einer Messreihe die Anzeige des Fortschritts

Nach kompletter Einstellung der Parameter kann Stetrt die Messreihe gestartet werden. Es
erfolgt eine Abfrage, ob Einstellungen, die nichh\der Software vorgenommen werden kdnnen,
richtig gesetzt wurden. Bei laufender Messung zeegt obere Fortschrittsbalken den Fortschritt
des aktuellen Scans an, der untere den der gesatetesung. Wahrend der Messung wird unter
den Diagrammen die aktuelle Messposition sowieadtieelle Aktivitdt des Systems angezeigt.
Die Registerkarten sind fur Eingaben gesperrt, eyfd@nmmentar” und ,Darstellung®. Die Mess-
reihe kann jederzeit mit Stopp abgebrochen werblatch regularem Ende oder Abbruch einer
Messung sind die beiden Buttons ,neue Messung haitlger Probe* und ,neue Messung mit
neuer Probe” freigegeben. ,Neue Messung mit glei€mebe” bedeutet, dass die Probenposition
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der nachsten Messung sich auf die der gerade besnlolezieht, also es soll zB ein Ausschnitt der
vorherigen Messung gemessen werden. Eine entsp@eheformation wird mit den Messdaten
gespeichert. ,Neue Messung mit neuer Probe" betleddss die ndchste Messung unabhangig
von der gerade beendeten ist.

3.3.1.8 Registerkarte ,Darstellung”

Hier kann das Aussehen der 3D-Diagramme fur Amgditt und Phasenmesswerte geéndert
werden. Man kann die Rahmenart der Box andern imddterlinien auf der Messwerteflache
ein- oder ausschalten. Fiur jedes Diagramm kanndmeGrenzen der z-Achse (z-Maximum, z-
Minimum) einstellen und die farbliche Darstellungrdesswerte veréandern. Dabei wird einem
oberen (fur z >) und einem unteren (fur z <) Wertl lem Mittelwert der beiden je eine Farbe
zugeordnet. Die Farben lassen sich nach eigeneariBessen dndern. Messwerte zwischen die-
sen Werten erhalten den jeweils interpolierten warh Es ergibt sich eine Darstellung mit Farb-
verlaufen entsprechend der Hohe der Flache, mitlidegewiinschten Bereiche optimal hervorge-
hoben werden kbnnen. Am besten stellt man die Wieidbesondere z-Maximum und den oberen
Wert fur die Farbgebung ein, wenn fest steht, itclaem Bereich sich die Messwerte bewegen
und welcher Bereich von Interesse ist.

3.4 Die Zero-Crossing-Messung

Zweck der Zero-Crossing-Messung ist, die thermidange schrittweise mit dem Detektionsla-
serstrahl zu durchfahren und dabei dessen Ablenkumgessen. Der Anregungslaserstrahl bleibt
dabei auf demselben Punkt der Probe und es wirdi@ubDetektionslaserstrahl relativ dazu ver-
fahren. Es ergibt sich ein Verlauf der Messwertephimde und Phase tber den Verschiebeweg
des Detektionslaserstrahls. Die Messwerte werdezinem 2D Diagramm dargestellt mit der y-
Achse fur die Amlitude auf der linken Seite und denplitudenmesswerten in blau sowie der y-
Achse fir die Phase auf der rechten Seite und dasgPmesswerten in Rot.

3.4.1 Ablauf einer Messung

Fir eine Zero-Crossing-Messung muss im Menl ,Moddsfo Crossing” ausgewahlt sein. Nun
konnen auf den Registerkarten die nétigen Eingtga durchgefiihrt werden. Am besten geht
man die Registerkarten von links nach rechts durchmacht die Einstellungen entsprechend der
gewunschten Messung. Mit der Tabulatortaste kanm die Felder, auf denen Einstellungen ge-
macht werden konnen, einfach der Reihe nach amgrinDie Registerkarten ,allgemein®,
.Kommentar®, ,Grundeinstellungen” und ,Geréateparaent sind identisch mit den gleichnami-
gen Registerkarten der Flachenmessung, Beschresieing dort.

