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Abstract

The study is an attempt to improve the investigation of the kinetic
of chemical reactions by a spectroscopic method yielding both quali-
tative and quantitative information on the reaction agents as well
as on any short-time intermediates involved. For this purpose it is
intended to record the intra-molecular resonances of the reaction
agents in rapid succession over a wide frequency band. It is shown
that even more information can be obtained by measuring simultaneous-
ly the attenuation and phase shift, particularly with several re-
sonances superposed. A basic circuit for a measuring apparatus with
wide band tuning, giving simultaneous attenuation and phase display
is described. It is used for detecting resonances. In addition, the
basic circuit of a single-frequency measuring bridge with a highly
sensitive detector is described., This bridge also allows changes in
magnitude and phase of individual resonances with time to be followed
very closely. Both circuits were developed first in the microwave
range and can be adapted for the optical and infrared ranges with
appropriate components. Examples such as cis-trans isomerization of
~dichlorethylene and oxidation and deoxidation of haemoglobin in
aqueous solution are used to show that measuring the phase shift

or simultaneously measuring the attenuation and phase may yield

more information. With the tunable measuring apparatus it was pos-
sible to record the water dispersion, attenuation, and phase shift
in the 3-cm band. The experiment demonstrated that, in principle,
these spectroscopic methods can also be used in the frequency range
of intra=-molecular resonances for measuring specimens in aqueous
solution (experiment in-vivo).
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A) Fragestellung

Biologischer Stoffwechsel ist gleichbedeutend mit molekularen Um-
bauvorgingen. Daraus ergibt sich die theoretische Mglichkeit der
Registrierung des Stoffwechsels durch die Aufzeichnung von Mole-
kularresonanzen und deren Verdnderung im Verlauf von Stoffwechsel-
vorgidngen, Falls eine derartige Registrierung durchftihrbar ist, er-
gibt sich daraus die Mdglichkeit, den Schritt von der chemischen
Analyse nach Entnahme einer Probemenge zZur Messung am lebenden Ob-
jekt unter physiologischen Bedingungen, also den in-vivo-Versuch, aus-
zuftihren A/. Als geeignete Versuchsobjekte bieten sich dabei zun#chst
z.B. Bakterienkulturen, Gewebsaufschwemmungen oder auch ein extra-
korporaler Kreislauf durch eine entsprechende Messkllvette an. Falls
ausserdem noch die M8glichkeit besteht, eine rasche oder gleich-
zeitige Ubersicht der Anderungen durch Beobachtung in einem Frequenz-~
band (Auffindung und Verlagerung von Resonanzstellen) zu erhalten,
wird die Registrierung kurzzeitiger Stoffwechselzwischenprodukte
durchfthrbar, die z.B. durch eine chemische Analyse im in-vitro-
Versuch nicht nachweisbar sind. Die Molekularresonanzen, die flr
diese Messungen in Frage kommen, liegen im Bereich des nahen und
fernen Infrarot bis zu den Mikrowellen. Abb. 1 zeigt einige derar-
tige Resonanzen und den Ubergang zum dielektrischen Verhalten bei
lingeren Wellenlidngen an einer reinen FlUssigkeit /2/.
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Ein Beispiel des Ubergangsgebietes von innermolekularen Re-
sonanzen zum dielektrischen Verhalten einer reinen FlUssig-
keit /2/. Parameter ist die durchstrahlte Schichtdicke.

Mit den zur Zeit vorhandenen Ger#dten ist es nicht mdglich, die vor-
gesehenen Untersuchungen in den interessierenden Wellenldngenbereichen
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durchzufihren, da die Eigenabsorption des Wassers in diesem Bereich
sehr gross ist, und das Wasser ein wesentlicher und bei in-vivo-
Versuchen nicht zu umgehender Bestandteil aller biologischen Ob-
jekte 1st™(Abbi"'2);
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Abb, 2

Absorption des Wassers im Bereich von 1 bis 10 cm. Nach
Literatﬁrwerten zusaTmengestellt von O, Gehre,
10 000 = 1/u = 107" cm.

Die zur Zeit fUr die IR-Spektroskopie benutzten Generatoren sind,
bedingt durch ihre geringe Sendeleistung, nicht in der Lage, auch
nur dinne Wasserschichten zu durchdringen. Die Technik der Messung
mit reflektiertem Strahl bietet aus anderen Grlnden erhebliche
technlsche Schwierigkeiten, z.B. wegen der Anderung des Brechungs-
indéx beim Ablauf einer Reaktion., Ausserdem schliesst Wasser die
Verwendung von Kochsalzoptiken und Kuvettenfenstern aus Kochsalz
aus. Diese Faktoren haben W. Brligel dazu veranlasst, das Wasser als
"Todfeind" der Infrarotspektroskopie zu bezeichnen /3/.




_3...

Die gewlinschten Generatoren sollten also eine ausreichende Leistung
zur Messung auch wdssriger LUsungen besitzen. Einige 100 mW durften
genligen, da die vorhandenen Detektoren Uber hohe Empfindlichkeit ver-
fiugen., In dem fUr die Untersuchungen vorgesehenen Wellenli#ngenbereich
ist bei den Durchstrahlungsversuchen eine Verminderung der Schicht-
dicke auf 1/100 Millimeter vorgesehen. Dadurch werden auf der Basis
der Literaturwerte (Abb. 2) sowohl noch gut annehmbare D&mpfungs-

werte (maximal 50 db), als auch fur biologische Versuche noch ver-
wendbare Schichtdicken erzielt.

