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Fiir meine Eltern.

., Frohliche Wissenschaft': das bedeutet die Saturnalien eines Gei-
stes, der einem furchtbaren langen Drucke geduldig widerstan-
den hat — geduldig, streng, kalt, ohne sich zu unterwerfen, aber
ohne Hoffnung —, und der jetzt mit einem Male von der Hofl-
nung angefallen wird, von der Hoffnung auf Gesundheit, von
der Trunkenheit der Genesung.“

Friedrich Nietzsche
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Kurzfassung

Die Charakterisierung der Lebensbedingungen phototropher Mikroorganis-
men in der marinen Mikrobiologie erfordert Mefisysteme, die in der Lage sind,
Gradienten chemischer Stoffe und die Zellaktivitit in der Groflenordnung ei-
niger Mikrometer zu messen. Fiir diese Anwendung sind zwei unterschiedliche
optoelektronische Sensorsysteme entwickelt worden, die den Brechungsindex
in der Umgebung von Mikroorganismen mittels Oberflichenplasmonenreso-
nanz (engl.: surface plasmon resonance, kurz: SPR) bzw. deren photosynthe-
tische Aktivitat iiber Chlorophyll-Fluoreszenzmessungen bestimmen kénnen.

Die Messung des Brechungsindex geschieht durch Anregung von Ober-
flichenplasmaschwingungen auf einem angespitzten, goldbeschichteten Glas-
faserende mit Weifilicht. Das reflektierte Licht wird iiber einen Faserkoppler
mit einem Spektrometer gemessen. Das Reflexionsspektrum weist ein charak-
teristisches Minimum auf, das sich mit steigendem Brechungsindex zu grifie-
ren Wellenldngen hin verschiebt. Die Kalibrierung erfolgt entweder iiber die
Bestimmung der Wellenldnge minimaler Reflektivitit oder iiber nichtlineare
Regression der Hauptkomponenten (engl.: non-linear principal component re-
gression, kurz: NPCR). Zur Maximierung der Ortsauflésung beschrinkt eine
Maskierung auf dem Faserende die Anregung von SPR auf eine Linge einiger
100 gm. Der Sensor ist in der Lage den Brechungsindex mit einer Auflésung
von 10~? RIU bei einer Ortsauflésung von weniger als 1 mm zu messen. Des-
weiteren wird ein Konzept eines kameragestiitzten SPR-Systems présentiert,
mit dem die theoretische Grenze der Ortsauflésung von 5 um bei potentiell
besserer Brechungsindexauflosung erzielt werden kann.

Die photosynthetische Aktivitiit von Mikroorganismen wird mit Hilfe ei-
nes Kamerasystems zur Messung der Chlorophyll-Fluoreszenzausbeute be-
stimmt. Die Fluoreszenzausbeute von Chlorophyll hiingt von der photosyn-
thetischen Aktivitdt des Organismus ab und gibt Aufschlufl iiber z.B. die
Quantenausbeute des Photosystems und seine Elektronenfluirate. Die Mes-
sung beruht auf der Anregung von Fluoreszenz mit dem Licht blauer LEDs
und der Detektion des emittierten Lichts durch einen optischen Langpaffilter
mit einer modulierten CCD-Kamera. Die zeitliche Steuerung zur Synchroni-
sierung von Lichtquelle und Kamera erfolgt durch eine Zeiteinheit. Das vorge-
stellte System ist in der Lage selbst bei einem dunkeladptierten Organismus
das lichtschwache Signal der minimalen Fluoreszenzausbeute Fy bei einer
Ortsauflosung von 20 gm pro Pixel zu messen. AuBerdem ist es durch seinen
modularen Aufbau méglich, das System an die gewiinschte Ortsauflosung bis
hinunter auf Zellebene anzupassen.

Beide Mefisysteme sind mit Erfolg bei der Charakterisierung von symbio-
tischen Kolonien mariner Mikroorganismen angewendet worden und konnten
bisher nicht durchfiilirbare MeBaufgaben lgsen.
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Abstract

In marine microbiology the characterisation of the environment of photo-
trophic microorganisms and their activity shows high gradients of chemical
and physical properties in the order of micrometers. Therefore high spatial
resolution sensor systems are required that are capable to detect these pro-
perties. Two different optoelectronic sensor systems for refractive index and
chlorophyll fluorescence have heen developed that match these specifications.

The sensing technique used for refractive index measurements is based on
the excitation of surface plasma waves at the tip of a tapered and gold-coated
optical fibre with white light. The reflected light is measured by a spectometer
and analyzed on a computer. A characteristic minimum in the reflection
spectrum shifts to higher wavelengths when the surrounding refractive index
increases. For calibration either the wavelength of minimum reflection or as
with non-linear principal component regression (NPCR) the shape of the
spectrum is related to refractive index. The spatial resolution of the sensor
is enhanced by masking the fibre tip so that the sensing length is in the
order of a few hundred micrometers. The presented sensor can measure the
refractive index with a resolution of 107" RIU at a spatial resolution below
I1mm. Furthermore a concept for a camera-based SPR system is presented
that is capable to achieve the theoretical spatial resolution limit of 5 ym at
a potentially better refractive index resolution.

The photosynthetic activity of microorganisms can be determined by chlo-
rophyll fluorescence yield measurements. From the yield many physiological
parameters can be calculated such as quantum efficiency of the photosystem
of the organism or its electron transport rate. The fluorescence is excited by
the light of blue LEDs and is detected through an optical long-pass filter with
a modulated CCD-camera. Synchronisation between the light source and ca-
mera is carried out by a timing controller. The presented system is able to
detect even the low-intensity fluorescence signal of dark-adapted microorga-
nisms Fp at a spatial resolution of 20 pm. Because of the modular set-up the
system can be arranged to achieve the desired spatial resolution down to the
level of single cells.

Both systems have been applied to the characterisation of symbiotie mi-
crobial marine colonies and delivered results that could not been measured
before.

VI



Kapitel 1
Einleitung

Ein Schwerpunkt in der marinen Mikrobiologie ist die Erforschung von Stoff-
kreisldaufen mikrobieller Lebensgemeinschaften in einer aquatischen Umge-
bung. Die Kolonien von Mikroorganismen bilden oft Symbiosen, in denen
die Reaktionsprodukte einzelner Artengruppen den Lebensraum fiir ande-
re schaffen. Da die einzelnen Arten in einer solchen Symbiose nicht unter-
einander um ihre primire Energiequelle konkurrieren, entstehen komplexe
Kreisldufe der jeweiligen Stoffwechselprodukte. Viele der Mikroorganismen
sind phototroph, d.h. ihre primire Energiequelle ist das Sonnenlicht, mit
dessen Hilfe sie Photosynthese betreiben kénnen. Kolonien von phototrophen
Organismen kénnen eine Produktivitiit erreichen, die mit der eines Regenwal-
des vergleichbar ist, der allgemein als produktivstes Okosystem bezeichnet
wird [1].

Ein typischer Lebensraum solcher Kolonien sind unter anderem Mikro-
benmatten, aber beispielsweise auch Korallen und andere Lebewesen, die
symbiotische Kolonien bilden. Diese Matten sind Produkte der in ihr leben-

Abbildung 1.1: Mikrobenmatte eines Salzsees (La Salada di Chiprana, Spa-
nien) mit einem Sauerstoffprofil. Die deutlich erkennbaren einzelnen Schichten
bestehen aus unterschiedlichen Mikrobenarten.



Einleitung

Abbildung 1.2: Koralle der Art Galazea fascicularis, an der mit einer Kalzi-
umelektrode die Rate der Kalziumfixierung gemessen wird.

den Organismen und bilden znsammenhingende, geschichtete, mit organi-
scher Materie angereicherte Systeme auf Gewiisserboden. Eine Probe einer
solchen Matte zeigt Abbildung 1.1. Neben der Matte sind zwei mit einem
Sauerstoffmikrosensor gemessene Profile bei Dunkelheit und bei Beleuchtung
abgebildet. In nur drei Millimetern Tiefe kann selbst bei Beleuchtung, bei
der naturgemifl die Produktivitit von phototrophen Mikroorganismen grofi
ist, kein Sauerstoff mehr gemessen werden. Dieser wird von Organismen ver-
braucht, deren Stoffwechsel auf Sauerstoffatmung angewiesen ist. Das Photo
der Matte zeigt deutlich eine vertikale Schichtung. Jede dieser Schichten be-
herbergt eine Mikrobenart, die an bestimmte Umweltbedingungen angepa8t
ist. Die Dicke der einzelnen Schichten betriigt nur wenige 100 gm. Damit sind
Mikrobenmatten das kleinste Okosystem der Erde. In der Regel bilden Kie-
selalgen die oberste Schicht einer solchen Matte gefolgt von Cyanobakterien,
farblosen und roten Schwefelbakterien sowie sulfatreduzierenden Bakterien.
Da die unterschiedlichen Arten sich auch an unterschiedliche Lebensbedin-
gungen angepaft haben, findet man in den Schichten starke Konzentrations-
unterschiede verschiedener Stoffe, wie z.B. Sauerstoff oder Schwefelwasser-
stoff. Cyanobakterien bendtigen Licht und Sauerstoff, wohingegen farblose
Schwefelbakterien Sauerstoff und Schwefelwasserstoff ohne Licht zur Ener-
giegewinnung verwenden. Rote Schwefelbakterien wiederum brauchen keinen
Sauerstoff sondern Licht und Schwefelwasserstoff. Als mafigeblicher Mecha-
nismus fiir den Stofftransport innerhalb der Matte herrscht die Diffusion vor,
die im Vergleich zum aktiven Transport durch Wasserstromung (Advektion)
oder grabende Lebewesen (Bioturbation) extrem langsam verlduft. Dadurch
treten auf wenigen Millimetern Tiefe starke Konzentrationsunterschiede von
chemischen Parametern wie z.B. Sauerstoff auf. Um die Umweltbedingungen
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Abbildung 1.3: Faseroptischer Sensor zur Bestimmung der raumlichen Pho-
tonenfluBrate in einer Sedimentprobe. Die Kugel am Ende der Glasfaser hat
einen Durchmesser von 100 pm.

der Mikroorganismen in diesen heterogenen Lebensrdumen charakterisieren
zu kénnen, miissen Sensoren eine Ortsauflésung haben, die kleiner ist als der
zu messende Gradient. Ein allgemein verstiindlicher Einblick in den Aufbau
und die gegenseitige Abhéngigkeit der Mikroorganismen in Mikrobenmatten
ist auch bei Karsten und Kiihl zu finden [2]. Einen Uberblick iiber das Zu-
sammenspiel von Mikroorganismen beim Aufbau von Korallenriffen bieten
Scholz und Krumbein [3].

Die Lebensbedingungen, denen Mikroorganismen ausgesetzt sind, kénn-
ten, was verfiigbares Licht, Temperatur, Salzgehalt, pH-Wert und chemi-
sche Zusammensetzung anbelangt, kaum extremer sein. Sie reichen von der
Kilte der Polargebiete iiber tropische Hitze, hypersaline, saure oder alka-
lische Gewisser hin zu heiflen Schwefelquellen. Diese Lebensrdume haben
den Vorteil, dafi die Organismen wenig Konkurrenz fiirchten miissen. Zur
Charakterisierung dieser Lebensraume und ihren Einflufi auf die in ihm le-
benden Organismen werden Mikrosensoren fiir zahlreiche physiologisch wich-
tige Stoffe, wie z.B. Sauerstoff, Schwefelwasserstoff, Kohlendioxid, Karbonat,
Kalzium, Nitrat und Methan, aber auch fiir andere Parameter wie Tempe-
ratur, pH-Wert, rdumliche Photonenflufirate und spektrale Zusammenset-
zung des verfiigbaren Lichts, eingesetzt. Es kommen dabei klassische Clark-
Mikroelektroden sowie faseroptische Sensoren und LIX-Elektroden (liquid ion
exchange) zum Einsatz. Es werden auch Kamerasysteme angewendet, mit de-
nen zweidimensionale Verteilungen von beispielsweise Sauerstoff mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gemessen werden kénnen [4]. Einen Uberblick der exi-
stierenden Meflsysteme und die Vielfalt der meBbaren Parameter ist in Holst
et al. [5] und Kiihl et al. [6] zu finden. Die drtliche Aufiésung dieser Sensoren
liegt in der GroBenordnung von 1 bis 100 um. Ein faseroptischer Sensor fiir die
Photonenflufirate ist in Abbildung 1.3 gezeigt. Dieser Sensor ist bei Profilmes-
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Einleitung

sungen in der Ndhe phototropher Organismen mit dem Ergebnis eingesetst
worden, dafl die Lichtintensitit und das Spektrum in einer Mikrobenmat-
te ortlich stark variiert [7, 8]. Die Folge dieser heterogenen Lichtverteilung
ist die Schaffung einer Mikroumwelt, die spezialisierten Organismen Lebens-
raum schafft, in denen andere Arten beispielsweise aufgrund von Mangel an
energiereichem, blauem Licht nicht iiberleben kénnen. Mit den gemessenen
Daten ist es allerdings ohne die Kenntnis des lokalen Brechungsindexes nicht
moglich, ein Modell zu entwerfen, das die Ursache der Lichtverteilung er-
kldrt und mit dessen Hilfe die Ausbreitung eines Lichtstrahls in der Probe
berechnet werden kann. Dies ist die Motivation, zwei Mikrosensorsysteme zu
entwickeln, die entweder als Fasersensor fiir Punktmessungen des Brechungs-
indexes eingesetzt werden kénnen oder als Kamerasystem zweidimensionale
Brechungsindexverteilungen visualisieren.

Neben der Charakterisierung der Umgebung ist natiirlich auch die Pro-
duktivitit der Mikroorganismen selbst von grofitem Interesse. Einen Ein-
blick in die Verarbeitung von Licht durch chlorophyllhaltige Organismen
bieten Fluoreszenzmessungen. In den Zellen wird durch Licht eine photo-
chemische Reaktionskette ausgelst, die auch Fluoreszenzeigenschaften des
Chlorophylls beeinflufit. Chlorophyll ist ein lichtverwertendes Molekiil zur
Erzeugung freier Elektronen und funktioniert nach einem #hnlichen Prinzip
wie eine Solarzelle. Die freien Elektronen werden im Photosystem jedoch fiir
die Produktion von organischen Kohlenstoffverbindungen, wie z.B. Zucker,
bendtigt und versorgen so den Organismus mit Energie. Uber eine spezielle
Abfolge von Lichtpulsen mit unterschiedlich starkem Anregungslicht, liefern
Fluoreszenzaufnahmen Informationen iiber die Leistungsfahigkeit des Pho-
tosystems. Wie bereits erwédhnt sind marine Mikroorganismen extrem pro-
duktiv, weshalb eine Identifizierung der Zentren dieser Produktivitit von
entscheidender Bedeutung fiir das Verstindnis dieser Okosysteme ist. Bis-
lang konnnen Punktmessungen mit kommerziell verfiigharen Chlorophyll-
Fluoreszenzmeflsystemen durchgefiihrt werden. Zweidimensionale Verteilun-
gen einiger Parameter konnen bereits mit Kamerasystemen aufgenommen
werden. Jedoch sind einige existierende Systeme nicht empfindlich genug,
sehr schwache Fluoreszenz messen zu konnen und sind wenig flexibel im Auf-
bau. Im Rahmen dieser Arbeit wird deshalb ein Kamerasystem vorgestellt,
das mit Hilfe von Standardoptiken (Objektive, Mikroskope) und einer hohen
Empfindlichkeit den Anforderungen zur Messung an phototrophen, marinen
Mikroorganismen gerecht wird.