3.4.1.1 Registerkarte ,Zero Crossing Parameter*

* Gesamtweg gibt die Lange des Messweges an. Atterkann die Lange durch Wahl eines

Endpunkts in der Registerkarte ,Position anfahiggtahlt werden

* Schrittweite wahlt die raumliche Auflésung desdéeeges

» Wartezeit an Messpunkt gibt an, wieviel Zeit n&ctfahren einer neuen Messposition und vor
Beginn der Messung gewartet werden soll. In di@gst kann sich die Thermische Linse und

deren elektronisches Messsignal stabilisieren. Beeignete Wahl dieses Wertes ist von ver-
schiedenen Parametern abhangig.

« Zeit pro Zero Crossing zeigt die voraussichtli€rauer eines Zero Crossings mit den eingestell-
ten Werten an. Der Wert ist gultig, wenn im zulegetinderten Feld ,Return* gedrtickt wurde

oder wenn der Fokus vom zuletzt gednderten Feli@rantwird, dh. wenn in ein anderes Feld

geklickt wird oder die Tabulatortaste gedriickt waurHier ist keine Eingabe mdglich.
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* Im Bereich ,mehrere Chopperfrequenzen“ kann ¢aie- oder mehrmalige) Wiederholung des
Zero Crossing

mit einer gednderten Chopperfrequenz gewahlt werdethes neue Zero Crossing wird in eine
eigene Datei

abgespeichert.

» Anzahl wahlt die Anzahl der Scans, dh. Eintralybedeutet keine Wiederholung

« Delta Chopperfreq wahlt die Anderung der Chopperienz.

* Bei Laserleistung kann ein Wert zur Dokumentagorgegeben werden

3.4.1.2 Registerkarte ,Position anfahren®

Die Funktion der Elemente auf der Registerkartesjftan anfahren” ist fur die Zero-Crossing-
Messung prinzipiell dieselbe wie fir die Flachensoeg (siehe dort). Jedoch ist der Bedienablauf
ein anderer, so dass dieser hier fur die Zero-@rgddessung beschrieben wird.

» Zunadchst muss mit den Pfeilbuttons in Kreuzanongnein Probenpunkt gewahlt werden, an
dem das Zero- Crossing durchgefuhrt werden sollviess also der Anregungslaserstrahl positio-
niert. Dieser wird dann im weiteren Verlauf der Mi@sg nicht mehr bewegt.

* Nun kann mit den Pfeilbuttons in vertikaler Anouthg die thermische Linse ,von Hand“ abge-
fahren werden. Dabei kann die Lange des Verfahrevege spateren automatischen Messung
bestimmt werden.

* Mit den Buttons ,=> Startposition“ und ,=> Endptien“ konnen die entsprechenden Grenzen
des Messweges festgelegt werden. Es genigt auchlientartposition festzulegen, die Lange
des Messweges wird dann durch den Eintrag in dgiskekarte ,Zero Crossing Parameter” ge-
geben.

3.4.1.3 Registerkarte ,Start / Stopp*

Hier erfolgt der Start und Stopp einer Messreihe die Anzeige des Fortschritts

Nach kompletter Einstellung der Parameter kann Statrt die Messreihe gestartet werden. Es
erfolgt eine Abfrage, ob Einstellungen, die nicbh\der Software vorgenommen werden kdnnen,
richtig gesetzt wurden. Bei laufender Messung zeegt obere Fortschrittsbalken den Fortschritt
des aktuellen Zero Crossing an, der untere dergeeamten Messung. Wéahrend der Messung
wird unter den Diagrammen die aktuelle Messpositowie die aktuelle Aktivitat des Systems

angezeigt. Die Registerkarten sind fur Eingaberpgets auler ,Kommentar®. Die Messreihe

kann jederzeit mit Stopp abgebrochen werden. Naghldarem Ende oder Abbruch einer Mes-
sung ist der Button ,neue Messung" freigegeben.

3.4.1.4 cos(phi)-Darstellung

Rechts unter dem Diagramm der Zero-Crossing Mesewmfindet sich ein Button ,.cos(phi)
ein®. Bei Klick auf diesen Button teilt sich dasdgramm horizontal in zwei Diagramme. Das
ober enthalt die urspringliche Darstellung, dasmnenthalt die Darstellung des Cosinus des
Phasenwinkels + einem zusatzlichen delta phi. Opdtkann mit der Scrollbar neben dem Button
verandert werden und wird ganz rechts angezeigecKkwlieses Diagramms es, fur alle Zero-
Crossing-Messungen eine einheitliche Auswertungermoglichen. Beim Durchgang durch die
Mitte der thermischen Linse findet ein Phasenspnonmg 180° statt. Das entspricht in der Cosi-
nusdarstellung und bei richtig gewéahltem delta gghem Sprung von +1 nach -1 (oder umge-
kehrt). Mit dieser Einstellung von delta phi konrgamn die Rander der thermischen Linse ver-
messen werden. Delta phi kann wéhrend einer laefeiMessung und bei wiedergeotffneten Mes-
sungen geandert werden. Die Cosinusdarstellung jegienzeit ein- und ausgeschaltet werden.
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3.5 Die Einpunktmessung