Sehr behindernd fUr die Untersuchung reaktionskinetischer Vorginge
auch an nicht wasserhaltigen Flissigkeiten ist es im allgemeinen, dass
die Ublichen Infrarotspektrographen nur langsam llber ein breites
Frequenzband durchgestimmt werden k¥nnen. Die Zeit fir die Aufnahme
eines Spektrogrammes liegt in der Grbdsse von Minuten. Daher ist es

mit diesen Gerdten nicht mdglich, schnell ablaufende Vorgidnge zu
registrieren.

Ideal wldre es, 1im Wellenl&ngenbereich von etwa O,S/u bis etwa 150/u
eine Generator-Detektor Anordnung zu haben, deren Generator mono-
chromatisches koh8rentes Licht erzeugt und die mindestens {lber eine
Oktave rasch durchstimmbar ist.

Sowelt Ubersehbar, ist in ndchster Zeit mit der Entwicklung eines
optischen parametrischen Verstdrkers als durchstimmbarer koh#renter
Generator fUr diesen Spektralbereich zu rechnen, Ein derartiger Ge-
nerator existiert bereits /4/, der von 0,4/u bis h/u durchstimmbar
ist. Ausserdem kann bel Dauerstrichlasern leichter die Phasenlage
gemessen werden, da die Phasenstabilitidt der Laser besser ist als
die Stabilitsdt der Sendeleistung. Eine Ubertragung dieses Prinzips
in gr¥ssere Wellenlingen ist m¥glich /5/. Solange kein derartiger
durchstimmbarer Generator in dem vorgesehenen Frequenzbereich zur
Verfiigung steht, soll durch Verwendung eines Interferometers im
IR-Bereich mit einem Laser als Generator (z.B. COE-Laser mit 10,6/u
Wellenl¥nge) gemessen werden., Dieses Interferometer wird nach der
gleichen Prinzipschaltung wie die in Abb. 3 dargestellte Mikrowellen-
brticke aufgebaut, Durch gleichzeitige Registrierung von D&mpfung und
Phase wird erwartet, dass man eine, die Messfrequenz durchlaufende
Resonanz eindeutiger registrieren kann., Dass es vorteilhaft ist,
Phase und Dimpfung gleichzeitig zu messen, glauben wir auf den fol-
genden Seiten an Beispielen zeigen zu kbnnen.
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Zweckmdssig wHre auch die Durchftihrung informierender Messungen mit
dem bestehenden Ger#dt flr den Wellenlingenbereich von O,h/u bis h/u.

B) Ger#iteentwicklung und Messergebnisse /6/

I. Messplatz mit fester Wellenlidnge von 3 cm

Als mit der Bearbeitung der vorliegenden Fragestellung begonnen wur-
de, war es nicht mbglich, einen Laser zu verwenden oder an einen der-
artigen durchstimmbaren Generator zu denken. Ausserdem war noch nicht
bekannt, wie welt die Moleklilresonanzen vom Infrarot her gesehen vor
allem bei grossen Molekillen in den langwelligen Bereich hineinreichen.
Da damals nur im Mikrowellenbereich Generatoren mit ausreichender
Leistung zur Verflgung standen, wurde zunichst in diesem Wellenl&n-
genbereich mit den Messungen begonnen. Ausserdem wurden damals lau-
fend neue Elektronenrthren mit immer hBheren Frequenzen gebaut, so
dass die Aussicht bestand, mit dieser Technik in den Infrarotbereich
vordringen zu kbnnen, Da vor allem im 3 cm-Band relativ preiswerte
Bauteile im Handel erh#dltlich waren und ausserdem die Ktivettenfenster
sowie deren Ausfridsungen im Hohlleiter etc. keine grossen Probleme
aufwerfen, wurde zundchst in diesem Wellenlingenbereich mit den Mes-
sungen begonnen, Dabeil wurde von vornherein besonderer Wert darauf
gelegt, Prinzipschaltungen zu entwickeln, die im infraroten Spektral-
bereich verwendbar sind.

Speziell fur diese Versuche wurde von B, 0’Brien eine Mikrowellen-
messbriicke im 3 em-Band mit hochempfindlichem Detektor gebaut, die
die in Abb., 3 gezeigte Prinzipschaltung hat /7/. Der Vorzug dieser
Schaltung fUr die vorgesehenen Untersuchungen besteht darin, dass
gleichzeitig Phase und Ddmpfung in Abhingigkeit von der Zeit gemes-
sen werden k8nnen und der Detektor eine sehr hohe Empfindlichkeit
aufweist. Die Messung der Phasenlage ist wichtig, da sich bei den
durchgefiihrten Versuchen herausgestellt hat, dass die Phase oft sig-
nifikantere Messwerte zeigt als die D&mpfung. Die hohe Empfindlich-
keit ist vor allem fUr biologische Messungen von Bedeutung, da es
sich bel diesen Versuchen meist um sehr kleine Anderungen der Kon-
zentration und damit auch der Messwerte handelt. Die theoretisch er-
reichbare Empfindlichkeit ist - 115 db, die in der vorliegenden

.
[ree——



PRINZIP : Schreiber
| |
Phasen-
} IE @ } detektor

@ﬂ

—@

[2] ko]

k= Zwillings—

_@_ verstadrker
Dampt.glied Referenzsignal —- @ IZIP3 / / \

Einwegleit.