Der erste Teil dieser Arbeit befafit sich mit der Brechungsindexmessung
nach dem Prinzip der Oberflichenplasmonenresonanz. Dieses Mefiprinzip be-

ruht auf der Anregung von Ladungstrégerwellen anf einer diinnen Metall-
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oberfliche durch Licht. Das an einer solchen Oberfliche reflektierte Licht
weist in Abhéngigkeit des Einstrahlwinkels und der Wellenléinge ein charak-
teristisches Minimum auf, das sich mit steigendem Brechungsindex zu gréBe-
ren Winkeln bzw. Wellenldngen verschiebt. Zunéchst wird in Kapitel 2 der
theoretische Unterbau des Mefprinzips beschrieben, gefolgt von einer Uber-
sicht existierender Systeme in Kapitel 3. Die Simulation, Herstellung und
Anwendung des faseroptischen Sensors wird in Kapitel 4 ausfiirlich beschrie-
ben. Das Konzept eines bildgebenden Brechungsindexsystems in Kapitel 5
und eine Zusammenfassung bilden den Abschlufl des ersten Teils. In Teil
IT wird ein Kamerasystem zur Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz vorge-
stellt. Hiermit ist es moglich, Informationen iiber die Aktivitit, Effektivitit
und Geschwindigkeit des energieliefernden Photosystems eines Mikroorganis-
mus zu messen. Durch blaues Licht wird Fluoreszenz im wichtigsten Molekiil
der Photosynthese angeregt und von einer Kamera aufgenommen. Die Fluo-
reszenzausbeute, also das Verhiltnis zwischen emittierter und absorbierter
Lichtenergie, unter verschiedenen Lichtbedingungen gibt Aufschlu8 iiber den
momentanen Zustand des Photosystems. Die Bedeutung der Chlorophyll-
Fluoreszenz in der Biologie und das Mefiverfahren wird in Kapitel 7 erldutert.
Der Aufbau des Systems und Messungen an Korallen bilden das Kapitel 8
gefolgt von einer Zusammenfassung, die den Abschlufl dieser Arbeit bildet.
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Kapitel 2

Oberflichenplasmonen-
Resonanz

(SPR)

Plasmonen sind Ladungstrigerwellen, die sich in Metallen ausbreiten kén-
nen. Man kann zwischen Volumen- und Oberflicheneffekten unterscheiden.
Volumeneffekte von Plasmonen sind inerte Prozesse, die lediglich durch die
Eigenschaften des Materials, in denen sie angeregt wurden, bestimmt sind.
Im Gegensatz dazu treten die Oberflicheneffekte in Wechselwirkung mit dem
sie umgebenden Medium, so dafl sich diese als Signalwandler fiir Sensoren
verwenden lassen. Fiir den Fall, da§ der Wellenvektor der Oberflichenplas-
monen (engl.: surface plasmons; kurz: SP) mit dem des einfallenden Lichtes
iibereinstimmt, spricht man von Oberfléichen-Plasmonenresonanz bzw. sur-
face plasmon resonance (kurz: SPR).

2.1 Reflexion an diinnen Schichten

In diesem Abschnitt soll ein Berechnungsverfahren hergeleitet werden, das
es erlaubt, die Reflexion eines Lichtstrahls von beliebigen Diinnschichtsy-
stemen in Abhingigkeit von Wellenldnge und Einstrahlwinkel zu berechnen.
Von diinnen Schichten ist immer dann die Rede, wenn die Dicke der Schicht
weniger als einige Wellenlingen betrigt. Im vorliegenden Fall betragen die
Schichtdicken maximal ein Viertel des betrachteten Wellenlingenbereichs.
Zunichst wird von der Lichtausbreitung in einem homogenen Medium aus-
gegangen und eine Lésung der Maxwell'schen Gleichungen berechnet. An-
schlieBend wird das System nach und nach um Grenzschichten zu einem
Medium anderen Brechungsindexes erweitert. Die Herleitung orientiert sich
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2.1 Reflexion an diinnen Schichten

an einer existierenden Herleitung [1] und beinhaltet Modifikationen, die von
praktischer Bedeutung fiir einen Simulationsalgorithmus fiir die Reflexions-
berechnung ist.

Das betrachtete Schichtsystem besteht aus homogenen und stationéren
Materialen (5%“‘;; = 0), in denen keine Raumladungen existieren (p = 0)
und die fiir den optischen Wellenlingenbereich niherungsweise nicht ma-
gnetisch sind (g = pp). Mit diesen Bedingungen kénnen die Maxwell’schen

Gleichungen in der vereinfachten Form

rot H = oE + Erﬁgaf (2.1)
= 9=
ro Hog, (2.2)
divH = 0 (2.3)
divE = 0 (2.4)
geschrieben werden. Nach E bzw. H aufgeldst ergibt sich
= (i & - .
A«E = o‘m-&E + éreopoa?E (2.5)
b & = 9 7 £ 4 2.6
ZW. . = Chogy; +6rfuﬂoa? . (2.6)
Eine Lasung fiir eine ebene Welle mit Ausbreitung in z-Richtung lautet
E = Eye(t1) (2.7)
bow., H = Hpe(+%) (2.8)
mit der Phasengeschwindigkeit v, fiir die gilt
1 O
‘u_z = €r€plig — J%- (2-9)

Multipliziert man beide Seiten mit ¢® = 1/(egpp), erhiilt man die Definition
fiir den komplexen Brechungsindex n:

o ¢
L en = deagg—5—0
v? w
& n? = (nRe—jnm)’ =€ — j%. (2.10)
Nun kann Gleichung 2.7 umgeformt werden in
B o= Eyelt-tne)
o = Ege™m® gflt—konnes) (2.11)



Oberflichenplasmonen-Resonanz (SPR)

Abbildung 2.1: Reflexion an geschichteten Systemen: a) Ubergang zweier
halbunendlicher Medien, b) mit einer diinnen Zwischenschicht, ¢) mit zwei
diinnen Zwischenschichten (dy,da < A)

Analog gilt fiir Gleichung 2.8
H = Hyemmr dlwt-konnez) (2.12)

mit der Wellenzahl ky = 27 /A. Hieraus geht hervor, dafl der Imaginérteil des
komplexen Brechungsindexes fiir eine Ddmpfung der Lichtwelle in Ausbrei-
tungsrichtung sorgt.

Aus den Gleichungen 2.2, 2.7 und 2.8 lifit sich eine zweite Relation fiir
den Brechungsindex herleiten. Diese ist im Folgenden nétig, um die Refle-
xion an einem geschichteten optischen System zu berechnen. Fiir eine sich
in Richtung eines beliebigen Einheitsvektors 7 ausbreitende ebene Welle in
einem homogenen Medium gilt

2 v N
tE = —pgH
rof Hagy
= —jkun(FxE) = —jwuuﬁ
& n (1"' * E) = (',u,oﬁ
Z,H
=5 n o= — (2.13)
FxFE
mit dem Feldwellenwiderstand im Vakuum
o= 2. (2.14)
€g

Gleichung 2.13 gilt auch fiir den Fall, dafl die Welle auf eine Grenzfliche
trifft, die sich senkrecht zu 7 aufspannt, und an der sich der Brechungsin-
dex sprunghaft dndert. Trifft die Welle jedoch in einem Winkel 8 auf diese
Grenzfliache auf, wie in Abbildung 2.1a) zu sehen, muB sie als Uberlagerung
aus einer TM-Welle und einer TE-Welle betrachtet werden, da die Tangenti-
alkomponenten der Felder an der Grenzschicht a um den Winkel @ gegeniiber
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2.1 Reflexion an diinnen Schichten

der Ausbreitungsrichtung gedreht sind und dann der effektive Brechungsin-
dex von der Polarisation des einfallenden Lichts abhangt. Fiir eine TM- bzw.
TE-Welle kann ein modifizierter Brechungsindex #n mit

n
= — 2.15
™ o (2.15)
und nre = mncosf (2.16)

definiert werden. Fiir senkrechten Lichteinfall (8 = 0) sind v = 11 = n.

Nun fithrt man zwischen die beiden halbunendlichen Medien eine diinne
Schicht mit der Dicke d; und dem Brechungsindex n; wie in Abbildung 2.1b
ein. Der Einheitsvektor €. sei der Normalenvektor der beiden Grenzflichen
a und b und zeige in Richtung der z-Achse. Das elektrische und magnetische
Feld in der diinnen Schicht besteht aus der Uberlagerung einer vorwirts
laufenden und einer riicklaufenden Welle. An der Grenzschicht b gelten fiir
die Tangentialkomponenten H, und E,

H=H+H = g—L(gz x By —& x By) (2.17)
&xE = & xEf +é. x E;. (2.18)

Durch AufiGsen von Gleichung 2.18 und Einsetzen in Gleichung 2.17 erhalt
man jeweils einen Ausdruck fiir €, x E; und &, x E;:

. 1 [ Z,H, -
é&x B = 5( ‘:7 "+é;xE,,) (2.19)
1
Exi = = (- S5 g E‘b) . (2.20)
2 Th

Das elektrische Feld E, an der Grenzschicht a ist zum selben Zeitpunkt nur in
der z-Koordinate um die Schichtdicke d, zu E‘b verschoben. Da die Schichten
ausreichend diinn sind, erhilt man E-".,, indem E}, mit einem Phasenfaktor
&% multipliziert wird:

LREY = (&% E;’) &b (2.21)
ExE = (&xEf)e™ (2.22)
mit & = konid, cosé,. (2.23)

Fiir €. x E,, gilt dann

&xEBy, = &xEf +
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Oberflichenplasmonen-Resonanz (SPR)

elft 4 p=if1 o . el _ g=if Zoﬁb
Fz (Ez X Eb) + —2 m
- Sindy
= cosd (& x B) + T2, (2.24)
h
Dementsprechend erhilt man fiir
Znﬁﬂ = ] T Si[lé] (B-z x Eb) + cos &y Zo.gb. (225)

Die Gleichungen 2.24 und 2.25 kénnen als Matrizengleichung zusammenge-
fat werden, so dafi man

. x E, _ cos 0y -,fi-sin &y &, % E.b
Zﬂ F{a - j ™ sin 51 cos 6[ Zgﬁb
- 1 X -
L4 ."l'Il ( s ) (82 X Eb)

Ve - i 7
= & M 2.26
(ve) = 5(a) 20

mit dem effektiven Brechungsindex des umgebenen Mediums 7 und der
charakteristischen Matrix der Schicht M erhiilt.

Erweitert man das Schichtsystem um eine weitere Schicht mit der Grenz-
fliche ¢ wie in Abbildung 2.1c, kénnen die tangentialen Feldkomponenten
E, und H, mit Hilfe von E, und H. iiber Gleichung 2.26 berechnet wer-
den. Auf diese Weise wird deutlich, da der Einflul der i-ten Schicht auf das
elektromagnetische Feld iiber die charakteristische Matrix M; mit Material-
eigenschaften der Schicht ausgedriickt werden kann. Um die Reflektivitét
eines Lichtstrahls fiir ein System mit n diinnen Schichten zwischen zwei halb-
unendlichen Medien zu berechnen, ist somit der folgende Satz Gleichungen

giiltig:
Vi LI 1 o s
(%) = (@) () a

[

- cosd; Lsind;

M = ™ H

i ( jmisind;  cosd; ) -8
8 = konid; cosb; (2.29)

Die Winkel #; fiir den Phasenfaktor é; ergeben sich aus dem Snellius’schen
Gesetz
Tig Si.ﬂﬂo =n; sin 9.'. (230)
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2.2 Brechungsindexabhingigkeit von SPR

Es ist zu beachten, daB bei verlustbehafteten Medien (3{n;} # 0) der Winkel
0; ebenfalls komplex wird. Da aber nicht der Winkel 8; selbst gesucht ist,
sondern sein Cosinus, wird dieser iiber

2
cosf; = /1 - (f’i‘isinau) (2.31)
n;

direkt berechnet. Aus den Vektorkomponenten Ve und Vi lafit sich ein ef-
fektiver Brechungsindex 7, definieren

V

e ==, (2.32)
Ve

der von einem einfallenden Lichtstrahl gesehen wird und vom Schichtsystem

und dem Einstrahlwinkel abhiingt. Der Reflexionsgrad oder die Reflektivitiit

R eines solchen Strahls an der Grenzfliche a ist definiert durch

2
o — e
Mo + Te

(2.33)

Die hier vorgestellte Matrixmethode erlaubt es, Anregung von SPR in be-
schichteten Lichtleitern zu simulieren. Fiir die Reflexion eines Lichtstrahls,
der in eine angespitzte Glasfaser eingekoppelt wird, muf} zunéchst der Strah-
lenverlauf modelliert werden, um anschlieflend fiir jede einzelne Reflexion im
Taper die Reflektivitit bei einzelnen Wellenldingen zu berechnen. Die multi-
plizierten Reflektivititen ergeben dann den Reflexionsgrad fiir eine gefiihrte
Mode in der Faser. Die Iteration iiber alle gefithrten Moden ergibt das Re-
flexionsspektrum.

2.2 Brechungsindexabhingigkeit von SPR

Mit Hilfe der imn vorigen Abschnitt hergeleiteten Matrixmethode a8t sich die
Reflexion an Mehrschichtsystemen berechnen. Ein Modellsystem bestehend
aus einem Lichtleiter mit dem Brechungsindex n = 1.4623 RIU, der mit einer
Schicht Chrom der Dicke dg, = 2nm und einer zweiten Schicht aus Gold
von da, = 50nm Dicke beschichtet ist, zeigt Abbildung 2.2. Variiert man
den Einfallswinkel # des Lichtstrahls von 0 bis 90° und seine Wellenldnge
A von 400 bis 1000 nm, erhélt man fiir die Reflektivitit den Konturplot in
Abbildung 2.3. Zugrunde gelegt wurde ein Brechungsindex der Umgebung
von 1.33 RIU. Die Differenz zur Reflektivitiit bei einem Brechungsindex von
1.34 ist in Abbildung 2.4 #u sehen. In dieser Darstellung sind nur die Regio-
nen hervorgehoben, die vom Brechungsindex abhiingen. Fiir die gewihlten
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Abbildung 2.2: Modellsystem bestehend aus einem mit Chrom und Gold be-
schichteten Lichtleiter

Brechungsindizes sind dies der Winkelbereich von etwa 70 bis 90° bei einer
Wellenliinge ab ca. 600 nm.

Extrahiert man nun Profile bei einer definierten Wellenléinge, zeigen diese
die typische Kurvenform einer winkelmodulierten SPR-Messung mit mono-
chromatischem Licht. Das aus der Modulation der Wellenlinge resultierende
Spektrum erhilt man auf analoge Weise durch ein Profil bei festem Winkel.
Abbildung 2.5 zeigt die extrahierten Reflexionskurven. Die winkelmodulierte
Messung weist im nahen Infrarotbereich ein wesentlich schirferes Minimum
auf als wellenlingen-anfgelste Messungen bei festem Einstrahlwinkel. Un-
terhalb von 600 nm wird sehr wenig Energie in eine Oberflichen-Plasmonen-
Mode eingekoppelt, d.h. das charakteristische Minimum verschwindet. Das
selbe gilt fiir Messungen unter festem Einkoppelwinkel fiir Winkel unterhalb
etwa 70°. Eine Glasfaser mit einer numerischen Apertur von NA = (.28
hat einen maximalen Einkoppelwinkel von 16.3°, was zu Einfallswinkeln am
Kem/CIadding»tbergang zwischen 73.7 und 90° fithrt. Um das Reflexions-
spektrum einer solchen Faser zu modellieren, miissen die Spektren aus dem
rechten Graphen in Abbildung 2.5 nach der Modenverteilung in der Faser
gewichtet aufsummiert werden. Dadurch wird deutlich, daB sich das Reflexi-
onsminimum durch vermischte Anregung von SP-Moden verbreitert.

Das Schichtsystem aus Abbildung 2.2 weist nicht nur eine hohe Emp-
findlichkeit gegeniiber den Einkoppelbedingungen und dem Brechungsindex
der Umgebung auf, sondern ist auch querempfindlich gegeniiber Tempera-
tur und den Dicken der Metallbeschichtungen. Die Temperatur verschiebt
das Minimum hin zu einem gréferen Winkel bzw. Wellenldnge. Dabei ent-
spricht eine Anderung um 1°C einer Brechungsindexinderung an der vier-
ten Nachkommastelle. Mit anderen Worten: es darf fiir eine Auflésung von
10" RIU kein Temperaturgradient griBer als 1°C auftreten. Extrem préizi-
se Meflaufbauten kommen deshalb nicht ohne Temperaturkompensation aus.
Die Abhiingigkeit der Reflexionskurve von der Dicke der Goldschicht da,, ist
in Abbildung 2.6 zu sehen. Im linken Graphen sind mehrere Kurven fiir die
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2.2 Brechungsindexabhingigkeit von SPR

Winkel (deg]

Abbildung 2.3: Reflektivitit eines goldbeschichteten Lichtleiters in Abhangig-
keit der Wellenlange A und des Einfallswinkels & bei einem Brechungsindex von

1.33RIU.
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Abbildung 2.4: Differenz der Reflektivitaten bei einem Brechungsindex von
1.33 und 1.34 RIU. In Schwarz und WeiB sind deutlich die Wellenlangen- und
Einfallswinkelbereiche zu sehen, die eine Abhangigkeit vom Brechnungsindex

zeigen.
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Abbildung 2.5: Reflexionskurven fiir definierte Wellenlingen (links) und feste
Einkoppelwinkel (rechts).
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Abbildung 2.6: Reflexionskurven bei einer Wellenlange von 700 nm (links) und
fiir einen festen Einkoppelwinkel von 73° (rechts) in Abhangigkeit der Dicke
day-



2.2 Brechungsindexabhéngigkeit von SPR

winkelmodulierte Messung bei einer festen Wellenlinge von 700 nm darge-
stellt. Die Schichtdicke fiir ein besonders tiefes Minimum liegt bei ca. 55 nm.
Fiir die wellenlingenabhingige Messung bei einem Einkoppelwinkel von 73°
(rechter Graph), liegt diese Dicke bei 60nm. Je nach Modulationsart und
den jeweiligen Einkoppelbedingungen, existiert also eine Schichtdicke, die
eine optimale Einkopplung in SP-Moden erlaubt. Hierbei ist wieder zu be-
achten, daff bei SP-Anregung in einer Multimode-Glasfaser die Dicke da,
von der Modenverteilung abhingt. Abgesehen von der Tiefe des Minimums
verschiebt sich auch die Position bei der Variation der Dicke. Im Fall der
Winkelmodulation erhht sich der optimale Einkoppelwinkel von 75.95° bei
45nm bis zu 76.25° bei 65 nm Schichtdicke. Die Wellenldnge der minimalen
Reflexion verschiebt sich bei der Wellenldngenmodulation von 778 nm auf
775 nm bei Schichtdicken von 50 nm bzw. 70nm.
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Kapitel 3