Die Einpunktmessung mifl3t das Thermische-Linse-$ignaeinem Probenpunkt bei verschiede-
nen Chopperfrequenzen. Anregungs- und Detektiatddbdieiben an derselben Position, es wird
nur von Messung zu Messung die ChopperfrequenzdgeéiDie sich ergebenden Frequenzgange
fur Amplitude und Phase werden als Standard inneiBB-Diagramm dargestellt mit der y-Achse
fur die Amlitude auf der linken Seite und den Anyrienmesswerten in blau sowie der y-Achse
fur die Phase auf der rechten Seite und den Pha&ssmarten in rot.

Die Einpunktmessung kann in regelméaRigen zeitlicAbatanden automatisiert wiederholt wer-
den, so dass eine Messreihe aus mehreren Frequeengan einem Probenpunkt entsteht. Diese
Messreihe kann als 3D-Diagramme dargestellt werdehei die einzelnen Messreihen entlang
der y-Achse aufgereiht werden. Die 3D-Diagrammenigin wie bei der Flachenmessung schon
beschrieben, mit der Maus gedreht und von versehed Richtungen angesehen werden.

3.5.1 Ablauf einer Messung

Fir eine Einpunktmessung muss im Meni ,Modus® ,Bimkt-Messung“ ausgewahlt sein. Nun
konnen auf den Registerkarten die notigen Einsiga durchgefihrt werden. Am besten geht
man die Registerkarten von links nach rechts durchmacht die Einstellungen entsprechend der
gewulnschten Messung. Mit der Tabulatortaste kanm dna Felder, auf denen Einstellungen ge-
macht werden konnen, einfach der Reihe nach amgprinDie Registerkarten ,allgemein®,
.Kommentar, ,Grundeinstellungen* und ,Geréateparaent sind identisch mit den gleichnami-
gen Registerkarten der Flachenmessung, Beschresdieing dort.

3.5.1.1 Registerkarte ,Messungsparameter*

« Start Chopperfrequenz stellt den Startwert deg#&nzgangs ein.

* Ende Chopperfrequenz stellt den Endwert des lerezgangs ein.

» Delta Chopperfrequenz stellt die Anderung degEemz zwischen zwei Messungen ein.

» Wartezeit an Messpunkt gibt an, wieviel Zeit ndgihstellen und Stabilisierung einer neuen
Chopperfrequenz und vor Beginn der Messung gewaretien soll. In dieser Zeit kann sich die
Thermische Linse und deren elektronisches Mesdsggahilisieren. Eine geeignete Wahl dieses
Wertes ist von verschiedenen Parametern abhangge[Xeit beinhaltet nicht die Wartezeit, bis
die Chopperfrequenz stabil ist. Das System waetiistandig, bis die Chopperfrequenz stabil ist,
die dazu bendtigte Zeit ist von der Chopperfrequegstzangig und auch bei gleicher Chopperfre-
quenz unter Umstanden sehr unterschiedlich.

« Zeit pro Frequenzgang zeigt die voraussichtlibaeer eines Frequenzgangs mit den eingestell-
ten Werten an. Aufgrund der sehr variablen ZeitSuabilisierung des Choppers ist dies nur ein
grober Richtwert. Der Wert ist gultig, wenn im zZategeanderten Feld ,Return® gedrickt wurde
oder wenn der Fokus vom zuletzt gednderten Feli@rantwird, dh. wenn in ein anderes Feld
geklickt wird oder die Tabulatortaste gedriickt waurHier ist keine Eingabe mdaglich.

» Im Bereich ,mehrere Frequenzgéange" kann eine (@iler mehrmalige) Wiederholung des Fre-
guenzgangs gewahlt werden. Alle Frequenzgange wendgieselbe Datei abgespeichert.