D2 Kivette 2

20
+_\
i
8 .5
=

Phasensch.

(]
E)=—[THn M2)
Richt - Modulat.-
Klystron  woppler diode
-10db DI P Mef - 100 kHz
Fredusnz: kilvette 1
messer
Abb, 3

Einzelfrequenzmessplatz im 3 em-Band. Prinzipschaltbild.

Messanordnung praktisch erreichte - 100 db. Bel der Brllckenmethode
handelt es sich um eine Nullwertmethode, die es einmal erlaubt, die
durch das MessobJjekt verursachte absolute Gr8sse der Ddmpfung und
Phasenverschiebung festzustellen und die es ausserdem ermdglicht,
kleine Anderungen dieser Werte, die z.B. durch den Ablauf einer

chemischen Reaktion in der Messklivette verursacht sind, kontinuier-
lich aufzuzeichnen.

Da bei den 3 cm Wellen das Dispersionsverhalten der interessierenden
Messobjekte temperaturabhidngig ist, ist die Temperaturstabilisierung
von grosser Bedeutung. Die Kllvettentemperatur wurde durch einen Ther-
mostaten geregelt, der mit einem Brilckenprinzip ohne Kontaktthermo-
meter arbeitet und kurzzeitig auf + 0,003 oC genau stabilisiert. Um
den Nullabgleich auch Uber lange Zeitr#dume konstant halten zu kdnnen,
wurde eine mit der Messkllvette 1ldentische Vergleichskllvette parallel
zur Messklivette in die Brlicke eingebaut. Dieser Einbau einer Ver-
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gleichskllvette, der schon fir die spitere Berlicksichtigung stBrender
Anteile des Messobjekts, z.B. des L8sungsmittels, oder einzelner An-
teile bei Mehrstoffsystemen vorgesehen war, bewihrte sich bei der
Temperaturstabilisierung einwandfrei. Eine messbare Stdrung des Null-
abgleichs der Brlicke trat erst bei einer Temperaturédnderung beider
Kivetten um 0,7 °c ein. Eine derartige Konstanz war leicht dadurch
zu erreichen, dass beide Kuvetten gleichmissig von demselben Thermo-
staten stabilisiert wurden. Das Problem der Temperaturstabilisierung
des Messobjekts entfdllt bei Messungen im Infrarotbereich, da die
hier auftretenden innermolekularen Resonanzen weitgehend temperatur-
unabhéngig sind. Mit der augenblicklich vorhandenen Messempfindlich-

kelt ktnnen Anderungen der Phasenlage um + 0,01 2

und Anderungen der
Ddmpfung um + 0,002 db oder e’- und e"-Differenzen von 5 x 10"? gut
gemessen werden. Dies entspricht beispielsweise einer Mol.-Konz. -

Anderung von 0,00125 KC1.

Vorschlag zur gleichzeitigen Registrierung grober und feiner Mess-

wertidnderungen

Bei den weiter unten beschriebenen Versuchen zeigte es sich, dass
die Empfindlichkeit der Brlcke fUr einige Anwendunger zu hoch ist.
Die groben Anderungen der Messwerte mussten laufend ausbalanciert
werden, so dass kleine, schnelle Anderungen keine Aussicht mehr hat-
ten, registriert zu werden. Um eine gleichzeitige Registrierung der
groben und der feinen Messwertdnderungen zu erm8glichen, ist beab-
sichtigt, zwei z.,B. elektronisch steuerbare Kompensationsglieder
(D&mpfungsglied und Phasenschieber) in die Brlicke einzubauen. Diese
werden dadurch gesteuert, dass ein kleiner Teil der Signale von
Phase und Ddmpfung ausgekoppelt wird, welche Uber ein tr#ges Steuer-
system die BrlUcke wieder balancieren. Diese Kompensation kann wie in
der IR-Technik geeicht und als langsame Anderung aufgezeichnet
werden,

Nach dem gleichen Schaltprinzip wie der beschriebene 3 cm-Messplatz
mit fester Frequenz wurde auch noch ein 8 mm und ein 4 mm Messplatz
aufgebaut, Es zeigte sich jedoch, dass beili diesen Wellenl#ngen be-
reits erhebliche St8rungen z.B. durch die Fenster der Messklvette
und die fUr deren Befestigung ben8tigte Ausfrisungen verursacht
werden. Auch wird die Genauigkeit der Bauelemente wegen der schwie-
riger zu verarbeitenden kleineren Abmessungen immer kritischer. Aus
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diesen Grinden wurde von der Anwendung noch klrzerer Wellenl#ngen

unter Verwendung der Hohlleitertechnik Abstand genommen und vorge-

zogen, auf Bauelemente und Generatoren des Infrarot- und fernen In-
frarotbereichs Uberzugehen.

1. Cis-trans-Isomerie von Dichlor#thylen

Um vor Beginn der Versuche an biologischen Objekten mit ihrem meist
doch sehr komplexen Geschehen einen besser Ubersehbaren Reaktionsab-
lauf zu untersuchen, wurde der Ablauf der cis-~trans-Isomerie von
Dichlordthylen gemessen., Die cis-Form dieses Molekllls hat ein Dipol-
moment von 1,85 Debye, die trans-Form von O Debye.