SPR Meflsysteme

Das Prinzip der Plasmaschwingungen auf Oberflichen wurde Anfang des
20. Jahrhunderts von Wood beschrieben [2]. Aber erst Ende der Sechziger
Jahre wurde ein Meflaufbau von Otto [3] und Kretschmann et al. [4, 5] be-
schrieben. Sie verwendeten SPR zur priizisen Bestimmung des komplexen
Brechungsindexes verschiedener Metalle sowie zahlreicher anderer Materia-
lien. Nach Kretschmann ist auch die Prisma-Konfiguration benannt, die bis
Anfang der neunziger Jahre die einzige bekannte Anregungsmethode fiir SPR
war. Raether lieferte seit den siebziger Jahren die Theorie, die nétig ist, um
SPR auf verschiedenen Oberflichen (z.B. optische Gitter und glatte Ober-
flichen) anzuregen [6, 7]. Das Potential, das in dieser MeSmethode steckt,
ist ab 1982 an der Universitdt Linkdping, Schweden zunéchst von Nylander
fiir die Gassensorik [8] und ein Jahr spiiter von Liedberg fiir die Biosenso-
rik [9] entdeckt worden. Die Vielseitigkeit verdankt SPR der Tatsache, das
die Eindringtiefe der Plasmaschwingungen in der Gréfenordnung der verwen-
deten Wellenldnge liegt. Eine spezifische Molekiilbindung in diesem Bereich
fiihrt zu einer lokalen Anderung des Brechungsindexes und somit zu einem
Mefsignal. Aus einer Forschungsgruppe in Umea, die sich mit der labelfrei-
en Detektion von biomolekularen Wechselwirkungen befafite, enstand 1986
die Firma Pharmacia Biosensor, die 1990 ihr erstes SPR Produkt namens
BIAcore auf den Markt brachten. BIAcore war so erfolgreich, dafi der Zweig
SPR-Sensorik als eigene Firma gleichen Namens ausgelagert wurde, die bis
heute Marktfiihrer fiir SPR-Mefigerite mit hohen Durchsatzraten ist. Seit-
dem hat es zahlreiche Forschungsprojekte und Firmengriindungen gegeben,
die sich mit verschiedenen Aspekten von SPR beschiftigen. Im Folgenden
ist diese Entwicklung in drei Gebiete eingeteilt, ndmlich der prismabasier-
ten SPR, faseroptischen SPR und dem in den letzten Jahren aufkommenden
bildgebenden SPR Verfahren. Einen Uberblick iiber die Entwicklung der SPR
Sensorik im letzten Jahrhundert findet man auch bei Homola et al. [10].
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3.1 Prismabasierende SPR

Halbzylinder

Metallschicht

Metallbeschichtung
Abbildung 3.1: Prismenkonfigurationen zur Anregung von Oberflachenplas-
monen nach Otto (links) und nach Kretschmann (rechts).

3.1 Prismabasierende SPR

Der urspriingliche Aufbau zur Anregung von Oberflichenplasmonen mit mo-
nochromatischem Licht geht zuriick auf Arbeiten von Otto [3] und Kretsch-
mann et al. [4, 5. Sie verwendeten Aufbauten mit Prismen, wie sie in Abbil-
dung 3.1 zu sehen sind. Otto verwendete ein 60 °-Prisma und befestigte an der
Unterseite einen Objektriger mit einer Distanzfolie von etwa 200 nm Dicke.
Auf einen zweiten Objektrager wurde eine ca. 100nm Dicke Silberschicht
aufgedampft und ebenfalls unter dem Prisma befestigt. Der Zwischenraum
der beiden Glasscheiben wurde evakuiert. Das Ziel des Versuches war es,
nachzuweisen, dafl Oberflichenplasmonen in Silber angeregt werden konnen.
Der Aufbau verdeutlicht sehr gut, daff die Oberflichenplasmonen vom eva-
neszenten Feld des totalreflektierten Lichts an der Grenzfliche Glas/Vakuum
angeregt werden.

Kretschmann entwickelte einen Aufbau auf der Basis eines halbzylindri-
schen Prismas, das auf der Unterseite mit einem Metall beschichtet ist. Dieser
Aufbau diente zur Bestimmung der Dispersionskurven verschiedener Metal-
le. Das monochromatische Licht der beiden ersten Aufbauten ist aus einer
Halogenlampe durch verschiedene Interferenzfilter erzeugt worden.

Der von Nylander, Liedberg at al. [8, 9] vorgeschlagene MeBaufbau fiir
Chemo- und Biosensoren unterscheidet sich nur marginal von dem Kretsch-
manns. Ein silberbeschichteter Objektriger wird an einem G0 °-Prisma ange-
bracht, und mit monochromatischem Licht werden Oberflichenplasmawellen
angeregt. Die Lichtquelle ist ein HeNe-Laser, dessen Einstrahlwinkel auf das
Prisma variiert werden kann. Der Detektor, eine Photodiode, mifft unter ei-
nem festen Winkel die Intensitét. Der Einstrahl- und Detektionswinkel sind
so gewihlt, dafl sich eine maximale Signaldnderung bei kleinen Brechungs-
indexénderungen in der Nihe der Metallbeschichtung ergibt. Dieser Aufbau
ist der am meisten verwendete in LabormeBgerdten, da er sich einerseits
aus kommerziell erhiltlichen Komponenten zusammensetzt, und zudem auch
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Abbildung 3.2: Konfigurationen verschiedener faseroptischer SPR-Sensoren

noch sehr empfindlich ist. Mit einer Temperaturkompensation sind Empfind-
lichkeiten von bis 10~7 RIU maoglich.

3.2 Faseroptische SPR

Eine Ubersicht der bisher entwickelten faseroptischen Sensorkonfigurationen
ist in Abbildung 3.2 zu sehen. In der oberen Reihe sind Konfigurationen ab-
gebildet, die den sensitiven Teil in eine Faserschleife integrieren, wohingegen
die Sensoren der unteren Reihe nur einen Anschluff besitzen und Anregungs-
sowie MeBlicht durch dieselbe Faser leiten. Fiir stationire Anwendungen wer-
den eher Faserschleifen eingesetzt. Ein gréfleres Potential der Miniaturisie-
rung haben jedoch die Sensoren mit einer Mefispitze.

Der erste faseroptische SPR Sensor wurde 1993 von Jorgenson et al. in
Seattle, USA, vorgestellt und ist dort von der Firma EBI Systems zu ei-
nem Produkt weiterentwickelt worden (Abb. 3.2a) [11]. Der Sensor wurde
gleichermaBen als Faserschleife und als Faserspitze vorgestellt. Ziel war es,
einen transportablen Biosensor fiir verschiedene Analyten zu entwickeln. Der
Sensor ist in der Lage, die Reaktionskinetik fiir ein spezifisches Molekiil zu
detektieren. Durch den Verlauf der Kinetik kann die Konzentration bestimmt
werden. Spiter wurde der Sensor von BIAcore als Produkt iibernommen und
kurze Zeit spiter als wenig erfolgreiche Produktlinie eingestellt, da sich BIA-
core auf die Herstellung von Analysegeriiten fiir hohe Durchsatzraten und
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3.2 Faseroptische SPR

damit den Sektor der transportablen Mefigerdte verlassen hat. Der Sensor
besteht aus einer PCS Multimodefaser, deren Fasermantel auf einer Lange
von 10 mm entfernt und dessen Kern mit einer Goldbeschichtung versehen
ist. Die SPR-Anregung erfolgt mit einer Halogenlampe. Der Bezug zum Bre-
chungsindex bzw. zur Menge der an der Oberfliche gebundenen Molekiile
wird iiber die Wellenlinge der minimalen Reflektivitit hergestellt. Auf diese
Weise reicht der dynamische Bereich von 1.2 bis 1.4 RIU bei einer Auflésung
von 5 - 107° RIU. Der Mefibereich kann mittels unterschiedlich dicker Tan-
taloxidschichten an verschiedene Bediirfnisse angepafit werden [12]. Von Ka-
terkamp et al. ist dieselbe Konfiguration spiter ausschlieilich als Faserspitze
vorgestellt worden (Abb. 3.2d) [13]. Der Sensor besteht aus einer HCS-Faser
mit einem Kerndurchmesser von 400 um. Die Linge des mit 55nm Silber
beschichteten Faserendes betrigt 5mm und kann den Brechungsindex mit
einer Genauigkeit von 4 - 10~ RIU bei einem Dynamikbereich von 1.33 bis
1.36 RIU messen.

Ebenfalls 1993 stellten Alonso et al. eine Konfiguration basierend auf ei-
ner Monomodefaser vor (Abb. 3.2b) [14]. Hierbei handelt es sich um eine in
Epoxydharz eingegossene, leicht gebogene Faser mit 4.5 um Kerndurchmes-
ser, die anschlieBend an einer Seite poliert wird, bis der Faserkern auf einer
Lange von einigen Millimetern freigelegt ist. Eine Goldbeschichtung von 10
bis 50 nm Dicke bildet die sensitive Schicht. Als Lichtquelle dient eine Halo-
genlampe mit Monochromator fiir eine Wellenldnge von 1300 nm. Gemessen
wird die transmittierte Leistung mit einer pin-Diode. Der betrachtete Bre-
chungsindexbereich liegt bei 1.435 bis 1.465 RIU und kann durch eine zusétz-
liche Aluminiumoxidbeschichtung um bis zu +0.15 RIU variiert werden. Die
Ortsauflésung der Anordnung ist nicht charakterisiert worden.

Eine Mischung aus Multimodefaser und monochromatischer Anregung
von SPR stellte 1996 Ronot-Trioli et al. als Ringkonfiguration vor (Abb. 3.2 a)
[15]. Es kommt dabei eine PCS-Faser mit 600 ym Kerndurchmesser zum Ein-
satz, in die unter einem festen Winkel mit einer Laserdiode (670 nm) Licht
eingekoppelt und die transmittierte Lichtleistung gemessen wird. Die Fase-
rummantelung wird auf einer Linge von 15mm entfernt und der Kern mit
30 bis 70 nm Gold beschichtet. Die erzielte AufiGsung betriigt im Bereich von
1.33 bis 1.44 RIU etwa 2- 10~*RIU.

Auf der Basis einer in der Mitte verjiingten Monomodefaser entwickelten
Tubb et al. 1997 einen chemischen SPR Sensor (Abb. 3.2¢) [16]. Der gesam-
te Durchmesser der Faser wird iiber eine Linge von 20 mm durch Erhitzen
und Ziehen von 125 um auf 6 um reduziert und anschiefend mit 50 nm Sil-
ber oder Gold beschichtet. Angeregt wird in einer ersten Anwendung mit
dem Licht einer Halogenlampe, das iiber einen Monochromator auf einen
optischen Zerhacker gegeben wird, so dafl man eine wellenldngenmodulierte

21



SPR Mefisysteme

SPR-Anregung erhilt. Eine optimierte Version verwendet als Lichtquelle ei-
ne Laserdiode (Anax = 595 nm). Die Detektion des MeBlichts geschieht iiber
eine Photodiode. Der Sensor list den Brechungsindex mit einer Genauigkeit
von 2-107* RIU auf und hat einen MeBbereich von 1.32 bis 1.44 RIU.

Ein verbesserter Aufbau mit einer eingegossenen und polierten Single-
modefaser ist 1998 von Slavik et al. vorgestellt worden (Abb. 3.2e) [17]. Der
Ansatz dhnelt stark dem von Obando et al., ist aber nicht nur als Ring kon-
zipiert worden sondern auch als Sensorspitze. Eine PCS-Faser mit 560 um
Durchmesser wird gebogen in einen Silikatblock eingegossen und auf einer
Seite bis zum Faserkern poliert. Auf dieser Fliche wird eine 35nm Dicke
Goldschicht aufgebracht. Das Faserende wird ebenfalls poliert und mit ei-
ner Chromverspiegelung versehen. Der Aufbau ist sehr kompakt und hatte
mit einer SPR-aktiven Linge von ca. 2 mm die bis dahin beste Ortsauflésung.
Als Anregung dient monochromatisches Laserlicht mit einer Wellenlidnge von
825 nm. Das reflektierte Licht wurde mit einer Photodiode gemessen. Der
MefBbereich des Sensors liegt bei 1.33 bis 1.34 RIU mit einer Auflésung von
4-107%RIU. Durch eine zusitzliche Tantaloxid Schicht kann der Mefibereich
bis auf 1.34-1.35 RIU verschoben werden.

Obando et al. entwickelten 1999 eine Reihe faseroptischer Sensoren, die
auf angespitzten Faserenden basieren (Abb. 3.2f) [18]. Als Fasermaterial
dient eine Multimodefaser mit 400 pm Kerndurchmesser, von der an einem
Ende auf der Lénge zwischen 2.5 und 5mm die Ummantelung entfernt wird.
AnschlieBend wird das Faserende fixiert und von zwei Seiten unter definier-
ten Winkeln angeschliffen. Eine Seite des Faserendes wird mit einer 50 nm
Goldbeschichtung versehen, wohingegen das Ende der Faser mit Chrom ver-
spiegelt wird. Eine CCD-Kamera nimmt das von der Spitze reflektierte Licht
einer Halogenlampe auf. Je nach Wahl der Winkel deckt der Sensor einen
Mefibereich von 1.33 bis 1.41 RIU bei einer Auflésung von bis zu 10~ RIU
ab.

Die wichtigsten Eigenschaften der hier vorgestellten Sensorkonfiguratio-
nen sind in Tabelle 3.1 zusammengefaBt. Es existieren dariiber hinaus noch
zahlreiche andere Arbeiten {iber SPR-Anregung mit optischen Fasern, bei der
die Glasfaser allerdings nicht das sensitive Element bildet, sondern Licht z.B.
zu einer Primsmenanordnung leitet. AuBlerdem bleibt festzustellen, daf in den
letzten vier Jahren keine grundlegend neuen Konfigurationen entwickelt wor-
den sind. Fiir hohe Empfindlichkeit gegeniiber dem Brechungsindex haben
sich die auf Singlemodefasern basierenden Sensoren durchgesetzt. Sie haben
aber meist einen geringeren Mefibereich als Losungen mit Multimodefasern,
die in der Regel mit weniger Aufwand hergestellt werden kénnen. Die Orts-
auflésung der faseroptischen Brechungsindexmessung hat bisher keine grofie
Beachtung gefunden, da der Entwicklungsschwerpunkt in der Chemo- und
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Tabelle 3.1: MeBbereich, Empfindlichkeit und Ortsauflésung einiger faseropti-
scher SPR-Sensoren.

Empfind-
Abb. 3.2 | Mefibereich | lichkeit | Ortsauflosung
[RIU] [RIU] [mm]
Jorgenson et al. a, d 12-14 5-107° 10
Kateramp et al. d 1.33-1.36 | 4-10°% H]
Slavik et al. e 1.33 - 1.34 4.1078 2
Obando et al. f 1.33-141 | 1-107* 25
Alonso et al. b 1.435-1.465 ( 1-1073 n.a.
Ronot-Trioli et al. a 1.33-1.44 | 2.10°* 15
Tubb et al. c 1.32 - 1.44 2.10™* 20

Biosensorik auf Reaktionen liegt, die nur mittels eines Waschvorgangs rever-
sibel sind. Profilmessungen sind mit solchen Sensoren nicht durchfiihrbar.

3.3 Bildgebende SPR

Bildgebende SPR-Verfahren sind nach ihrer Entwicklung 1987 von Yeatman
et al. [19] und 1988 von Rothhiusler et al. [20] zunéchst als Technik zur Kon-
trastverstiarkung fiir die Mikroskopie angewendet worden. Molekularbiologi-
sche Anwendungen — wie z.B. die Beobachtung von Bindungskinetiken - folg-
ten kurze Zeit spiter. Diese ersten Systeme beruhten auf der Kretschmann-
Konfiguration und regten SPR mit Laserlicht an. Hierfiir kamen gebriuchli-
che Mikroskope zur Anwendung, so dafl die Beobachtung des entstehenden
Bildes haufig nur mit dem bloBen Auge geschah. Erst Anfang der Neunziger
Jahre sind optimierte Systeme entwickelt worden, deren Bilder mit CCD-
Kameras aufgenommen werden konnten. Um die zweidimensionale Auflésung
zu erhalten, kann man entweder das Prisma mit einem Laserstrahl abtasten,
oder einen kollimierten Strahl erzeugen, der auf der gesamten Grundfliche
des Prismas SPR anregt. Abbildung 3.3 zeigt den prinzipiellen Aufbau eines
SPR Imaging Systems, das ohne Abtastung auskommt. Der Kollimator und
das Interferenzfilter sind bei Verwendung einer Weillichtquelle nétig. Fiir
Laserlicht ist dagegen eine Optik zur Strahlaufweitung erforderlich. Da die
Oberfliche der Metallbeschichtung nicht ideal glatt ist, hat die Verwendung
eines aufgeweiteten Laserstrahls den Nachteil, dal es aufgrund der diffusen
Reflexion zu einem Fleckenmuster (engl.: specle pattern) bei der Aufnahme
kommt. Dieser Nachteil wird allerdings meist wegen der wesentlich griferen
Intensitdt der Bilder in Kauf genommen. In zwei Arbeiten von Knobloch
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Abbildung 3.3: Aufbau eines SPR Imaging Systems

et al. [21] und Nelson et al. [22] ist ein SPR-Imaging-Aufbau auf der Basis
von WeiBlicht vorgestellt worden, die allerdings fiir die Messung der Bin-
dungskinetik von DNS auf einer modifizierten Goldbeschichtung, die eine
Brechungsindexiinderung von 1078 RIU verursacht, nicht ausreichten.