* Anzahl wahlt die Anzahl der Frequenzgange, dhtreg = 1 bedeutet keine Wiederholung

* Periode gibt die Periode der Wiederholungen aeni\ein Frequenzgang langer als die Periode
dauert, wird sofort der nachste Frequenzgang gestar

* Ruheposition bestimmt einen Punkt, an dem deedumgsstrahl platziert wird, wenn nach
abgeschlossenem Frequenzgang auf den Ablauf dexdBezum Start des nachsten Frequenz-
gangs gewartet wird. Der Wert ist als Entfernungeagativer x- und y-Richtung vom Startpunkt
zu verstehen.

* Bei Laserleistung kann ein Wert zur Dokumentagorgegeben werden.
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3.5.1.2 Registerkarte ,Position anfahren”

Die Funktion der Elemente auf der Registerkartesjfitan anfahren® ist flr die Einpunktmessung
dieselbe wie fur die Flachenmessung (siehe dod)d2 Einpunktmessung aber nur an einem
Probenpunkt stattfindet, gibt es keine Buttons Startposition“ und ,=> Endposition“. Es muss
lediglich am gewiinschten Probenpunkt ein moglittattes Thermische-Linse-Signal eingestellt
werden.

3.5.1.3 Registerkarte ,Start / Stopp*

Hier erfolgt der Start und Stopp einer Messreihe die Anzeige des Fortschritts

Nach kompletter Einstellung der Parameter kann Stetrt die Messreihe gestartet werden. Es
erfolgt eine Abfrage, ob Einstellungen, die nichh\der Software vorgenommen werden kdnnen,
richtig gesetzt wurden. Bei laufender Messung zdegt obere Fortschrittsbalken den Fortschritt
des aktuellen Frequenzgangs an, der untere degedamten Messung. Wahrend der Messung
wird unter den Diagrammen die aktuelle Frequenzesalie aktuelle Aktivitdt des Systems ange-
zeigt. Die Registerkarten sind fiir Eingaben gespaufier ,Kommentar” und ,Darstellung“. Die
Messreihe kann jederzeit mit Stopp abgebrochen emertlach regularem Ende oder Abbruch
einer Messung ist der Button ,neue Messung* fresipem.

3.5.1.4 Registerkarte ,Darstellung”

Die Standarddarstellung eines Frequenzgangs &ham 2D-Diagramm (Chart). Wenn mehrere
Frequenzgange gemessen werden, so kdnnen diesedulich hintereinander angeordnet in
3D-Darstellung angezeigt werden, so dass die @e#lVeranderung der Probe sichtbar wird. Mit
den Buttons ,Chart” und ,3D“ kann zwischen den leeidarstellungen umgeschaltet werden.
Bei der Chart-Darstellung kann der Frequenzgangeasshlt werden, allerdings nur, wenn keine
Messung lauft. In diesem Fall wird immer der akeidfrequenzgang angezeigt. Bei der 3D-
Darstellung kénnen &ahnlich wie bei der Flachenmegsias Aussehen und die Achsen der 3D
Diagramme veréndert werden (siehe Darstellung eeirthichenmessung). Eine farbige Darstel-
lung der 3DDiagramme ist nicht vorgesehen.

3.6 Ansehen gespeicherter Messdaten

Wenn keine Messung lauft, kdnnen gespeicherte Mggsugeladen werden und deren Einstel-
lungen und Messwerte angesehen werden. Dazu mustemi ,Datei” ,Messung 6ffnen..." ge-
wahlt werden und eine Messdatendatei ausgewahttemeDie auszuwahlende Datei muss eine
Messung enthalten, die dem gerade eingestelltersivtedus entspricht. Es kdnnen also zB nur
Messdaten einer Flachenmessung geladen werden, dezrviodus Flachenmessung eingestellt
ist. Wurde in einer Messung zB der Kommentar veeéndann diese wieder gespeichert werden
mit ,Datei” ,Messung speichern®. Die bestehende datird tiberschrieben. Méchte man nach
Ansicht gespeicherter Daten wieder eine Messunghdiiinren, so muss man ,Datei“ ,neue
Messung“ wahlen. Die Einstellungen der angesehb&tessung bleiben weitgehend erhalten.