H Cl H Cl
o o b
(3 9
I |
6 C
ol Pl
H Cl Cl H

Cis -Dichlorathylen Trans - Dichlordthylen
1.5 Debye 0 Debye

Zur Durchftihrung dieser Reaktion wurde UV-Licht eingestrahlt, Unter
UV=-Bestrahlung konnte weder die cis- noch die trans-Form des reinen
Dichlor#thylens messbar umgewandelt werden. Durch den Zusatz geringer
Brommengen (bis zu 1 % mit maximaler Umwandlungsrate bei 0,25 %)
konnte Jjedoch die Umlagerung ausgeldst werden., Chlor und Jod zeigten
diesen Effekt nicht.

Zur Gewinnung einer Eichkurve wurde zun#chst eine Mischungsreihe von
cis- und trans-=Dichlor#thylen, die beide als Reinsubstanzen erh#lt-
lich sind, mit der Mikrowellenapparatur nach Phase und Ddmpfung ge-
messen (Abb. 4 ausgezogene Kurven).
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Anschliessend wurde sowohl ecis=- als auch trans-Dichlor8thylen nach
Zusatz von Brom mit UV-Licht der Wellenl#nge 3300 R bestrahlt. Der
Ablauf des jeweiligen Umwandlungsprozesses konnte mit der Mikrowel -
lenapparatur durch kontinuierliche Beobachtung der Phasenverschie-
bung und Dd&mpfung verfolgt werden. Nach verschieden langen Belich-
tungszeiten wurden Proben entnommen. Durch Messung am Gaschromato-
graphen gelang die Konzentrationsbestimmung der jeweiligen Anteile
von cis- und trans-Dichlor#thylen mit einem Messfehler von etwa 2 %
Da der Ablauf einer Dunkelreaktion, also einer Reaktion ohne Be-
strahlung, vorher ausgeschlossen werden konnte (siehe Abb. 5 und 6),
war es m8glich, die ermittelten Konzentrationen den Mikrowellen-
messwerten nach Phasenverschiebung und D&mpfung zuzuordnen (Mess~
punkte der Abb, 4),.

Aus der guten Ubereinstimmung der Messpunkte mit der Eichkurve geht
hervor, dass der geringe Bromzusatz bel den bestrahlten FlUssig-
keiten die Messwerte nicht messbar ver#ndert. Umgekehrt ist es jetzt
m8glich, aus den Mikrowellenmesswerten die Gemlischzusammensetzung
mit einer Genauigkeit von + 1 % anzugeben, Der Verlauf der Phase und
der Ddmpfung in Abb., 4 zeigen, dass bei Messungen in Abh8ngigkeit
von der Konzentration die Phase genauere Werte ergibt.
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Abb. 4

Ddmpfung und Phasenverschiebung der 3 cm Mikrowellen bel
Durchstrahlung einer Schichtdicke von 9,5 mm Dichlordthylen

Ausgezogene Kurven: VerdUnnungsreihe reiner, nicht sensibi-
lisierter Gemische.,

Messpunkte: Mit Brom sensibilisierte und durch UV-
Bestrahlung erhaltene Gemische (3300 R).
Konzentrationsfeststellung der Anteile
durch Gaschromatographie.
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Die Abb. 5 zeigt die Abhangigkeit der Umwandlungsreaktion des trans-
dichlor#thylens von der Zeit nach D&mpfung und Phase, mit der Brom

konzentration als Parameter, bel konstanter Bestrahlungswellenlange
von 3300 R.

Phase
200 °

Grad

IS0

0125%

- —— -

| Dampfung

10 20 min 30
Bestrahlungsdauer —

Abb, 5

Anderung der Mikrowellenmesswerte bei Bestrahlung von trans-
Dichlor#thylen. ;

Parameter: Volumenkonzentration des Bromzusatzes
Schichtdicke: 9,5 mm

Messwellenl¥nge: 3 em

Bestrahlungswellenl#nge: 3300 )

Am Ende der ausgezogenen Kurven wurde die Bestrahlung abge-
schaltet. Es erfolgt keine weitere Reaktion (gestrichelte Linie),.
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.Abb, 6

Enderung der Mikrowellenmesswerte bel Bestrahlung von cis- und
trans-Dichlordthylen bei einer Brom-Konzentration von 0,5 Vol,.%.

Parameter: Einstrahlungswellenl#nge, allerdings nicht auf
gleiche Einstrahlungsenergie bezogen,

Gestrichelt: keine Bestrahlung

Schichtdicke: 9,5 mm

Messwellenl8nge: 3 cm

In der Abb, 6 ist die Abh#ngigkeit der Umﬁandlungsreaktion des trans-
und cis-Dichlor#thylens von der Zeit mit der Einstrahlungswellenl¥n-
ge als Parameter dargestellt. Die Brom-Konzentration bei allen L¥-

sungen betrug 0,5 Vol.¥. Deutlich ist der wesentlich langsamere Ver-
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lauf der Umwandlung der cis- in die trans-Form gegenlber dem umge-
kehrten Vorgang zu erkennen. Der Grund hierfir ist die Tatsache, dass
die cis-Form bei diesem Moleklll ausnahmsweise die stabilere ist.