Eine Anwendung von SPR Imaging ist die Messung der Bindung von DNS
an Oligonukleotide, die nach dem Schliissel/Schlofi-Prinzip funktioniert. Ein
bestimmtes Oligonukleotid bindet spezifisch an nur ein Stiick DNS. Fiir ei-
ne Messung wird eine goldbeschichtete Fliache in mehrere gleichgrofie Felder
unterteilt und mit unterschiedlichen Oligonukleotiden beschichtet. Wird eine
Probe mit unbekannter DNA auf diese Fliche gebracht, zeigt nur ein Feld,
dessen Oligonukleotid zur DNA pafit, eine Reaktion. Die Ortsauflésung von
SPR-Imaging ist in diesem [Fall fiir eine groBe Zahl unterschiedlicher Oligonu-
kleotide nétig. Die maximale Ortsauflésung betriigt aufgrund der mittleren
Wegliange der Oberflichenplasmonen etwa 5 pm.
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Kapitel 4

Faseroptischer
Brechungsindexsensor

4.1 Modellierung

Die Modellierung eines faseroptischen Brechungsindexsensors wurde bereits
in einer Diplomarbeit behandelt [23]. Der Schwerpunkt lag dort auf dem theo-
retischen Nachweis, dal SPR in getaperten Fasern angeregt werden kann. In
dieser Arbeit ist das Modell soweit verfeinert worden, daff der Einflufl einer
Maskierung zur Erhéhung der Ortsauflésung auf die Signalqualitit berechnet
werden kann. In diesemn Abschnitt wird das verfeinerte Modell fiir die An-
regung von Oberflichenplasmonen in unterschiedlich getaperten Faserenden
beschrieben und die Simulationsergebnisse diskutiert.

4.1.1 Lichtausbreitung in beschichteten Glasfasern

In einem angespitzten Glasfaserende breitet sich Licht unter komplexeren
Bedingungen aus als in einem geraden Faserende. Fiir ungetaperte Fasern ist
es moglich, einen einfachen Ausdruck der Reflektivitit zu finden, da der Re-
flexionswinkel an der Kern/Mantel-Schnittstelle iiber die gesamte Faserlinge
konstant bleibt. Dies ist bei getaperten Faserenden nicht der Fall, so dafl der
Verlauf des Lichtstrahls nach Eintritt in den Taper Reflexion fiir Reflexion
berechnet werden mufl. Hierfiir wurde bereits bei der Diplomarbeit die Si-
mulationssoftware SPRsim programmiert. Dieses Programm ist seitdem wei-
terentwickelt und optimiert worden. Es war aus Effizienzgriinden nétig, das
Programm von Pascal in C++ zu portieren, um auch komplexere Modelle in
annehmbarer Rechenzeit simulieren zu kénnen. Hierbei wurden gleichzeitig
einige Einschrinkungen der vorherigen Version aufgehoben.
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In der vorigen Version konnte pro Simulation das Reflexionsspektrum
fiir nur einen Brechungsindex berechnet werden, so daf fiir mehrere Bre-
chungsindizes der Strahlenverlauf jedesmal neu simuliert werden mufite. Die
zeitaufwendige Berechnung des Strahlenverlaufs fiir jeden Brechungsindex
ist dieselbe, so daBl die Implementierung einer ,.Sweep”-Funktion, mit der
ein Brechungsindexbereich anstatt eines einzelnen Wertes simulierbar ist, die
Anzahl der Simulationsginge auf einen einzigen reduziert. Ein weiterer Un-
terschied zur Vorgéingerversion von SPRsim besteht in der Annahme, da8 die
Lichtquelle nicht idealerweise eine Punktlichtquelle in der Mitte des Faser-
querschnittes ist, sondern homogen iiber den gesamten Querschnitt der Faser
Licht einkoppelt. Durch diese Annahme erhéht sich die simulierte Anzahl der
Reflexionen im Taper unter unterschiedlichen Winkeln erheblich und sorgt
fiir eine realititsnihere Abschiatzung der Reflektivitit. Desweiteren kann fiir
jede einzelne Stelle auf der z-Achse ein Schichtsystem auf dem Faserkern de-
finiert werden, so dafl ein Modell eines teilweise maskierten Tapers simuliert
werden kann. Prinzipiell sind sogar Analysen iiber den Einflufi inhomogener
Metallbeschichtungen méaglich, die aber den Rahmen dieser Arbeit gesprengt
hitten.

Der Algorithmus, der SPRsim zugrunde liegt, besteht aus zwei Schritten:
der erste Schritt modelliert die Lichtausbreitung, d.h. den Strahlenverlauf
eines Lichtstrahls, in der gegebenen Tapergeometrie. Im zweiten Schritt wird
fiir jede Reflexion innerhalb des Tapers der Reflexionsgrad eines Schichtsy-
stems bestehend aus dem Faserkern, der Metallbeschichtung und dem Bre-
chungsindex der Umgebung berechnet. Diese Werte werden fiir einen Licht-
strahl bei jeder Reflexion iiber das Spektrum von 400 bis 800nm ermittelt
und iiber alle Reflexionen multipliziert. Das sich hieraus ergebende Refle-
xionsspektrum wird mit der Modenverteilung gewichtet und summiert. Ab-
bildung 4.1 zeigt den simulierten Strahlenverlauf in der zweidimensionalen
Projektion einer getaperten Glasfaser, sowie die die Tapergeometrie bestim-
menden Parameter Faserkerndurchmesser d,, Taperdurchmesser d; und Ta-
perldnge [. Der dreidimensionale Taper ergibt sich aus der Rotation um die
z-Achse. Das Modell besteht aus Punktlichtquellen, die Licht im Winkelbe-
reich der Modenverteilung in den Taper abstrahlen. In Abbildung 4.1 sind sie
als Punkte auf der y-Achse erkennbar. Die Position dieser Punktlichtquellen
wird in Schritten von Ay = 5.5 pm {iber den gesamten Faserdurchmesser von
d. = 110 pm variiert. Der Winkelbereich reicht bei einer Faser mit NA = 0.28
von 0 bis £16.3° und wird in 200 Schritte zu A# = 0.163° eingeteilt. Fiir je-
de einzelne dieser 4000 mdglichen Kombinationen aus Abstrahlwinkel # und
Position (zg/ys) der Punktlichtquellen mufi der Strahlenverlauf berechnet
werden.

Um die Stelle und den Winkel der niichsten Reflexion zu ermitteln, werden
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Abbildung 4.1: Strahlenverlauf in einer getaperten Glasfaser.

die drei Begrenzungen des Tapers als Geradengleichung ausgedriickt:

allgemeine Form: Az+By+C = 0, (4.1)
d. —d d,

obere Begrenzung: 37 “r4+y— 5 = 0, (4.2)
¢ d, dc

untere Begrenzung: — %Ja +y+ 5 = 0, (4.3)

Faserende: =1 = D (4.4)

Der Lichtstrahl der Lichtquelle in Punkt (zg/#) schlieBt mit der z-Achse
den Winkel # ein. Der Abstand dieses Punktes von den Begrenzungen gibt
ein Parameter p iber

__A:L‘Q-I'Byu-l'c
P="Acost0+Bsind’

an, der fiir jede Gerade bestimmt werden mufl. Ein negatives p bedeutet, dafl
sich der Schnittpunkt in riickwiirtiger Ausbreitungsrichtung befindet und ist
somit physikalisch nicht sinnvoll. Der Lichtstrahl wird also an der Begrenzung
reflektiert, die das kleinste, positive p grofier Null aufweist. Der Schuittpunkt
(z/y) des Strahls mit dieser Begrenzung berechnet sich aus

(;)=(:2)+P(§?§3) (46)

Der Lichtstrahl hat den Taper verlassen, wenn er sich entweder mit keiner
Gerade mehr schneidet oder wenn die z-Koordinate des Schnittpunktes nega-
tiv ist. Der Winkel 6y, mit dem der Lichtstrahl am Rand des Tapers auftrifft,
ist

fiir A cos@ + B sinfl # 0 (4.5)

A cosf — B sinf
Asind + B cosf’
Mit Hilfe dieses Winkels berechnet man die Reflektivitdt R; der i-ten Refle-
xion nach Gleichung 2.33 fiir den gewiinschten spektralen Bereich und die

tanfly = (4.7)
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Abbildung 4.2: Erklarung einiger verwendeter Begriffe.

gewihlten Brechungsindizes. Die Werte fiir alle k Reflexionen werden mul-
tipliziert und iiber die Variation des Ursprungs (0/1yp) sowie der Winkel @
gemal

k
R(An)=Y_ (a(&‘) - TI R:(6:, A, n)) (4.8)
.50 i=1

summiert, wobei a(#) ein Gewichtungsfaktor gemafl der Modenverteilung in
der Faser ist. Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Simulationen ist R(A, n)
eine Matrix mit etwa 4500 Elementen, die sich aus 4000 Strahlenverliufen
ergeben. Die vorherige Version von SPRsim verwendete lediglich 200 Strah-
lenverliufe.

4.1.2 Simulationsergebnisse

Die hier prisentierten Simulationsergebnisse sind mit SPRsim erstellt wor-
den. Das Modellsystem besteht aus einer angespitzten, beschichteten Glasfa-
ser mit einem Kerndurchmesser von 110 ym und einem Spitzendurmesser von
20 um. Eine erste Schicht besteht aus Chrom und hat eine Dicke von 2nm.
Die abschlieiende Goldbeschichtung wird mit einer Dicke von 50 nm ange-
nommen. In den Simulationen sind die Taper- und Maskierunglinge variiert
worden. Wie in Abbildung 4.2 zu sehen ist, bezeichnet dabei die Maskie-
rungslidnge den Teil des angespitzten Faserendes, der mittels einer Maskie-
rung passiviert wurde. In einer friiheren Arbeit [23] wurde ein Vergleich der
Empfindlichkeit zwischen geraden und angespitzen Faserenden mit dem Er-
gebnis durchgefiihrt, dal getaperte Faserenden sogar eine potentiell héhere
Emnpfindlichkeit aufweisen kénnen als gerade. Aus diesem Grund wird auf
einen weiteren Vergleich dieser an dieser Stelle verzichtet.

Lange des Tapers

Die Taperlédnge ist einer der mafigeblichen Designparameter des Brechungsin-
dexsensors. Die Reflexionssprektren fiir vier verschiedene Taperlingen (200,
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Abbildung 4.3: EinfluB der Taperlange auf das absolute Spektrum (links) und
das normierte Spektrum (rechts). Mit zunehmender Taperldnge verringert sich
die Reflektivitat und das Resonanzminimum wird deutlicher.

300, 500 und 1000 pm) sind in Abbildung 4.3 dargestellt. Die Spektren im
linken Graphen sind nicht normiert. so daB sich nicht die typische Form eines
SPR-Spektrums ergibt. In dieser Darstellung wird aber besonders deutlich,
wie groB die reflektierte Lichtintensitit ist, und daB diese mit steigender Ta-
perlinge abnimmt. Ein 1000 zm langer Taper reflektiert nur die Hilfte des
Lichts eines 300 um—Tapers. Andererseits zeigt der rechte Graph, daB sich
das Reflexionsminimum mit steigender Taperldnge stirker ausbildet. Ein sol-
ches Minimum kann zwar genauer bestimmt werden, nur wird das gemessene
Signal aufgrund der geringen Intensitiit wesentlich stiirker verrauscht sein,
so daf sich der Empfindlichkeitsvorteil relativiert. Es muf also ein Kompro-
mif} zwischen Empfindlichkeit und Intensitit gefunden werden. Vergleichende
Messungen haben ergeben, dafi ein Sensor mit einer Taperlidnge von mehr als
1000 gm nur noch mit einer hohen Integrationszeit des Spektrometers von
mehreren Sekunden arbeiten kann und sehr verrauschte Ergebnisse liefert.
Demgegeniiber sind die Minima von Tapern kiirzer als 500 pm nur noch mit
unzureichender Genanigkeit detektierbar, da sich das Minimum zu schwach
ausbildet und sich Spektren unterschiedlicher Brechungsindizes zu wenig un-
terscheiden. Aus diesem Grund wurde sinnvollerweise eine Linge zwischen
500 und 1000 pm gewahlt.

Maskierte Taper

Mit steigender Taperlinge erhéht sich nicht nur die reflektierte Lichtinten-
sitdt, sondern die Ortsauflosung verringert sich ebenfalls. Aufierdem ist nach
dem Taperprozef§ nicht nur der Faserkern auf der Linge des Tapers freige-
legt, sondern iiber etwa 2 bis Tmm (siehe Kapitel 4.2). Von daher mufl ein
Weg gefunden werden, eine Maskierung auf den Taper aufzubringen, die un-
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Abbildung 4.4: Unterschiedliche Maskierungsiangen eines 500 um langen Ta-
pers.

erwiinschte Wechselwirkungen verhindert. Der Einfluff einer solchen Maskie-
rung wird mit Hilfe der Simulation eines 500 ym Tapers untersucht, bei dem
nur die letzte Spitze des Sensors in Kontakt mit dem umgebenen Medium
treten kann. Die Maskierungslinge der Spitze ist in Abbildung 4.4 von 0 bis
400 gm variiert worden, d.h. die freie Taperlinge betrigt 500 bis 100 ym. Es
ist deutlich zu erkennen, dafi die Maskierung die Ausbildung des Minimums
reduziert. Die grofite Verdnderung ist zwischen 300 und 400 gm zu sehen, was
darauf schlieflen 1dBt, daBl in der Region etwa 100 bis 200 gm von der Spitze
entfernt eine sehr effektive Anregung von Oberfliichenplasmonen stattfindet.
Um den kombinierten Einflul von Taperlinge und Maskierungslidnge zu cha-
rakterisieren, sind in Abbildung 4.5 Spektren von Sensoren unterschiedlicher
Taperlinge mit einer freien, sensitiven Spitze von 100 pum abgebildet, Ein
1000 pm-Taper liefert maskiert auf einer Linge von 900 um eine um 50 %
héhere Lichtintensitit als unmaskiert. Jedoch ist das Reflexionsminimum we-
sentlich weniger ausgepriigt. Es ist auch erkennbar, daB sich Taperldngen von
weniger als 500 um nicht fiir eine Ortsauflosung in der GroBenordnung von
100 ym eignen, da sich nahezu kein Minimum ausbildet.

Empfindlichkeit

Der Einfluff der Tapergeometrie auf die Empfindlichkeit des Sensors soll nun
anhand der Verschiebung des Reflexionsminimums genauer untersucht wer-
den. In Kapitel 4.3 wird ausfiihrlich die Kalibrierung von SPR-Sensoren und
komplexere Methoden als die Minimumsuche beschrieben. Eine genaue Ka-
librierung ist hier zum Zwecke der Veranschaulichung allerdings nicht nétig.
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Abbildung 4.5: Nicht normiertes (links) und normiertes (rechts) Spektrum
von unterschiedlichen Taperlangen mit einer freien Spitze von 100 um Lange.
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Abbildung 4.6: Position des Minimums im Reflexionsspektrum in Abhingig-
keit der Taperkonfiguration. Ein 500 um langer Taper mit variierter Maskie-
rungslange (links) und unterschiedliche Taperlangen mit einer aktiven Lange
von 100 um (rechts).

Der Einflufl einer Maskierung auf die Verschiebung des Minimums ist in
den Kalibrierungskurven in Abbildung 4.6 zu erkennen. Im linken Graphen
ist ein 500 pm langer Taper mit verschiedenen Maskierungslingen simuliert
worden. Es zeigt sich, daf die Einschrinkung der sensitiven Taperlinge die
Empfindlichkeit ansteigen lifit. Ein Optimum ist bei einer aktiven Linge von
200 pm erreicht. Dies bestétigt die Annahme aus dem vorigen Abschnitt, daf§
in der Region 100 bis 200 pm von der Spitze entfernt die effektivste SPR-
Anregung stattfindet.
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Abbildung 4.7: Aufbau der verwendeten 110/125 um HCS-Faser.