3.7 Konfigurationen speichern und laden

Hat man fur eine Messung die nétigen Einstellunderchgefuhrt, kobnnen diese als Konfigurati-
onsdatei abgespeichert werden und spater wiedadeelerden. Dies wird im Meni ,Datei* mit

den Menupunkten ,Konfiguration laden®, ,Konfigurati speichern* und ,Konfiguration spei-

chern als* gemacht. Dabei muss beachtet werdes,dissLaden einer Konfiguration unter Um-
standen Einstellungen aller Modi verandert.
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4 Dateiformat der Messdatendateien

Die Messdaten werden je nach Modus in einem eig&ataiformat gespeichert. Alle Dateifor-

mate sind ASCII Dateien und kénnen als zeichengeteeDateien zB in Excel eingelesen wer-
den. Das Trennzeichen ist ';' (Strichpunkt). Digdien sind zweiteilig aufgebaut. Im oberen Teil
befinden sich die fir die Messung relevanten Eihstgen. Im unteren Teil befinden sich die
Messdaten. Das Dezimalzeichen der Messdaten wirdleoMessung festgelegt und ist im obe-
ren Teil der Datei angegeben.

4.1 Messdatenformat Flachenmessung

Bei der Flachenmessung sind die Daten folgendermafigeordnet:

Jeder Strichpunkt trennt eine Excel-Zelle.

1. Zeile: Messwerte:

2. Zeile: ; ; x-P0os1x-Pos2....x-Pos-m ; ;x-P0os1x-Pos2....x-Pos-m

3. Zeile: Messdatum der ZeileMesszeit der Zeijg-PostAmplitudenwert (x-Posl,y-Posl)
Amplitudenwert (x-

Pos2,y-Pos1)... Amplitudenwert (x-Pos-m,y-Posly-PostPhasenwert (x-Pos1,y-Pos1)
Phasenwert (x-Pos2,y-Posl) Phasenwert (x-Pos-m,y-Pos1)

3. Zeile: Messdatum der ZeileMesszeit der Zeijg-Pos2Amplitudenwert (x-Posl,y-Pos2)
Amplitudenwert (x-

Pos2,y-Pos2)... Amplitudenwert (x-Pos-m,y-Pos2y-PosiPhasenwert (x-Posl,y-Pos2)
Phasenwert (x-Pos2,y-Pos2) Phasenwert (x-Pos-m,y-P0s2)

n+2. Zeile:Messdatum der ZeileMesszeit der Zeijg-Pos-nAmplitudenwert (x-Posl,y-Pos;n)
Amplitudenwert

(x-Pos2,y-Pos-n)... Amplitudenwert (x-Pos-m,y-Pos;:ry-Pos-nPhasenwert (x-Posl,y-Pos:n)
Phasenwert (x-Pos2,y-Pos:n). Phasenwert (x-Pos-m,y-Pos:n)

n+3. Zeile: Ende Messwerte

4.2 Messdatenformat Zero-Crossing-Messung

Bei der Zero-Crossing-Messung sind die Daten falgemal3en angeordnet:
Jeder Strichpunkt trennt eine Excel-Zelle.

1. Zeile: Zero Crossing Messwerte :

2. Zeile: Position;Amplitude;Phase:

3. Zeile:Pos1; Amplitudenwert (Posl); Phasenwert (Posl);

n+2. Zeile:Pos-n; Amplitudenwert (Pos-n); Phasenwert (Pos-n);

n+3. Zeile: Ende Zero Crossing Messwerte

4.3 Messdatenformat Einpunktmessung

Bei der Einpunktmessung sind die Daten folgendeena®geordnet:

Jeder Strichpunkt trennt eine Excel-Zelle.

1. Zeile: Ein-Punkt Messwerte :

2. Zeile: ; ; FreqLFreqg2....Freq-m ; ;FreqLFreq2.... Freg-m

3. Zeile: Messdatum der ZeileMesszeit der Zeijé;Amplitudenwert (Freql)Amplitudenwert
(Freq2y....

Amplitudenwert (Freg-m)1;Phasenwert (FreqlPhasenwert (Freq2).. Phasenwert (Freq-m)
3. Zeile: Messdatum der ZeileMesszeit der Zeijg;Amplitudenwert (Freql)Amplitudenwert
(Freq2y....

Amplitudenwert (Freg-m)2;Phasenwert (FreqlPhasenwert (Freg2).. Phasenwert (Freq-m)
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n+2. Zeile:Messdatum der ZeildMesszeit der Zeija;Amplitudenwert (Freql)Amplitudenwert
(Freq2y....

Amplitudenwert (Freg-mjn;Phasenwert (FreqlPhasenwert (Freg2).. Phasenwert (Freq-m)
n+3. Zeile: Ende Ein-Punkt Messwerte
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