Da schon geringe Mengen von Brom gentigten, um die Umwandlungsreaktion
auszul¥sen, die unter UV-Bestrahlung ohne Bromzusatz nicht messbar
war, dUrfte es sich bel dem Bromeinfluss um einen der Katalysatoren-
wirkung vergleichbaren Effekt handeln, Diese Untersuchungen wurden
von W. Schneider durchgefthrt /8/.

2., Oxygenierung und Desoxygenierung von H&moglobin+)

Mit der in Abb, 3 im Prinzipschaltbild dargestellten Apparatur mit
fester Frequenz wurde ebenfalls im 3 cm-Band die DielektrizitXts-
konstante wldssriger Pferde-Himoglobin-L8sungen aus nativem und
lyophilisiertem H¥moglobin sowie von Erythrozytensuspensionen ge-
messen. Ausserdem wurde der Isotopie-Effekt des leichten und schweren
Wassers auf diese Werte untersucht und der Einfluss verschiedener
Puffer ermittelt (F. Keilmann /9,10/).

Diese Untersuchungen wurden von W. v. Casimir /9,11/ fortgesetzt, der
zu der vorhandenen Apparatur noch eine Durchflussklvette mit Umpump-
anlage und Austauschgefldss entwickelte und einige weitere Verbesse-
rungen durchftthrte. Durch diese Umpumpanlage mit Austauschgefiss soll
die kontinuierliche Messung von Reaktionsvorgdngen in vivo ermdg-
licht werden. So lassen sich z.B. Bakterienkulturen, Gewebsauf-
schwemmungen oder ein extrakorporaler Kreislauf auf diese Weise

durch die Messkllvette pumpen., Ausserdem k¥nnen in dem Austausch-

oder Reaktionsgef#ss Manipulierungen vorgenommen werden, wie in
diesem Falle die Oxygenierung bzw, Desoxygenierung von H#moglobin,

Mit dem durch das Austauschgefiss verbesserten Messplatz mit fester
Frequenz im 3 cm-Band wurden die Messwertunterschiede der Dd&mpfung

und der Phasenlage zwischen oxygeniertem und desoxygeniertem H4mo-

globin gemessen, die in Abb. 7 am Belspiel zweier Messreiehen dar-

gestellt sind.

) Refemients tildet Zeitschrift "Nature":
"A Ghost La.id“, Vol, 222, 119, Apr‘il 12, 1969,
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Messwerte von oxygeniertem und desoxygeniertem Himoglobin. Zwel Ver-
suchsreihen. DEmpfungsidnderung oberes Bild, Phasendnderung unteres
B8ild. Hb-Konzentration 107 g/l1. Schichtdicke 10 mm., Messwellenlinge
~ 3 cm, Temperatur 4,0 °C, Die Absolutwerte sind nicht massgebend,
sondern die relativen Anderungen. Diese Messwertspringe zwischen
oxygeniertem und desoxygeniertem Himoglobin sind vor allem beil der
Phasenlage deutlich zu erkennen. Der Gang der einzelnen Messpunkte
des gleichen Beladungszustandes sind vermutlich durch einen leichten
Ausflockungsvorgang des H8moglobins verursacht, der sich trotz sorg-
fHltigster Pr#paration nicht ganz vermeiden liess.
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Die Messwertspriinge zwischen dem oxygenierten bzw. desoxygenierten
Zustand des H#moglobins sind sowohl bei der Phasenlage als auch bei
der Ddmpfung gut erkennbar., Die Phasenlage zeligt die Springe jedoch
deutlicher, Die Messpunkte liegen auf einer Kurve, die vermutlich 3
durch einen leichten Ausflockungsvorgang des H#moglobins verursacht :
wurde. Dieser Ausflockungsvorgang liess sich nicht ganz vermeiden.

Die Messwertinderungen beim Ubergang vom Oxy- in den Desoxy-Zustand
betrugen

i

5¢ + 0,17 + 0,04 °

6d

+ 0,011 + 0,004 db

Die daraus durch ein Iterationsverfahren ermittelte Anderung der
komplexen DK (e = €’ + ie") ergibt:

e’

i

+ 0,22 + 0,005
be" = + 0,009 + 0,003 i

Zur Deutung der Ursache dieser DK-Anderung k®nnen zwei wohl zusammen-
wirkende Effekte angenommen werden:

a) Volumen-Effekt: Wasserverdringung durch die gel®sten Hb-Moleklile.
Beim Ubergang von einem Hb-Zustand in den anderen erfolgt eine En-
derung der Hb-MolekUlgr¥sse mit der Hydrathille. Damit wird die An-
zahl der frei beweglichen Wassermolektlle pro Volumeneinheit ver-
dndert.

b) Relaxationswellenl#ngen-Effekt: Die Anderung der Elektronenhiille
des Hb-Moleklls als Folge des Stoffwechselvorgangs verursache eine

Anderung der Relaxationswellenl&nge.

Die Schwierigkeit bei der Interpretation der gemessenen Dk-Anderun-
gen in Zwei- und Mehrstoffsystemen entsteht dadurch, dass bei diesen
Messungen im langwelligen Bereich Schwingungen der gesamten Moleklille
angeregt werden, die sich bei Flussigkeiten tiber ein sehr breites
Frequenzband erstrecken. Die Uberlagerungen der Absorptionen mehre-
rer Moleklllarten ergeben dann Messwertunterschiede, die entweder
nicht mehr messbar sind oder den einzelnen MolekUltypen nicht mehr
zugeordnet werden knnen. Im Gegensatz dazu werden bei kurzen
Wellenldngen die innermolekularen Resonanzen angeregt, die auch

bei FluUssigkeiten schmalbandige Absorptionen verursachen, wie Abb., 1
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schon zeigte. Die Zuordnung ist daher wesentlich einfacher und die
Gefahr des Verschmierens geringer.