4.2 Herstellung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein zuverldssiges Herstellungsverfahren ge-
sucht, das mit vertretbarem Aufwand reproduzierbare Sensoren liefert. Ein
wesentlicher Bestandteil war die Verwendung eines modifizierten Spleifige-
rites zum Anspitzen eines geraden Faserendes in der vorangegangenen Di-
plomarbeit. Dieses Verfahren ist sehr gut kontrollierbar und wurde in Details
optimiert. Wesentlich verdindert wurde hingegen die Metallbeschichtung der
Faserenden, die jetzt homogen {iber den gesamten Faserumfang erfolgt. Au-
Berdem ist durch eine Maskierung der angespitzten Faser die Ortsauflésung
wesentlich erhdht worden. In den folgenden Abschmitten wird der Herstel-
lungsprozef detailliert erliutert.

4.2.1 Anspitzen (,,Tapern”) der Faser

Als Fasermaterial wurde eine HCS-Faser mit einem Kern-/Manteldurchmes-
ser von 110/125 pm gewiihlt. Thr Vorteil besteht in der einfachen Handhabung
und guten Lichtausbeute. Da sie aus einer zweischichtigen Kunstoffumman-
telung und einem Quarzglaskern besteht, kann der Kern leicht durch Ver-
brennen der Ummantelungen freigelegt werden. Der Aufbau der Faser ist in
Abbildung 4.7 gezeigt. Um die gewiinschte Ortsauflosung bei der Brechungs-
indexmessung zu erreichen, ist ein Anspitzen des Faserendes vonnéten. Das
Entfernen des Fasermantels und das Anspitzen erfolgt gleichzeitig mit einem
modifizierten Spleifigerdt Modell X75 (RXS Kabelgarnituren GmbH, Hagen),
wie in Abbildung 4.8 links zu sehen. Die Umbauten fiir den Hebelarm mit
Servomotor und das Steuergerit sind in der Diplomarbeit [23] beschrieben.
Links und rechts von der Spleiieinheit befinden sich zwei Schlitten, von denen
der linke fixiert ist und der rechte iiber einen Hebelarm mit einem Servomo-
tor verbunden ist. Der Kunststoffpuffer mufi zur Vorbereitung mit Hilfe einer
Abisolierzange von der Faser auf einer Linge von ca. 10 cm entfernt werden.
Mit dem abisolierten Ende nach links wird dann die Faser auf den Schlit-
ten und der SpleiBeinheit befestigt. Das andere Ende der Faser wird iiber
einen Steckverbinder mit der Steuereinheit verbunden. Wihrend des Splei-
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a) b)

Abbildung 4.8: Modifiziertes SpleiBgerat zum Anspitzen von Glasfaserenden
(links) und zwei mégliche Taperformen (rechts).

fens ziindet ein Lichtbogen, dessen Licht iiber die Faser zur Steuereinheit
iibertragen wird. Diese startet nach einstellbarer Verzogerungszeit mit de-
finierter Geschwindigkeit den Servomotor, so dafi sich der Zugschlitten von
der Spleifieinheit entfernt und die geschmolzene Faser auseinanderzieht. Die
hohe Temperatur lifit den Kunststoffmantel verbrennen und legt auf einer
Linge von 2 bis 7mm den Quarzglaskern frei. Durch das Verbrennen der
Ummantelung muf§ die SpleiBeinheit nach einigen Vorgéingen intensiv gerei-
nigt werden, da Ablagerungen fiir eine erhéhte Temperatur sorgen und so
ein kontrolliertes Anspitzen der Faser verhindern. Uber die Znggeschwindig-
keit und den Strom des Lichtbogens (Temperatur) kann die Geometrie des
Tapers in engen Grenzen kontrolliert werden. Beide Parameter beeinflussen
sich gegenseitig, d.h. ein héherer Strom erfordert eine hohere Zuggeschwin-
digkeit fiir die gleiche Geometrie. Generell zeigt die Spleiftemperatur einen
grofBeren Einflufl auf die Taperlinge. Strome zwischen 15 und 10mA erzie-
len Taperlangen von 500 bis 1000 gm. AuBerhalb dieser Stromgrenzen formt
sich entweder bei hohem Strom eine Kugel am Faserende aus oder die Faser
ist bei zu niedriger Temperatur an der Spleifistelle nur verjiingt. Die Form
des Tapers variiert mit der Zuggeschwindigkeit. Kegelférmige Taper wie in
Abbildung 4.8a) ergeben sich bei einer Zuggeschwindigkeit des Schlittens
swischen 2 und 5 ™. Bei hoheren Geschwindigkeiten dhnelt die Form des
Tapers eher der in Abbildung 4.8b), wohingegen eine zu langsam gezogene
Faser denselben Effekt wie bei einem zn niedrigen Strom zeigt.

In der Regel ist jeder erste bis dritte Tapervorgang erfolgreich und fiihrt
zur gewiinschten Geometrie. Dies liegt an den Verunreinigungen, die das
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Verbrennen des Kunstoffummantelung hervorruft. Aus diesem Grund ist es
notwendig, nach dem Tapervorgang die Geometrie des Tapers zu kontrollie-
ren. Unter einer Stereolupe mit Groflenskala im Okular kann die Lange und
der Durchmesser des Tapers mit einer Genauigkeit von etwa 5 ym gemessen
werden. Eine Kontrolle jedes einzelnen Tapers ist dabei recht zeitaufwendig,
weshalb ein Schnelltest entwickelt wurde. Von jedem Taper wird mit einem
Spektrometer ein Reflexionsspektrum aufgenommen und mit dem eines vor-
her genau vermessenen Taper verglichen. Wenn die Intensitét geringer ist, ist
der Taper zu lang. Ein zu kurzer Taper hingegen zeigt eine héhere Lichtinten-
sitdt. Dieser Zusammenhang geht aus den Simulationen (siehe Kapitel 4.1.2)
hervor. Liegt das Ergebnis im Toleranzbereich von +10 %, kann die Faser an-
schlieflend unter dem Mikroskop kontrolliert werden. Die fertige, angespitzte
Faser wird im Reinigungsmittel RBS 50 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) von
Riickstinden befreit, mit Ethanol gespiilt und in Stickstoff getrocknet.

4.2.2 Maskierung

Wihrend des Taperns der Faser wird der Faserkern iiber eine Linge von 2
bis 5 mm freigelegt. Mit einer Goldbeschichtung wiirde SPR auf der gesamten
Lange des Tapers angeregt werden, was zu einer Ortsauflésung in derselben
GréBenordnung fiihrt und damit deutlich iiber dem Zielbereich von unter
einem Millimeter liegt. Aus diesem Grund mufl der Taper maskiert werden.
Das Beschichtungsmaterial muf} dhnliche optische Eigenschaften wie das ur-
spriingliche Cladding haben, damit maglichst wenig Licht aus der Faser aus-
gekoppelt wird. Dies bedeutet fiir den Brechungsindex der Maskierung, daf} er
kleiner sein muB als der des Kerns (n, = 1.4623 RIU). Die meisten Polymere,
die in fliissiger Form leicht zu handhaben sind, haben einen Brechungsindex
von meist grofer als 1.5 RIU. Eine Ausnahme bildet Teflon AF (DuPont,
Wilmington, USA), das im Gegensatz zu anderen Polymeren gute optische,
mechanische und chemische Eigenschaften aufweist. Im sichtbaren Bereich
ist es klar und hat mit 1.31 RIU den derzeit niedrigsten Brechungsindex fiir
ein Polymer. AuBerdem ist es extrem widerstandsfihig gegen aggressive Che-
mikalien und Ablagerungen, da aufgrund seiner molekularen Struktur nichts
an der Oberfliche anhaften kann. Teflon AF wird zunehmend als Material
fiir optische Faserummantelungen vor allem in Bereichen eingesetzt, in denen
eine groBe chemische Widerstandsfihigkeit gefordert ist.

In Abbildung 4.9 ist der Ablauf des Maskierungsprozesses zu sehen. In
eine Aluminiumplatte befindet sich ein 200 um breiter Spalt, auf den ein
Tropfen Teflon AF 1600 in Perfluordecalin-Lésung kommt. Durch seine hohe
Viskositit verlduft der Tropfen nicht im Spalt. Die getaperte und gereinigte
Faser wird von der Seite mit der Spitze nach oben in den Spalt eingefiihrt
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a) b)

Abbildung 4.9: Maskierung des Tapers mit einer Teflonldsung: a) einfihren
in den Spalt, b) herunterziehen bis vom Taper nur noch die gewiinschte Linge
unbeschichtet ist.

und durch langsames nach unten ziehen iiber den ganzen Umfang mit Teflon
benetzt. Wenn nur noch die gewiinschte Taperlinge unmaskiert ist, wird
die Faser wieder seitlich aus dem Spalt gezogen und das Lasungsmittel darf
abdampfen. Der Prozess wird durch eine Stereolupe kontrolliert. Die Dicke
der Schicht liegt in der Grifenordnung von 10 bis 20 pm.

Die Maskierung kann entweder vor oder nach der Metallbeschichtung er-
folgen. Es ist zu erwarten, dafl eine Beschichtung nach der Maskierung ein
Minimum im Reflexionsspektrum verursacht, das seine Position in Abhéngig-
keit vom umgebenen Brechungsindex nicht #ndert. Diese Eigenschaft kénnte
als Referenzierung dienen. Da der Brechungsindex von Teflon AF 1600 na-
he dem Mefbereich liegt, ist aber auch ein Einflul auf die Empfindlichkeit
nicht auszuschliefen, weil sich das Minimum der Maskierung mit dem des
Analyts iiberlagern kann. Aus diesem Grund werden beide Maskierungsme-
thoden und ihr Einfluf auf Empfindlichkeit und Ortsauflosung in Kapitel 4.4
verglichen.

4.2.3 Beschichtung

Die Fasern miissen mit einem SPR-fihigen Metall beschichtet werden. Das
Metall, in das besonders effektiv SP-Moden eingekoppelt werden kénnen,
ist Silber, gefolgt von Gold. Silber eignet sich wegen seiner starken Kor-
rosionsfdhigkeit nicht fiir die Anwendung in der oxidierenden Umgebung
von Meerwasser, weshalb Gold die einzige Alternative darstellt. Da Gold
in diinnen Schichten keine gute Haftung auf Quarzglas hat, mufl zuvor ei-
ne Haftvermittlerschicht aufgebracht werden. Hierfiir eignet sich besonders
Chrom aufgrund seiner guten Haftung auf Glas und Gold. Die Schichtdicke
fiir Chrom soll als Haftschicht nur ein bis zwel Nanometer betragen. Fiir eine
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Target Schichtdickenmesser

Abbildung 4.10: Blick unter die Vakuumglocke der Edwards Auto 306 Sput-
teranlage mit Targethalter und Schichtdickenmesser.

gute Empfindlichkeit des Sensors soll die Dicke der anschliefenden Gold-
schicht zwischen 50 und 60nm liegen.

Bisher wurde ein Verfahren verwendet, das die Fasern von zwei gegeniiber-
liegenden Seiten mit Gold beschichtet. Auf diese Weise wurden nur zwei
schmale Streifen auf die Fasern aufgebracht, so dafi viel Licht ausgekop-
pelt wurde. Mit dem hier vorgestellten modifizierten Verfahren wird eine
Beschichtung iiber den gesamten Umfangs des Tapers gewihrleistet. Beide
Beschichtungen werden in einer Sputteranlage (Auto 306 Vacuum Coating
System, BOC Edwards, Crawley, UK) im Fraunhofer Institut fiir Fertigungs-
technik und angewandte Materialforschung durchgefiihrt. Eine eigens fiir
diese Anlage entwickelte Halterung faBit zw6lf Fasern und hat eine Achse,
die von einem Motor in der Vakuumeinheit aufgenommen werden kann. Die-
ser Motor dreht die Faserhalterung mit einer Drehrate von ca. 180%s. Die
Schichtdicke kann mittels eines in der Kammer angebrachten Schwingquarzes
kontrolliert werden. Allerdings erfafit diese Kontrolle nur die Schichtdicke, die
sich ohne Rotation auf einer ebenen Fliche ergeben wiirde. Die nachtrigli-
che Kontrolle der Schichtdicke erwies sich mit den zur Verfiigung stehenden
Mefgeriiten als nicht durchfiihrbar. Mittels Ellipsometrie kénnte ein ebenes
Mehrschichtsystem aus Chrom und Gold auf Glas durchaus charakterisiert
werden. Wegen der zylindrischen Form der Faser ist dieses Verfahren jedoch
hier nicht anwendbar. Es wurde stattdessen eine Mefireihe zur empirischen
Bestimmung der optimalen Schichtdicke durchgefiihrt, in der mehrere Sitze
unterschiedlich lange beschichtet und anschliefflend ihr Reflexionsspektrum
in Wasser und Ethanol aufgenommen wurden. Eine ebene Dicke zwischen 75
und 80nm Gold zeigte hervorragende Ergebnisse und lieff im Vergleich mit
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Abbildung 4.11: Schema des Beschichtungsprozesses

Simulationen auf eine 55 bis 60 nm Dicke Beschichtung schlieen. Die Ge-
nauigkeit dieses Verfahrens ist véllig ausreichend, da die Positionierung der
Fasern und des Schwingquarze iiber dem Target manuell geschieht und somit
eine grofie Strenung aufweist.

4.3 Kalibrierung von SPR-Sensoren

Die Herausforderung bei der Kalibrierung von SPR-Sensoren besteht darin,
keinen einzelnen MeBwert, sondern ein Reflexionsspektrum — d.h. einen Vek-
tor von MeBwerten — einem Brechungsindex zuzuordnen. Der gewohnte Bezug
von einem Mefwert fiir einen MeBpunkt kann aufgrund der grundsitzlichen
Eigenschaft von SPR-Spektren, ein charakteristisches Minimum aufzuweisen,
auf einfache Weise hergestellt werden.

Im Gegensatz zur Bestimmung des Minimums verwenden sogenannte mul-
tivariante Kalibrierungsverfahren das gesamte Spektrum fiir die Kalibrierung
und stellen so den Vektor einer Messung mit dem Brechungsindex in Bezug.
Dieses Verfahren hat den Vorteil, dafi auch Merkmale zur Kalibrierung bei-
tragen, die nicht offensichtlich mit dem MeBwert in Verbindung zu bringen
sind. In diesem Abschnitt werden diese zwei unterschiedlichen Ansiitze ge-
nauer untersucht.

4.3.1 Bestimmung des Reflexionsminimums

Ein typisches Reflexionsspekirum eines faseroptischen SPR-Sensors mit dem
ausgepriigten Minimum ist in Abbildung 4.12 zu sehen. Die Bestimmung des
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Reflektivitit

A [nm]

Abbildung 4.12: Beispiel eines gemessenen Reflexionsspektrums bei einem
Brechungsindex von 1.33 RIU.

Reflexionsminimums (auch: Minimum-Hunt) sucht die Wellenléinge minima-
ler Reflektivitit, die sich in Relation zum jeweiligen Brechungsindex eine
Kalibrationskurve ergibt. Der schnellste Weg, das Minimum zu ermitteln
ist, das Pixel mit der geringsten Reflektivitdt zu bestimmen. In diesem Fall
wiirde die Minimumbestimmung nie besser sein, als der spektrale Abstand
zwischen zwei Pixeln, der bei dem verwendetem Spektrometer bei ca. 0.5 nm
liegt. Eine Verschiebung des Minimums um 0.5nm kann aber schon eine
Brechungsindexiinderung von mehr als 1073 zur Ursache haben. Auferdem
konnen Rauschprozesse den Wert eines einzelnen Pixels ,ausreiflen” lassen
und so die Auflésung weiter verschlechtern. Aus diesem Grund ist die Me-
thode wenig praktikabel. Eine anderer weit verbreiteter Ansatz ist die Be-
stimmung des Minimums iiber die Ableitung des Spektrums. An der Stelle
des Minimums mufl die Ableitung Null werden und einen Verzeichenwechsel
aufweisen. Abbildung 4.13 zeigt einen Ausschnitt um das Minimum und sei-
ne Ableitung. In grau ist der Differenzenquotient dargestellt und in rot die
Ableitung nach Savitzky-Golay [24]. Dieser Algorithmus approximiert den
Wert eines Pixels mit Hilfe eines Polynomfits durch ein Fenster von Mefwer-
ten. Im vorliegenden Fall ist durch Daten eines Fensters von 50 Pixeln Breite
ein Polynom fiinften Grades gelegt worden. Zur Orientierung sei erwihnt,
daf} die Breite des dargestellten spektralen Bereichs 70num bzw. 140 Pixel
betrégt. Die gepunktete Linie bezeichnet die Nulllinie der Ableitung. Die
Bestimmung des Nulldurchgangs ist nicht eindeutig méglich, selbst wenn die
Daten mit einem Filter grofer Fensterbreite gemittelt werden. Das Spektrum
in der Region um das Minimum verlduft zu flach, so daB sich selbst kleine
Unstetigkeiten stark in der Ableitung bemerkbar machen.
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Abbildung 4.13: Suche des Reflexionsminimums mit Hilfe der Ableitung:
Reflexionsspektrum (Quadrate), Differenzenquotient (hellgrau) und Ableitung
nach Savitzky-Golay (dunkelgrau). Die Ableitung weist keinen definierten Null-
durchgang auf.