II. Breitbandwobbelmessplatz im 3 ecm-Band

Um dem Ziel der Entwicklung eines Spektrometers zur Auffindung und
Verfolgung der Molekularresonanzen ni#herzukommen, wurde im weiteren
Verlauf der Untersuchungen versucht, einen Wobbelmessplatz mit gros-
sem Wobbelhub aufzubauen. Aus der gleichzeitigen Registrierung von
Phase und Ddmpfung wurde mit diesem Messplatz eine Verbesserung der
Aussagemdglichkeit Uber das Messobjekt erwartet. Daher wurde 0.
Gehre mit der Entwicklung einer entsprechenden Apparatur beauftragt.
Das folgende Prinzipschaltbild zeigt das Ergebnis dieser Entwicklung

/12/:

Diff. I
(X) Y
|Oszillograf | piff 11
(Y)Y, L
[s l
Misch. o Teiler isc
IT 1 I
g
= Teiler
20 1
Generator —{Uniline Koppler elfobjekt

Abb. 8

Wobbelmessplatz. Prinzipschaltbild. Durchstimmbar von
8,0 bis 12,0 GHz mit einer Wobbelfrequenz bis zu 100 Hz.

Da die Bautelle wie beim Messplatz mit fester Frequenz leichter zu

beschaffen waren, wurde auch dieser Messplatz im 3 cm-Band gebaut.

Dieser Messplatz ldsst sich mit einer Wobbelfrequenz von bis zu

100 Hz Uber das gesamte Band von 8,0 bis 12,0 GHz durchstimmen. Auf
einem Zweistrahloszilloskop k8nnen Phase und D&mpfung aufgezeichnet
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werden. Wegen der Frequenzabhidngigkeit der Mikrowelleneigenschaftian
der melsten Bauelemente war die Entwicklung dieses Messplatzes mit
erheblichen Schwierigkeiten verbunden. Wesentlich ist an dem Mess-
platz, dass beide Brickzweige elektrisch gleich lang sein miissen. we-
durch erhdlt man bei der Leerwertanzeige flir die Phase iiber das ganze
Band einen Nullwert, wihrend die empfangene Leistung mit einem festen
Wert angezeigt wird (s. Abb. g),

Apbs: 9

Die Abbildung zeigt, wie gut der Abgleich liber das ganze Frequenz-

Band bei leerer Klivette gelungen ist. Leerwert des Wobbelmessplat-

zes. Hohlleiterstiick statt Messkiivette. Wobbelhub von 8,5 bis 11,5

GHz bel linearer Einteilung der Frequenzachse. Obere Spur: Durchge-
lassene Intensitidt, untere Spur: Phase. Die dem Messergebnis iiber-

lagerten kleinen Schwankungen werden durch Reflexion innerhalb aer

Apparatur verursacht.

Auf den Abbildungen 9 bis 12 entspricht jeweils aie obere Spur
J; ="4'AB - cos ¢ ) 4
und die untere Spur

Jrz= 4 AB - sin g 28

A = Amplitude im Messast; B = Amplitude im Referenzast.

Das Messignal im Referenzast ist durch den eingebauten Koppler (Abb.8)
um 900 in der Phasenlage verschoben. Dadurch ergibt sich im Resonangz-

fall ein Phasendurchgang durch Null und nicht durch g . Nach Gleichung
l, und 2. 1l83sst sich die Enderung der Phasenlage wie folgt berechnen:

Tg ¢ = .{l:l o |
o

und die Amplitude nach Ddmpfung durch das Messobjekt

1 3/ .2 2
A = TB Jr + J11 4,
Da vor allem die Nulldurchgénge der Phase von Bedeutung sind, wird
vereinfachend die untere Spur der Phase und die obere der D&mpfung zu-
geordnet. /12/
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Die Anzeigeempfindlichkeit dieses Messplatzes ist nicht so gross

wie die des Messplatzes mit fester Frequenz; sie liegt in der

Grosse einiger Prozent der einfallenden Intensitdt. Dieser Messplatz
ist bel den entsprechenden Wellenlingen zur Auffindung der Resonanzen
vorgesehen, der Einzelfrequenzmessplatz mit fester Empfindlichkelt zur
Verfolgung der einzelnen Resonanzen mit hoher Empfindlichkeit in Ab-
hdngigkeit von der Zeit. Filir die mit dem Wobbelmessplatz festgestell-
ten charakteristischen Molekularresonanzen muss dann eine entsprechende

Apparatur mit fester Einzelfrequenz und hoher Empfindlichkelt gebaut
werden.

- . = - - - ———

Da der Messplatz im Bereich des Wasserdispersionsgebietes arbeitet,
wurde versucht, den aus der Literatur bekannten Anstieg der Dampfung
in Richtung hdherer Frequenzen darzustellen. Abb. 10 zeigt das Ergeb-
nis. Die aus diesem Messergebnis berechneten dielektrischen Werte er-
gaben eine gute Ubereinstimmung mit den Literaturwerten.