Eine zuverldssigere Methode zur Suche des Minimums bei verrauschten
MefBidaten besteht in der Approximation der Daten in einem definierten Be-
trachtungsfenster durch ein Polynom. Das Minimum des Polynoms ist dann
identisch mit dem Minimum der Daten. Man kann dieses Verfahren iterativ
anwenden und das bestimmte Minium als Startwert fiir eine erneute Minium-
berechnung verwenden, um eine héhere Genauigkeit zu erzielen. Im vorliegen-
den Fall ist aber der Startwert fiir das Minimum mit dem Pixel geringster
Reflektivitidt schon so nah am Minimalwert des approximierten Polynoms,
dafl ein Berechnungsdurchgang geniigt. Abbildung 4.14 veranschaulicht das
Verfahren. Das Kreuz markiert den Pixel minimaler Reflektivitit, um das
rechts und links ein Fenster von 50 Pixeln gelegt wird. Das Minimum des
Polynoms ist als gestrichelte Linie zu sehen. Die Genauigkeit der Minimum-
bestimmung dieses Verfahrens betriigt bis zu 0.1 nm, was deutlich besser ist
als die spektrale Auflosung des Spektrometers.

4.3.2 Nichtlineare Regression der Hauptkomponenten

Die Reduktion eines SPR-Spektrums auf die Position des Minimums ver-
nachlassigt zugunsten der einfachen Kalibrierung simtliche andere Eigen-
schaften der Spektren, die ebenfalls fiir eine Kalibrierung herangezogen wer-
den kénnen. Abbildung 4.15 zeigt Reflexionsspektren von vier verschiedenen
Brechungsindizes. Man erkennt deutlich die Verschiebung des Reflexionsmi-
nimums, aber auch einen Anstieg der absoluten Reflektivitit an der Stelle
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Abbildung 4.14: Approximation um den Pixel minimaler Reflektivitat (graues
Kreuz) mit einem Polynom dritten Grades (dunkelgraue Linie). Das Minimum
der Approximation ist gestrichelt eingezeichnet.

des Minimums mit zunehmendem Brechungsindex. Trotz der héheren Re-
flexion an dieser Stelle ist bei 800nm der Reflexionswert fiir einen hohen
Brechungsindex kleiner als fiir einen niedrigeren, d.h. die Kurve flacht mit
steigendem Brechungsindex ab. Solche Merkmale eines Spektrums kdnnen
dazu dienen, die Qualitit der Kalibrierung zu verbessern. Zur statistischen
Analyse mehrdimensionaler Abhiingigkeiten werden multivariante Methoden
wie z.B. die Hauptkomponentenregression (engl.: principal component re-
gression, kurz: PCR) angewandt. Andere Arbeiten [25] haben gezeigt, daB
sich eine individuell angepafite nicht-lineare PCR-Methode (kurz: NPCR)
sehr gut zur Kalibrierung von Zusammenhingen zwischen spektralen Daten
und chemischen Konzentrationen eignen. Dieses Verfahren 1iBt sich auch auf
SPR-basierte Sensoren anwenden [26].

Fiir die Hauptkomponentenregression notiert man die Kalibrationsspek-
tren als Matrix. Angenommen, es werden Spektren mit n Stellen und m un-
terschiedlichen Brechungsindizes erfaBt, dann 1aBt sich eine MeBwertmatrix
A der Form

ayy a2 ... Oy

- an o --. Q25

A= (aij) = ('lg)
Q) Qp2 --- Qupn

aufstellen, wobei a;; die Reflektivitiit des i-ten Brechungsindexes von Pixel
7 des Spektrometers ist. Auf diese Matrix wird die Singuldrwertzerlegung
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Abbildung 4.15: Reflexionsspektren von vier verschiedenen Brechungsindizes.

(engl.: singular value decomposition, kurz: SVD) angewendet, so dafl

VT (4.10)

gilt. Die Matrix S ist eine Diagonalmatrix und enthélt auf ihrer Hauptdiago-
nalen die Singuldrwerte, d.h. die positiven Wurzeln der Eigenwerte von A. Die
Spalten von U bzw. V sind Links- bzw. Rechtssingulirvektoren, auch Punkt-
werte (engl.: scores) respektive Gewichtungen (engl.: loadings) genannt. Die
Matrizen [/ und V enthalten signifikante und unbedeutende Singulirvektoren
in Bezug auf spektrale Anderungen durch den MeBparameter. Die unbedeu-
tenden Vektoren beschreiben zufillige Fehlerquellen der Messung wie z.B.
Rauschen des Spektrometers. Fiir die Kalibrierung des Sensors werden nur
die ersten k Vektoren verwendet, die man als signifikant identifiziert hat, die
sogenannten Hauptkomponenten. Aus diesen werden die Spalten einer Ma-
trix der signifikanten Hauptkomponenten Uy zusammengstellt, die iiber einen
Regressionsvektor 7 mit den Mefiparametern der Kalibrationsmessungen g'in
Beziehung gesetzt wird:

LBt (a1
mx1 mxl Ix1

Dieses lineare Gleichungssystem mit unbekanntem Regressionsvektor 7 ist in
den wenigsten Fillen analytisch lgsbar, da je nach Zusammenstellung der
Hauptkomponenten nicht notwendigerweise die Spaltenzahl ! von Uy gleich
der Anzahl der Kalibrationspunkte sein mu8, d.h. U ist meist nicht qua-
dratisch. Bei mehreren Kalibrationspunkten als Hauptkomponenten (m > )
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ist das Gleichungssystem iiberbestimmt und es kann mittels eines ,Least-
Squares*-Algorithmus (|7 — Uy 7]| = min) niherungsweise gelést werden. Im
Falle eines unterbestimmten Gleichungssystems (m < l) existieren unendlich
viele Losungen, von denen die Lésung mit minimaler Norm (||7]] = min)
gesucht wird.

Fiir die Messung eines unbekannten Mefiparameters p, mufl der Vektor
des Spektrums der unbekannten Probe @, auf den Vektor @, iiber die Glei-
chung

i =a V8§ (4.12)
1xk 1xn nxk kxk
abgebildet werden. Um Rechenzeit und Speicherplatz zu sparen, werden nur
die signifikanten Komponenten von i, berechnet, indem man V auf die ersten
k-Spalten und 51 auf die ersten k Zeilen reduziert. AnschlieBend erfolgt die
Zusammenstellung der Spalten von i, auf die selbe Weise wie fiir ﬁk. Dann
errechnet sich der Mefiparameter aus

e T (4.13)

Die Zusammenstellung der Hauptkomponenten in Uy ist von zentraler
Bedeutung bei diesem Verfahren. Zunéchst mufl entschieden werden, welche
Kompeonenten signifikant sind. Einen Anhaltspunkt bieten die mit den Spal-
tenvektoren in [/ verkniipften Singuldrwerte in der Hauptdiagonalen von g.
Je groBer der Singuldrwert ist, desto signifikanter ist auch die zugehdrige
Komponente. In Abbildung 4.16 sind repriisentativ die Singulirwerte einer
MeBwertmatrix mit zwolf Kalibrationsspektren dargestellt. Normiert man die
Singulirwerte auf ihre Gesamtsumme, erhilt man den prozentualen Anteil
der Abhingigkeit, den jede mit diesem Singuldrwert verkniipfte Komponen-
te auf die Meflwertmatrix hat. In diesem Beispiel decken die ersten beiden
Komponenten bereits einen Anteil von 94.7% ab. Der dritte Singuldrwert hat
noch einen Einflufl von 3.7%, die restlichen neun Komponenten zusammen
nur noch 1.6%. Letztere kénnen als unbedeutend klassifiziert werden. Fiir
eine Abdeckung von 98.4% sind also drei Hauptkomponenten nétig. Sind die
Hauptkomponenten identifiziert, gilt es, aus ihnen die Spalten der Kalibra-
tionsmatrix Uy zusammenzustellen. Das urspriingliche PCR-Verfahren geht
von einem linearen Zusammenhang zwischen U, und dem MeBparameter aus,
so daf} bei zwei Komponenten

T = (w1 | wa) (4.14)

ist. Da der Zusammenhang zwischen spektraler Anderung und Brechungsin-
dexéinderung nicht linear ist, kann man die Genauigkeit der Losung von Glei-
chung 4.11 erhihen, indem man auch héhere Ordnungen und Kreuzprodukte
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Abbildung 4.16: Singuldrwerte d; einer MeBwertmatrix und der prozentuale
Anteil an ihrer Gesamtsumme.

der Spaltenvektoren beriicksichtigt. Dieses Verfahren nennt sich nicht-lineare
PCR (NPCR). Fiir zwei Komponenten und ein Polynom zweiten Grades gilt

Ok = (u | wa | u? | 0} | waus) - (4.15)

Damit ergeben sich bereits fiinf Spalten. Die maximale Anzahl der Elemente
N fiir k Hauptkomponenten und ein Polynom n-ten Grades berechnet sich

aus - )

N= (k+:_1). (4.16)
Jedoch wird die Kalibrierung nicht unendlich genau, je gréfier die Anzahl
der Elemente ist. Aulerdem ist es nicht méglich, eine optimal zusammen-
gestellte Matrix zu berechnen, sondern sie mufl empirisch gefunden werden.
Aus N Elementen konnen aber 2V — 1 Regressionsvektoren erstellt werden,
woraus sich schon bei drei Hauptkomponenten und einem Polynom dritten
Grades 524 287 Moglichkeiten ergeben. Ein einfaches aber effektives Verfah-
ren zur Ermittlung der optimalen Regressionsmatrix ist das Streichen von
Spalten aus Uy, deren entsprechendes Element im berechneten Regressions-
vektor einen besonders kleinen Wert hat. Mit der modifizierten Matrix wird
die Genauigkeit der Kalibrierung errechnet und der Vorgang fiir den Vek-
tor gestoppt, der bei jeder weiteren gestrichene Spalte zu einer signifikanten
Verschlechterung des Ergebnisses fiihrt. Jenseits dieser Methode sind durch
zufilliges Probieren Kalibrierung moglich. die weit besser sind als die Ge-
nauigkeit der Testfliissigkeiten. Diese Ergebnisse sind praktisch gesehen irre-
levant, weil eine Kalibrierung nie genauer sein kann als die zugrunde gelegte
Referenz.

=1
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Fiir dieses Kalibrationsverfahren ist eine Software nitig, mit der die Kali-
brierung fiir Sensoren ausprobiert und die Auswirkungen einer Anderung der
Zusammenstellung von ﬁk sofort sichtbar werden. Nur so kann eine optimale
Anpassung an einen Sensor geschehen. Im folgenden Abschnitt wird auf ein
selbst entwickeltes Werkzeug eingegangen, das auch samtliche statistischen
Auswertungen der Kalibrierung erleichtert.

4.3.3 Praktische Kalibrierung

Fiir die Durchfiihrung der Kalibrierung von SPR-Sensoren ist eine Software
notig, mit der beide Verfahren auf Messungen angewendet werden kdnnen.
Die in Borland Delphi programmierte Applikation SPRmeasure ist wihrend
der Arbeit mit SPR-Sensoren entstanden, um die Messung von Spektren di-
rekt mit der Kalibrierung zu verbinden. Es besteht aus einem Modul zur
Steuerung der Spektrometer-Hardware und einem zur Kalibrierung der ge-
messenen Spektren. Beide in diesem Abschnitt besprochenen Kalibrations-
verfahren, Minimum-Hunt und NPCR, sind in der Software implementiert
und unter einer Benutzeroberfliche zusammengefasst. Mit SPRmeasure kén-
nen Spektren direkt aus einem an den PC angeschlossenen Spektrometer
eingelesen oder gespeicherte Spektren geladen werden. Jedes Spektrum wird
durch einen Parameter identifiziert und besitzt eines der drei Attribute ,, Refe-
renz", ,Kalibrierung® oder ,Messung®. Ein Referenzspektrum bezeichnet das
Spektrum, auf das alle anderen Spektren in dieser Messung normiert werden.
Wiihrend jeder Kalibrierung gibt es nur ein Referenzspektrum. Hat ein Spek-
trum das Attribut ,Kalibrierung®, mufi der Parameter der Brechungsindex
der gemessenen Losung sein. Normale Messungen kénnen beliebige Namen als
Parameter haben. Ihr Brechungsindex errechnet sich mit Hilfe der gewé#hl-
ten Kalibrationsmethode. SPRmeasure erlaubt es, fiir eine Probe mehrere
Messungen durchzufithren und unter einem Parameter zu speichern. Die Ka-
librierung wird mit den gemittelten Daten durchgefiihrt und anschlieBend
auf die einzelnen Messungen angwandt. Auf diese Weise wird der statistische
MefBfehler und die Giite der Kalibrierung bestimmt.

Abbildung 4.17 zeigt das Hauptfenster von SPRmeasure nach Offnen cines
Satzes von Kalibrationsspektren. Im rechten Teil des Hauptfensters befindet
sich eine Liste aller verfiigbaren Spektren mit ihren Parameternamen und
Jjeweils einem Ankreuzfeld. Dieses zeigt an, ob das entsprechende Spektrum
momentan dargestellt wird und welches Attribut es hat. Das Referenzspek-
trum hat ein graues, gesperrtes Ankreuzfeld. Ein ,c* anstatt eines Hakens be-
deutet, dafl dieses Spektrum zur Kalibrierung verwendet wird. In der Status-
zeile am unteren Fensterrand werden Informationen iiber das angeschlossene
Spektrometer, wie z.B. Integrationszeit und Mittelung, angezeigt. Dariiber
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5 TR e A

Abbildung 4.17: Benutzeroberfliche von SPRmeasure.

befinden sich zwei Registerkartenreiter mit der Aufschrift ,Spectrum® und
»Calibration®. Der erste Reiter zeigt die momentan geladenen Spektren an,
wohingegen bei Auswahl des ,Calibration“-Reiters ein Analysefenster mit
je nach Kalibrationsverfahren unterschiedlichen Parametern und Anzeigen
erscheint.

In Abbildung 4.18 ist das Analysefenster fiir Minimum-Hunt abgebil-
det. In einem Textfeld unter dem Plot der Kalibrationsfunktion sind die
Parameter der gefitteten Funktion und statistische Daten zu finden. Dazu
gehoren der Regressionskoeffizient 72 der Eichkurve und die Standardabwei-
chungen der Minimumbestimmung (o)) und des Brechungsindexes der Ka-
librationsspektren (o,,). Anderungen an den Parametern fiir die Minimum-
Hunt-Methode (Fensterbreite, Polynomgrad der Approximation und der Ka-
librationsfunktion) filhren zu einer sofortigen Neuberechnung der Kalibrie-
rung, die so fiir jeden Sensor individuell optimiert werden kann.

Fiir NPCR sind die Maglichkeiten SPR-Sensoren zu kalibrieren, wie im
vorherigen Abschnitt erliutert, nahezu endlos. Die Zusammenstellung des
Regressionsvektors spielt hierbei eine bedeutende Rolle. Aus diesem Grund
bietet SPRmeasure fiir die NPCR Kalibration eine Oberfliche an, unter der
beliebige Vektoren zusammengestellt werden kénnen. Das Analysefenster fiir
NPCR ist in Abbildung 4.19 zu sehen. Gleich unterhalb der beiden Knopi-
leisten enthiilt eine Tabelle die Hauptkomponenten der MeBwertmatrix mit
ihrer jeweiligen prozentualen Abdeckung. Mit der Maus kann eine beliebige
Anzahl von Hauptkomponenten ausgewidhlt werden, fiir die zusammen mit
der eingestellten Ordnung ein Regressionsvektor zusammengestellt wird. Die
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Abbildung 4.18: Anzlysefenster von SPRmeasure fiir die Kalibrierung mit der
Minimum-Hunt-Methode.
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Abbildung 4.19: Kalibration mit NPCR.
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CCD-Zrilen-
Spektrometer
mit PC

Abbildung 4.20: MeBaufbau zur Messung von Reflexionsspektren.

Elemente dieses Vektors sind unterhalb der Tabelle mit den Hauptkomponen-
ten zu finden. Einzelne Elemente kéinnen geléscht oder neue durch Ziehen und
Ablegen einer Hauptkomponente erzeugt werden. Wenn beispielsweise das
Element uyui dem Vektor hinzugefiigt werden soll, muff einmal die Haupt-
komponente u; und zweimal u5 auf ein {reies Feld gezogen werden. Nach jeder
Anderung der Zusammenstellung wird der Vektor, die Standardabweichung
und der Regressionskoeffizient neun berechnet.

Mit SPRmeasure steht eine Anwendung zur Verfiigung, die die Kalibra-
tion von SPR-Sensoren mit wenig mathematischen Vorkenntnisse iiber die
Jjeweilige Kalibrationsmethode ermdéglicht. Die Methoden sind auf wenige Pa-
rameter reduziert, deren Einflul auf die Kalibration in Echtzeit veranschau-
licht werden kann. Dadurch erschlieft dieses Programm dem Anwender die
Messung des Brechungsindexes, der lediglich eine funktionsfihige Messung
wiinscht und nicht das mathematische Hintergrundwissen zur manuellen Op-
timierung besitzt.

4.4 Charakterisierung der Sensoren

4.4.1 Mefaufbau

Der zur Charakterisierung verwendete MeBaufbau ist in Abbildung 4.20 ge-
zeigt und besteht aus einer Lichtquelle (Mikropack HL-2000-FHSA, Ostfil-
dern, Deutschland), einem 1x2 Faserkoppler (CA.141.50.12.11-1, ATI Op-
tique, Courcouronnes, Frankreich), einem Spektrometer (PMA-11, Hama-
matsu Photonics K.K., Hamamatsu City, Japan) und dem Fasersensor. Die
Lichtquelle ist eine Wolfram-Halogenlampe mit einem faseroptischen SMA-
AnschluB. Das Licht wird iiber den Faserkoppler in den Sensor eingekoppelt
und das reflektierte Licht am Spektrometer gemessen. Das PMA-11 deckt
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einen spektralen Bereich von 300 bis 800nm ab und mifit iiber eine CCD-
Zeile mit 1024 Pixeln. Daraus ergibt sich eine Auflésung von ca. 0.5 nm. Ein
Computer stenert das Spektrometer iiber eine SCSI-Schnittstelle und liest
die Daten aus. Mit Hilfe des Programms SPRmeasure kénnen die Spektren
unmittelbar kalibriert und gespeichert werden.

4.4.2 Empfindlichkeit

Die Charakterisierung der Empfindlichkeit erfolgte mit Hilfe von handelsiibli-
chen Brechungsindexlésungen. Bei den Lésungen handelte es sich um Car-
gille Refractive Index Liquids der Serie AAA (Half Set, 10 Lésungen) mit
einem Brechungsindexbereich von 1.30 bis 1.39 RIU bei 589.3nm in 0.01 RIU
Schritten und einer Genauigkeit von +0.0002 RIU (R.P. Cargille Laboratories
Inc. USA). Ergéinzt wurde der Satz um Einzellosungen der Brechungsindizes
1.325, 1.335 und 1.345 RIU des selben Herstellers, um eine maglichst genaue
Kalibration im Bereich von Meerwasser (1.33 bis 1.34 RIU) zu erzielen. In
jeder Lasung wurden zehn Messungen mit einer Mittelwertbildung von vier
Spektren durchgefiihrt. Dies diente dazu, den statistischen Fehler der Kali-
brationsmethoden zu ermitteln. Zwischen zwei Messungen sind Riickstinde
der Lésungen durch eine Reinigung in Rotisol entfernt worden. Der Mittel-
wert aller zehn Messungen je Brechungsindex ging in die Kalibration ein, die
anschlieflend wieder auf jede einzelne Messung angewandt wurde. Auf die-
se Weise konnte man ermitteln, wie empfindlich die Kalibration gegeniiber
statistischen Fehlerquellen ist.

Minimum-Hunt

Die Qualitit einer Kalibration mit Hilfe der Minimumsuche hiingt von der
Fensterbreite und dem Polynomgrad der Minimumsuche sowie dem Polynom-
grad der Kalibrationsfunktion ab. Zur Klirung des Zusammenhangs zwischen
den Kalibrationsparametern und der erzielten Genauigkeit der Sensoren sind
in Abbildung 4.21 die durchschnittlichen Regressionskoeffizienten eines Sen-
sors abgebildet. Variiert wurde die Fensterbreite von zehn bis 200 Pixel bei
einem Polynomgrad von zwei bis sechs. Die Durchschnittswerte ergeben sich
aus der Minimumbestimmung von elf Spektren mit unterschiedlichem Bre-
chungsindex. Fiir jedes Spektrum ist die Umgebung um den Pixel minimaler
Reflexion mit unterschiedlichen Fensterbreiten und Polynomgraden appro-
ximiert worden. Aus den jeweiligen Regressionskoeffizienten berechnet sich
der Durchschnitt und ihre Standardabweichung. Man erkennt deutlich, daB
eine Fensterbreite von weniger als 50 Pixeln zu keiner guten Approximati-
on der Form des Spektrums fiihrt (r? < 1), wohingegen eine Fensterbreite
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Abbildung 4.21: Durchschnittliche Regressionskoeffizienten der approximier-
ten Polynome unterschiedlichen Grades und bei verschiedenen Fensterbreiten.

von iiber 150 Pixeln die Qualitédt nicht weiter verbessern kann. Mit zuneh-
mender Fensterbreite nimmt die Standardabweichung ab, d.h. die Approxi-
mation zeigt keine unerwiinschte Abhingigkeit vom Brechungsindex mehr.
Das Diagramm zeigt auch, dafl ein Polynomgrad von mehr als drei keine
signifikanten Verbesserungen bewirkt. Wenn man nun von der Mindestanfor-
derung einer Fensterbreite von 50 Pixeln und einem Polynom 3. Grades aus-
geht, bleibt zu untersuchen, ob eine Obergrenze dieser Parameter existiert.
Zu diesem Zweck sind fiir elf Brechungsindizes jeweils zehn Spektren aufge-
nommen und deren Minimum approximiert worden. Aus den zehn Minima
pro Brechungsindex ergibt sich ein Mittelwert und eine Standardabweichung.
Abbildung 4.22 zeigt den Durchschnitt dieser Standardabweichung iiber die
vermessene Brechungsindexspanne in Abhingigkeit von der gewihlten Fen-
sterbreite und dem Polynomgrad. Aus dieser Darstellung ist erkennbar, daf
mit steigender Fensterbreite auch ein hiherer Polynomgrad gewiihlt werden
mufl, um eine geringere statistische Streuung in der Minimumbestimmung zu
erzielen. So ist beispielsweise bei einer Fensterbreite von 200 Pixeln ein Poly-
nom 6. Grades nétig, um die gleiche durchschnittliche Standardabweichnung
z1 erreichen wie mit einem Polynomgrad von 4 bei einem 100 Pixel breitem
Fenster, welches die niedrigste Standardabweichung zeigt. Dieses Ergebnis
zeigt einen scheinbaren Widerspruch zu Abbildung 4.21. Bei breiteren Fen-
stern wird der Regressionskoeffizient zwar fast eins, aber andererseits nimmt
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Abbildung 4.22: Durchschnittliche Standardabweichung der Minimumbestim-
mung von elf verschiedenen Brechnungsindizes in Abhingigkeit von der Fen-
sterbreite und dem Polynomgrad.

die Standardabweichung bei der Minimumbestimmung zu. Dieser Sachver-
halt ist damit zu erkliren, dafl zwar das gefittete Polynom sehr gut mit
den Datenpunkten korreliert, aber die Position des Minimums im Spektrum
nicht erhalten bleibt. Die durch ein breiteres Fenster zusitzlich hinzugewon-
nene Information eignet sich nicht fiir die exakte Bestimmung des Minimums.
Die optimale Fensterbreite variiert von Sensor zu Sensor und liegt fiir die ver-
wendeten Sensoren in der Gréenordnung von 104 + 65 Pixeln. In keinem Fall
bringt ein Polynom von mehr als vierter Ordnung eine Ergebnisverbesserung.

Nachdem die Minima ausreichend genau bestimmt sind, miissen sie iiber
eine Kalibrationsfunktion ins Verhiltnis zum jeweiligen Brechungsindex ge-
bracht werden. Fiir einen Sensor sind in Abbildung 4.23 exemplarisch die
Wellenldngen der minimalen Reflexion und ein gefittetes Polynom 4. Grades
dargestellt. In der Tabelle sind die statistischen Eckdaten fiir unterschiedli-
che Polynomgrade zusammengefafit. Der Regressionskoeflizient zeigt ab ei-
nem Polynomgrad von vier keine signifikante Verbesserung des Fits. Mit einer
solchen Kalibrationsfunktion kann der Brechungsindex mit einer Standard-
abweichung von bis zu o = 1.7- 10~ nm bestimmt werden. Bei héheren Po-
lynomgraden besteht auch die Gefahr, daf die Kalibrationsfunktion in den
Randbereichen stark ausreifit und somit den Mefibereich fiir diese Funktion
einschriinkt. In der Praxis hat sich ein Polynom vierten Grades als optimal
erwiesen.

Die Ergebnisse der Kalibration mit Hilfe der Minimumsuche fiir die ein-
zelnen Sensoren sind in Tabelle 4.1 zusammengefafit. Ein standardisiertes
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Abbildung 4.23: Links: Minima eines Sensors bestimmt mit einer Fensterbrei-
te von 100 Pixel und einem Polynom 4. Grades sowie ein Polynomfit 4. Grades.
Rechts: Regressionskoeffizient r2 und Standardabweichung o fiir Kalibrations-
kurven mit unterschiedlichem Polynomgrad.

und ein optimiertes Verfahren sind hier gegeniibergestellt. Das Standardver-
fahren beruht auf einer Approximation des Minimums mit Hilfe eines 100
Pixel breiten Fensters und einem Polynom dritten Grades. In der optimier-
ten Version wurde zunichst mit einer Fensterbreite von 10 Pixel und einer
quadratischen Funktion die Standardabweichung berechnet und anschliefend
das Fenster in Schritten zu 10 Pixel solange verbreitert, bis sich die Stan-
dardabweichung nicht weiter verringerte. In einem néchsten Schritt wurde der
Polynomgrad um eins erhdht und wieder die Fensterbreite variiert, um eine
noch geringere Standardabweichung zu erzielen. Bei einem Polynomgrad von
fiinf wurde der Vorgang abgebrochen und die Parameterkombination mit der
geringsten Standardabweichung als optimal bewertet. Das optimierte Verfah-
ren zeigt einen durchweg hitheren Regressionskoeffizienten und eine geringere
Standardabweichung. Die erzielte Verbesserung schwankt stark zwischen den
Sensoren und ist mit Ausnahme von den Sensoren 2 und 10 signifikant.

NPCR

Fiir die Kalibration mit NPCR ist vor allem die Zusammenstellung des Re-
gressionsvektors von Bedeutung. Die maximale Anzahl der Elemente dieses
Vektors wird durch die Anzahl der Hauptkomponenten und der gewihlte
Polynomgrad nach Gleichung 4.16 bestimmt. Beliebig viele Elemente konnen
aus diesem Vektor gestrichen werden, um einerseits die Anzahl der Kalibra-
tionsparameter zu reduzieren und andererseits die Genauigkeit zu erhdhen.
Um den Einflull des Regressionsvektors auf die Giite der Kalibration deutlich
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Tabelle 4.1: Regressionskoeffizient der Kalibrationsfunktion und Standardab-
weichung der Brechungsindexbestimmung fiir zehn Sensoren mit einer stan-
dardisierten Minimumsuche (100 Pixel Fensterbreite, Polynom 3. Grades) und
mit optimierten Parametern.

standard optimiert
Fenster- Polynom-

Sensor e -10" | breite grad r? o 101
1 0.99985 2.9 40 2 0.99995 1%
2 0.99990 2.1 110 4 0.99991 2.0
3 0.99972 4.0 50 2 0.99986 2.8
- 0.99962 3.6 120 3 0.99977 2.8
5 0.99957 44 40 2 0.99967 3.8
6 0.99943 5.0 160 4 0.99966 3.8
T 0.99976 3.3 120 4 0.99984 2%
8 0.99961 3.7 70 3 0.99971 3.2
9 0.99910 7.1 250 4 0.99951 5.3
10 0.99980 2.9 90 3 0.99982 2.8

zu machen, sind die Sensoren mit jeweils einem vollstandigen Vektor und ei-
nem optimierten Vektor kalibriert und ihre Ergebnisse miteinander verglichen
worden.

Es wurde bereits erlautert, daf nicht mehr als drei Hauptkomponen-
ten nétig sind, um eine Abdeckung von {iber 98% zu erzielen. Fiir den
hier betrachteten Satz von zehn Sensoren hat die erste Hauptkomponente
eine durchschnittliche Abdeckung von 88.9+2.4%, die ersten beiden von
96.1 +1.1% und die ersten drei von 98.9 0.4 %. Der optimale Regressions-
grad wurde mit drei ermittelt und ergab sich daraus, dafi ein hoherer Grad
zwar die Anzahl der Elemente des Regressionvektors erhdht, diese aber kei-
nen positiven Einfluff auf die Genauigkeit haben, d.h. fiir eine bestimmte
Anzahl an Hauptkomponenten existiert ein maximaler, sinnvoller Polynom-
grad. Wahlt man nun zwei oder drei Hauptkomponenten aus, ergeben sich
Regressionsvektoren mit 9 oder 19 Elementen. Der Vektor aus zwei Haupt-
komponenten ist nicht weiter optimiert worden und stellt die Standardme-
thode dar. Zum Vergleich ist ein Vektor aus drei Hauptkomponenten erstellt
und optimiert worden.

Zwei verschiedene Vorgehensweisen sind bei der Optimierung verfolgt
worden: zum einen wurden ausgehend vom 9 Elemente grofien Vektor der
Regression zweiten Grades jedes der zehn zusiitzlichen Elemente eines Regres-
sionsvektors dritten Grades einzeln hinzugefiigt und die Standardabweichung
neu berechnet. Alle Elemente, die die Standardabweichung der Kalibration
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Tabelle 4.2: Regressionskoeffizient der Kalibraticnsfunktion und Standard-
abweichung der Brechungsindexbestimmung fiir zehn Sensoren kalibriert mit
NPCR. N gibt die Zahl der Elemente des Regressionsvektors an. In Spalte
.standard” ist N = 9 fiir alle Sensoren.

standard optimiert
Sensor r? o-10" | N 2 o - 10
0.99996 1.6 |10 0.99999 0.7
099994 1.6 9 099995 1.4
0.99984 3.0 9 099995 1.7
0.99972 3.1 |14 099998 08
0.99993 1.7 |10 0.99998 0.9
0.99991 2.0 |10 099999 0.7
0.99993 1.7 |11 0.99999 0.8
0.99921 5.2 |10 099994 1.5
0.99992 2.2 |10 0.99998 1.1
0.99993 17 10 0.99998 1.0

5O 00N O U W

reduziert haben, wurden anschliefflend dem Ausgangsvektor angehiéngt. Nun
sind wieder nach und nach die Elemente mit dem kleinsten Wert aus dem
Vektor gestrichen worden, bis sich die Standardabweichung signifikant erhht.
In der zweiten Methode wird von dem 19-zeiligen Regressionsvektor dritten
Grades ausgegangen und wieder solange die niedrigwertigen Elemente ge-
strichen, bis sich die Standardabweichung nicht weiter minimieren liit. Der
bessere der beiden so erzielten Vektoren ist dann der Kalibrationsvektor.

Die erzielten Ergebnisse in Form von Standardabweichung und Regres-
sionskoeffizient fiir zehn Sensoren sind in Tabelle 4.2 zusammengefafit. Die
Daten der nicht optimierten Regressionsmatrix mit zwei Hauptkomponenten
sind in der Spalte ,standard“ zu finden. Die Spalte ,optimiert* enthilt die
Daten fiir die manuell optimierte Matrix mit drei Hauptkomponenten. Es
ist deutlich zu erkennen, daB eine Optimierung der Kalibration mit NPCR
die Standardabweichung der Brechungsindexbestimmung durchweg unter die
Genauigkeit der Kalibrationsfliissigkeiten bringen kann. Aber auch die stan-
dardisierte Kalibration weist mit Ausnahme der Sensoren 3, 4 und 8 eine
gute Genauigkeit auf.

Schlufifolgerung

Die Ergebnisse der Kalibration fiir die einzelnen Sensoren sind in Abbil-
dung 4.24 zusammengefaBt. Durchschnittswerte fiir die betrachteten Sen-
soren zeigt Abbildung 4.25. In allen Fillen erzielt die optimierte NPCR-
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Abbildung 4.24: Standardabweichung der Brechungsindexbestimmung o fiir
alle betrachteten Sensoren.
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Abbildung 4.25: Durchschnittliche Standardabweichung der Brechungsindex-
bestimmung @ und durchschnittlicher Regressionskoeffizient der Kalibrations-
funktion 72 mit verschiedenen Kalibrationsmethoden.

Methode die geringste Standardabweichung und die geringste Streuung iiber
alle Sensoren. Bis auf die Sensoren 3, 4 und 8 kann standardisiertes NP’CR ein
besseres Ergebnis erreichen als eine Kalibration mit optimierter Minimumsu-
che. Eine optimierte NPCR-Kalibration erreicht im Vergleich zu einer nicht
aptimierten Minimumsuche eine um den Faktor 1.5 bis 7 geringere Standard-
abweichung. Im Durchschnitt liegt der Faktor bei 4.