Abb. 10

Flanke des Wasserdispersionsgebietes im 3 cm-Band bel Zimmertempe-
ratur. Lineare Einteilung der Frequenzachse von 8,3 bis 11,5 GHz.
Dicke der Wasserschicht 4 mm. Die dem Messergebnis liberlagerten
kleinen Schwankungen werden von Reflexionen innerhalb der Apparatur
verursacht. An der oberen Spur ist die Zunahme der Dampfung bei ho-
heren Frequenzen deutlich erkennbar. Die untere Spur zeigt die Ande-
rung der Phasenlage.

Um zu ermitteln, wie mit dieser Apparatur Resonanzen registriert wer-
den kdnnen, deren Darstellung und Untersuchung in biologischen Objek-
ten das Ziel dieser Arbeit ist, wurde ein verstimmbarer Resonator pa-
rallel anstelle der Messklivette in den Brlickenzwelg eingebracht.

Abb. 11 zeigt Resonanzen, die auf diese Welse erzeugt wurden.




Abb, 11

Durch einen parallel geschalteten Hohlraumresonator erzeugte
Resonanzen. Obere Spur: Absorption der Leistung wie z.B. bei
der IR-Spektroskopie. Untere Spur: Phasenlage.

Deutlich ist der Wendepunkt der Phasenlage im Maximum der Ab-
sorption erkennbar,

Vor allem bel Gemischen aus mehreren Substanzen oder bei der in bio-
logischen Objekten vorhandenen Vielzahl von Substanzen wird eine Ver-
besserung der Aussagemdglichkeit durch die gleichzeitige Darstellung
von Phase und Ddmpfung bzw. durch die alleinige Darstellung der Phase
erwartet, da die exakte Festlegung des Wendepunktes der Phase im
Frequenzband vor allem bei der Uberlagerung mehrerer Absorptionen
leichter durchftihrbar erscheint, als die Festlegung des Maximums
einer Absorption. Ein deutliches Beispiel hierfur zeigt Abb. 12:

/_\/_\/

B

Abb, 12

Breite Darstellung von zwei Resonanzen durch Verwendung einer
Verzdgerungsleitung als Resonator. Aufzeichnung beider Spuren
mit gleicher Anzeigeempfindlichkeit. Obere Spur: Ddmpfung,
untere Spur: Phasenlage. Es ist deutlich erkennbar, dass der

Wendepunkt der Phase besser feststellbar ist als das Maximum
der Absorption.
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ITII. Streustrahlungsversuche im 8 mm-Band

Die zu untersuchenden biologischen Objekte bestehen meist aus Zellen
mit Zellenmembran, Zellinhalt und Zellumgebung. Es ist beabsichtigt,
die molekularen Eigenschaften dieser Objekte und deren Anderungen
bei Stoffwechselvorgingen, nicht aber die Zellform zu erfassen. Um
zu kldren, ob und inwieweit die Messungen durch die Zellform und
deren Anderungen gestdrt werden ktnnen, werden zur Zeit Streustrah-
lungsmessungen durchgeflihrt. Durch eine pers8nliche Mitteilung von
H.P. Schwan /13/ ist bekannt, dass Ulberraschenderweise bei langen
Wellenl&ngen bis herunter zur 10 cm Wellenlidnge die Zellstruktur
biologischer Objekte eine Rolle spielt. Bei klirzeren Wellenlingen
bilden biologische Objekte, wie Blut oder Bakterienkulturen ein
quasi-homogenes Objekt. Es ist noch unbekannt, bis zu wie kurzen
Wellenléngen diese glnstige Eigenschaft erhalten bleibt., Da zu er-
warten 1ist, dass Beugungs- und Streuungseffekte auftreten, sobald
die zur Untersuchung benlitzte Wellenlidnge in die Gr¥ssenordnung der
Zellengr&sse des Messobjekts kommt, wurde in Zusammenarbeit mit der
Ruhr-Universitdt Bochum, Bereich extraterrestrische Physik, ein
Streuexperiment aufgebaut. Die extraterrestrische Physik interessiert
sich im Zusammenhang mit der Untersuchung des Zodiakallichtes flr
die Streuungseigenschaften regelmissig und unregelmissig geformter
K8rper mit verschiedenen Brechungsindices. Diese Arbeit wurde von

R. Zerull und K. Plank durchgeflihrt.

Beim Zodiakallicht handelt es sich um Streuung von sichtbarem Licht .
(Wellenlénge 5.10 2 cm) an Teilchen von 102 bis 10™> cm Durchmesser.
Diese interplanetaren Teillchen sind teils regelmissig, teils unre-
gelmdssig geformt und bilden auch Teilchenhaufen, die sogenannten
"fluffy particles", deren optische Eigenschaften denen von Zell-
haufen #hnlich sein dilrften,

FUr die Versuche wird eine Wellenl#nge von 8 mm benutzt, da mit
dieser Wellenlidnge die Fernfeldbedingungen im Labor noch gut re-
alisierbar ist. Da ausserdem fiir die Streueilgenschaften der Parameter
Objektumfang zu Wellenldnge massgebend ist, konnte eine Wellen-

l8nge von 8 mm benutzt werden. Das Schaltbild der fUr die Messungen
benutzten Apparatur zeigt Abb, 13,
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Abb, 13

Gerdteaufbau zur Messung der Streustrahlung von Probek8rpern.
Sendeantenne A. Das Empfangshorn C kann um 360° um eine Achse

gedreht werden, in deren Verlingerung der Probek8rper B befestigt

ist. Zur Eliminierung St8render Reflexionen wird der Probekdr-
per bewegungsmoduliert,

Zundchst wird die Streuung an Jewells einer dielektrischen Kugel mit

verschiedenen Durchmessern gemessen, die in der Gr8ssenordnung der

Untersuchungswellenlénge liegen. Zur Eliminierung stBrender Streu-

strahlung z.B. von den Wdnden, wird das an einem dilnnen dielektri-

schen Faden h&ngende Messobjekt bewegungsmoduliert., Das Messobjekt
befindet sich im Fernfeld der Sendeantenne,

um eine Achse drehbar,

Die Empfangsantenne ist
in deren Verliéngerung sich das Messobjekt in
der Ebene der beiden HBrner befindet. Die Streuwerte werden in Ab-
h&ngigkeit vom Streuungswinkel gemessen,
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Die bisher registrierten ersten Messergebnisse zeigten gute Uber-
einstimmung mit der Mie’schen Theorie, die das Streuverhalten von
Kugeln und unendlich langen Zylindern behandelt (Abb. 14):

30 60 90 g 120 150 180
grad =
Abb, 14

Streuwerte einer dielektrischen Kugel. Intensitdt in Abhdngig-
keit vom Streuwinkel, 0° bedeutet, dass Sende- und Empfangs-
antenne sich gegenllberstehen.

Messfrequenz im 8 mm-Band. Kugeldurchmesser = 16,75 mm,
Brechungsindex der Kugel n = 1,5.

Die nach der Theorie berechnete Kurve ist durchgezogen,




C) Zusammenfassung

Es wird versucht, die Untersuchung der Kinetik chemischer Reaktionen
durch die Anwendung eines spektroskopischen Verfahrens zu verbessern,
das sowohl eine qualitative als auch eine quantitative Aussage Uber
die Reaktionspartner sowie eventuelle kurzzeitige Zwischenprodukte
ermglicht. Zu diesem Zweck ist beabsichtigt, die innermolekularen
Resonanzen der Reaktionspartner in schneller Wiederholung tlber ein
breites Frequenzband zu registrieren,

Es wird gezeigt, dass durch gleichzeitige Messung von D&mpfung und
Phasenlage eine weitere Verbesserung der AussagemBglichkeit vor
allem bei der Uberlagerung mehrerer Resonanzen erreicht wird. Eine
Prinzipschaltung fiir den Aufbau einer breitbandig gewobbelten Mess-
anordnung mit gleichzeitiger Anzeige von Ddmpfung und Phase wird
mitgeteilt, die fUr das Aufsuchen der Resonanzen vorgesehen ist,.

Ausserdem wird die Prinzipschaltung einer Einzelfrequenzmessbrticke
mit hochempfindlichem Detektor dargelegt, die es ermdglicht, den
Ablauf zeitlicher Anderungen einzelner Resonanzen sehr genau eben-
falls nach Betrag und Phase zu verfolgen,

Beide Schaltungen wurden zunXchst im Mikrowellenbereich entwickelt
und knnen im optischen und infraroten Wellenlidngenbereich mit ent-
sprechenden Bauelementen wiederholt werden. Bei der Verwendung eines
Dauverstrichlasers als Generator in diesen Wellenl#ngenbereichen ist
die Messung der Phasenlage leichter durchftthrbar, da die Phasenlage
des Lasers besser stabil gehalten werden kann als seine Sendeleis-
tung. An Beispielen, wie der cis-trans-Isomerisierung von Dichlor-
dthylen und der Oxygenierung sowie Desoxygenierung von H&moglobin
in wldssriger L8sung wird gezeigt, dass die Messung der Phasenlage
bzw, die gleichzeitige Messung von Dd&mpfung und Phase eine Verbesse-
rung der Aussagem®glichkeit ergeben kann, Mit dem Wobbelmessplatz
konnte die Flanke der Wasserdispersion im 3 cm-Band nach Dd&mpfung
und Phase registriert werden.

Die Ergebnisse der kontinuierlichen Verfolgung des Reaktionsablaufs
der cis-trans-Isomerisierung von Dichlor#thylen mit dem Einzel-
frequenzmessplatz werden mitgeteilt. Bei diesem Vorgang wirken ge-
ringe Mengen von Brom als Katalysator. Chlor und Jod zeigen diesen
Effekt nicht,
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Ebenso werden die am gleichen Messplatz registrierten Ergebnisse der
Oxygenierung und Desoxygenierung von Himoglobin in wlssriger L¥sung
diskutiert.

Es konnte gekldrt werden, dass grundsitzlich die M8glichkeit be-
steht, mit den vorgesehenen spektroskopischen Methoden im Frequenz-
bereich der innermolekularen Resonanzen auch Objekte in wissriger
L8sung zu messen., Ohne Proben entnehmen zu missen, kann daher der
Ablauf biologischer Reaktionen am lebenden Objekt untersucht werden
(in-vivo-Versuch). Zur Klirung des Einflusses der Zellstruktur bio-

logischer Objekte auf die Messergebnisse wird Uber entsprechende
Modellversuche berichtet.
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