Der Aufwand, eine NPCR-Kalibration manuell zu optimieren, ist deut-
lich héher als fiir die Minimumsuche. Allerdings lassen sich diese Optimie-
rungen gut als Algorithmus formulieren und sind somit auch in die Software
SPRmeasure integrierbar. Im Vergleich zur Minimumsuche sind mit NPCR
fiir kalibrierte Messungen von unbekannten Proben sehr viel mehr Daten
notig. Ein Satz Kalibrationsdaten besteht bei NPCR aus dem Matrixprodukt
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VS~ mit n x k Elementen, dem Regressionsvektor mit [ Elementen und der
Vorschrift fiir die Zusammenstellung von Uy. Eine mit der Minimumsuche
kalibrierte Messung benétigt lediglich die Parameter der Eichkurve.

4.4.3 Ortsauflésung

Die Ortsauflésung der Sensoren, die direkt nach dem Tapervorgang mit der
sensitiven Goldschicht beschichtet werden, wird maBgeblich durch die Lange
des entfernten Fasermantels bestimmt. In der Regel kann diese Lange bis zu
5mm betragen. Fiir eine Ortsaufldsung unterhalb eines Millimeters ist des-
halb eine Maskierung unerlifilich. Das verwendete Maskierungsverfahren mit
einer Teflonschicht ist bereits in Kapitel 4.2.2 beschrieben worden. Die Cha-
rakterisierung der Ortsauflésung wurde experimentell mit drei unterschiedli-
chen Konfigurationen an einem geschichteten System durchgefiihrt.

Die Erzeugung einer Mefiprobe mit definierten Grenzflichen zweier Stoffe
unterschiedlichen Brechungsindexes, die zudem die Metallbeschichtung nicht
oder nur minimal beansprucht, gestaltete sich als schwierig. Eine prizise Cha-
rakterisierung ist nur méglich, wenn der Unterschied der beiden Stoffe im
Brechungsindex und damit auch das Signal/Rauschverhiltnis an der Grenz-
flache ausreichend hoch ist. Dennoch darf der hohere Brechungsindex nicht
den Mefibereich des Sensors iiberschreiten. Dieser Wert liegt zwischen 1.37
und 1.39 RIU, weshalb ein Ol/Wasser System wegen des zu hohen Brechungs-
indexes fast aller Ole und Fette (n > 1.4 RIU) ungeeignet ist. In ersten Ver-
suchen ergaben Schichiten aus Gemischen von Agar und Wasser unterschiedli-
cher Salinitét wenig zufriedenstellende Ergebnisse, obwohl die mechanischen
Eigenschaften hervorragend waren. Diffusion zwischen den beiden Schichten
machte jedoch eine klare Trennung der Grenzschicht unméglich.

Die Wahl fiel letztendlich auf ein System aus Percoll und Wasser mit
0.9% Salinitit eingedickt in Agar. Abbildung 4.26 zeigt den Sensor im Per-
coll/Agar Schichtsystem. Percoll wird in der Biotechnologie zur Zelltrennung
verwendet und ist ein mineralisches Material mit sehr geringem osmotischem
Druck und geringer lonenkonzentration. Die Dichte, und einhergehend da-
mit auch der Brechungsindex, kann durch Zentrifugieren kontrolliert erhht
werden. Der Brechungsindex von handelsiiblichem Percoll (Sigma-Aldrich,
Miinchen) betriigt 1.354 RIU und Liegt damit deutlich iiber dem vom Was-
ser/Agar Gemisch mit 1.335 RIU.

Das Agar wurde in viereckige Kiivetten gefiillt und im Kiihlschrank aus-
gehirtet. Der zu charakterisierende Sensor wurde senkrecht nach unten an
einem Mikromanipulator befestigt und wenige Millimeter in die Agar-Schicht
eingefiihrt. Wenn das thermodynamische Gleichgewicht erreicht war, wurde
Percoll auf das Agar gegeben. Nun wurde der Sensor in Schritten von 100 zm
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Abbildung 4.26: Sensor in einem Percoll/Agar-Schichtsystem.

herausgezogen und an jeder Position zehn Reflexionsspektren aufgenommen.
Dieser Messung wurde fiir drei unterschiedlich konfigurierte Sensoren durch-
gefiihrt. Der erste Sensor war ein unmaskierter Sensor, der iiber seine ganze
Taperlinge mit Gold beschichtet wurde. In einem zweiten Schritt wurde der-
selbe Sensor mit Teflon AF beschichtet und das Profil wiederholt. Ein drittes
Profil mit einem Sensor, dessen Spitze vor der Goldbeschichtung maskiert
wurde, schliefit die Charakterisierung ab. Abbildung 4.27 zeigt die Profile
der drei Maskierungskonfigurationen.

Der unmaskierte Sensor zeigt eine Minimumverschiebung von 586.6 nm in
Agar auf 602.8nm in Percoll. Die Tiefe, iiber die 10 und 90% der Verschie-
bung des Minimums um 16.2 nm geschieht, betréigt 2.5 mm, d.h. ein abrupter
Ubergang zweier Medien unterschiedlichen Brechungsindexes kann mit einer
Genauigkeit von 2.5 mm gemessen werden. Die Standardabweichung der Mi-
nimumbestimmung betrdgt im Mittel 0.12nm. Wenn nun eine Maskierung
auf die Spitze gebracht und damit die aktive Linge auf etwa 500 ym redu-
ziert wird, verschiebt sich das Minimum in Richtung grofierer Wellenlédngen,
wie im zweiten Profil zu erkennen. Die Ortsauflésung verbessert sich auf ca.
1.6 mm. Allerdings wird der Unterschied des Reflexionsminimums zwischen
Agar und Percoll stark reduziert, d.h. die Dynamik des Sensors wird durch
die Maskierung vermindert. Deutlich wird dies auch durch die gréfiere durch-
schnittliche Standardabweichung der Minimumbestimmung von 0.31 nm. Den
Einfluff der Maskierung auf das Reflexionsspektrum verdeutlicht der rechte
Graph in Abbildung 4.27, in dem das Reflexionsspektren in Agar jeweils ei-
nes Sensors dargestellt ist. Durch Aufbringen der Maskierung auf das Gold
flacht das Spektrum gerade in der Region um das Minimum extrem ab, so
daf} die Minimumbestimmung weniger genau wird.
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Abbildung 4.27: EinfluB der Maskierung auf die Ortsaufldsung: Profile des Re-
flexionsminimums in einem Schichtsystem aus Percoll und Agar mit 0.9 % Sa-
linitat (links) und Reflexionsspektren in Agar (rechts) gemessen mit Sensoren
ohne Maskierung, einer Maskierung iiber der Goldbeschichtung und einer vor
der Goldbeschichtung maskierten Spitze.

Bei der Spitze des Sensors, mit dem das dritte Profil aufgenommen wur-
de, handelt es sich um eine vor der Metallbeschichtung maskierte Faserspit-
ze. Zwischen Agar und Percoll verschiebt sich das Minimum um 20.1nm.
Die Breite von 10 bis 90% dieser Verschiebung betriigt 1 mm. Die durch-
schnittliche Standardabweichung der Minimumbestimmung betréigt 0.05nm.
Bei der Herstellung ist der Taper iiber eine Liinge von ca. 800 um mit Gold
beschichtet worden. Wiihrend der Messung wurde beobachtet, daf sich das
Minimum mit der Zeit auch dann verschiebt, wenn der Sensor knapp unter
der Grenzfliche positioniert wurde. Dies ist auf zwei Effekte zuriickzufiihrem:
zum einen hat das Licht der Halogenlampe bei Dauerbelenchtung an der Fa-
serspitze das Agar verfliissigt und zum anderen schien das Percoll die Agar-
schicht mit der Zeit aufzuweichen. Beide Ursachen zeigen, dafi es sich bei
der gemessenen Ortsauflésung um eine obere Grenze handelt. Auch wenn
das Ziel einer Ortsauflésung in der Gréflenordnung von 100 pm bisher nicht
erreicht wurde, zeigt dieser Versuch, dafl der Sensor dieses Potential besitzt.

4.4.4 Mechanische Stabilitit

Die Kenntnis des lokalen Brechungsindexes in einer Sedimentprobe ist nétig,
um ein Modell fiir die Lichtausbreitung im Meeresboden zu erstellen. In
friiheren Arbeiten sind bereits Messungen der skalaren Beleuchtungsdichte in
Sedimenten durchgefiihrt worden, die eine heterogene Verteilung iiber Tiefe
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Abbildung 4.28: Brechungsindexprofil einer Sedimentprobe der Lagune von
Heron Island, Great Barrier Reef, Australien. Es handelt sich um dasselbe Profil
kalibriert mit Minimum-Hunt (links) und NPCR (rechts).

und Fliche des Sediments ergab. Dennoch wurde vielfach fiir modellhafte
Berechnungen der Brechungsindex als konstant angenommen. Der Grund fiir
die ungleichmifige Verteilung kann unterschiedliche Ursachen haben. Bei
konstantem Brechungsindex bestimmen Absorption und Transmission des
Sonnenlichts durch Sand, Bakterien und organisches Material die Lichtvertei-
lung. Sind jedoch lokale Brechungsindexénderungen zu beobachten, kann dies
auf unterschiedliche Nihrstoffkonzentrationen oder Salinitiiten in der Mef}-
umgebung hinweisen, die eine Mikroumgebung fiir Lebewesen schafft bzw.
von ihnen erzeugt wird.

Der Versuchsaufbau besteht aus einer Flulkammer, die eine Sedimentpro-
be enthilt und mit einer Halogenlampe als kiinstliches Sonnenlicht kontrol-
liert beleuchtet werden kann. Ein Aquarium enthilt einen Wasservorrat vom
Probenort, der iiber eine Pumpe als definierter, konstanter Wasserstrom iiber
die Probe flieBt, um natiirliche Strémungsbedingungen zu simulieren. Das
mit dem Brechungsindexsensor aufgenommene Profil zeigt Abbildung 4.28.
Hierbei handelt es sich um dasselbe gemessene Profil, das mit Minimum-
Hunt und NPCR kalibriert wurde. Zusitzlich ist als Kreis der Brechungs-
index dargestellt, der nach der Profilnahme im Uberstandswasser des Se-
diments gemessen wurde. Dieser sollte idealerweise identisch sein mit dem
Startwert der Messung. Es ist zu erkennen, daff sich der Wert bei der Ka-
libration mit Minimum-Hunt nach oben verschoben hat, wohingegen eine
NPCR-Kalibration desselben Profils eine Verschiebung zu einem kleineren
Brechungsindex hin ergibt, d.h. die Profilnahme sorgt bereits fiir eine Sen-
sorsignal, das nicht mit dem Brechungsindex der Probe zusammenhingt.
Eine Minimumverschiebung eines Reflexionsspektrums hin zu groeren Wel-
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lenldngen kann entweder durch einen steigenden Brechungsindex oder durch
eine diinnere Metallbeschichtung erreicht werden. Da der Sensor nach der
Profilnahme sorgfiltig gereinigt wurde, sind Ablagerungen, die den gemes-
senen Brechungsindex verdndern, auszuschlieBen. Demnach ist die Goldbe-
schichtung durch das Sediment beschidigt worden, was unter dem Mikroskop
als Kratzer auf der Sensorspitze erkennbar war. Der Fehler, der durch die
verdnderte Goldschicht bei der Brechungsindexbestimmung gemacht wird, ist
bei Kalibration mit NPCR sehr viel grofler als bei Verwendung der Minimum-
Hunt-Methode und verdndert den MeBwert auch in gegensiitzliche Richtun-
gen. Minimum-Hunt erzeugt eine Abweichung von ca. 0.0025RIU nach der
Profilmessung. Der mit NPCR bestimmte Brechungsindex liegt mehr als
0.01 RIU unter dem Startwert.

Im Profil der mit NPCR kalibrierten Werte ist auBlerdem deutlich eine
Spitze bei 5.25 mm zu erkennen. An dieser Position ist schon bei der Messung
erkennbar gewesen, dafi der Sensor offensichtlich auf ein Hindernis gestofien
ist, das nicht ohne weiteres durchstochen werden kann. Wihrend des Vor-
fahrens verbog sich die Faser auerhalb des Sediments. Diese Spannung loste
sich wiihrend der nichsten Mefschritte. NPCR zeigte sich gegeniiber solcher
nicht kalibrierbaren Einfliifle &uflerst empfindlich. Zwar weist auch die Mes-
sung mit Minimum-Hunt an derselben Stelle ein lokales Maximum auf, was
sich jedoch nicht signifikant von der Verschiebung durch das Abtragen der
Goldschicht abweicht.

4.5 Anwendung

Nachdem der Brechungsindexsensor wihrend der Charakterisierung seine ho-
he Empfindlichkeit und gute Ortsauflisung gezeigt hat, wurde er in Anwen-
dungen der marinen Mikrobiclogie eingesetzt. In einem Versuch wurde ein
Profil durch eine Ascidie der Art Diplosoma virens aufgenommen. Der Ver-
such ist auf der Forschungsstation Heron Island im Great Barrier Reef der
University of Queensland, Brisbane, Australien in Zusammenarbeit mit Mee-
resbiologen durchgefiihrt worden.

Ascidien beherbergen Kolonien von Wirtszellen und entsprechenden Sym-
bionten, haufig photogene Bakterien oder Algen. Diese Symbionten versorgen
ihren Wirt mit Kohlenstoffverbindungen, die die Ascidie nicht selbst produ-
zieren oder aufnehmen kann. Tm Gegenzug schafft sie eine forderliche Umge-
bung fiir die Symbionten und verteidigt sie vor Feinden. Die Art Diplosoma
virens kann beispielsweise Schwefelsiure ausscheiden, wenn sie unter Stref
steht. Die genaue Zusammensetzung des Gewebes, der Kohlenstoffzyklus und
das Photosystem dieser Kolonien sind bis heute nicht génzlich bekannt. Ein
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Abbildung 4.29: Ascidie Diplosoma wirens mit Symbionten Prochleron sp.
und Acariochloris sp.

guter Uherblick iiber das Zusammenspiel zwischen Wirt und Symbiont fiir
die hier betrachtete Diplosoma virens und andere Ascidien, die Prochloron
belierbergen, ist bei Kiihl et al. [27] zu finden.

Diplosoma virens beherbergt Symbionten der Arten Prochloron sp. und
Acariochloris sp.. Prochloron sind oxygene, phototrophe Prokaryoten. Ab-
bildung 4.29 zeigt eine solche Ascidie. Diese Symbionten befinden sich im
duBeren Gewebe etwa ein bis zwei Millimeter unter der Oberfliche der Asci-
die und versorgen die Kolonie mit Nahrstoffen, die sie mittels Photosynthese
gewinnen. Das Gewebe fungiert als Filter gegen UV-Licht mittels MAAs
(mycosporine-like amino acids), Aminosiuren, die eine starke Absorption im
UV-Bereich haben [28]. Im Wellenléingenbereich von 400 bis 700 nm hingegen
betrigt die Dampfung des Lichts nur ein Achtel bis ein Viertel der Dadmpfung
im UV-Bereich. Messungen der skalaren Lichtstdrke mit Mikrosensoren im
Gewebe der Ascidie ergaben ein Maximum genau dort, wo sich die Symbion-
ten befinden. Dieses offensichtliche Einfangen von Licht in der Umgebung der
Symbionten it auf ein Maximum eines Gradienten des Brechungsindexes
schlieBen. Bisher war es jedoch nicht méglich, den Brechungsindex in situ
mit entsprechender Ortsauflisung zu messen.

Mit dem faseroptischen Brechungsindexsensor sind Profile im dufleren
Gewebe einer Ascidie gemessen worden. Hierfiir wurde die Ascidie in einer
Petrischale fixiert und der an einem Mikromanipulator befestigten Sensor in
das Gewebe eingestochen. Anschliefend wurde er in 100 pm Schritten her-
ausgezogen und das Reflexionsminimum bestimmt. Abbildung 4.30 zeigt den
Versuchsaufbau. Ein typisches Profil ist in Abbildung 4.31 dargestellt. Das
Einstechen des Sensors in die Ascidie gestaltet sich recht schwierig, da das
Gewebe sehr fest ist. Dabei verbiegt sich die Faserspitze und es wird durch
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Abbildung 4.30: Versuchsaufbau zur Messung des Brechungsindex im duBe-
ren Gewebe einer Ascidie. Rechts ist der Sensor in einer Kaniile vergroBert
dargestellt.
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Abbildung 4.31: Profil des Reflexionsminimums im ZuBeren Gewebe einer
Ascidie. Der Pfeil markiert die Stelle des maximalen Brechungsindexes. Die
beiden MeBpunkte bei 600 und 700 um sind Artefakte durch mechanischen
StreB, der auf den Fasersensor ausgeiibt wird.

die verinderten Reflexionsbedingungen Licht ausgekoppelt. Bei der Messung
ist ein Absinken der Signalintensitit und ein starkes Abflachen des SPR-
Minimums zu beobachten. Die Bestimmung des Reflexionsminimums weist
bei diesem Effekt eine etwa fiinfmal gréBere Standardabweichung auf als oh-
ne mechanischen Stref, so daf sich die Genauigkeit der Messung stark redu-
ziert. Aulerdem verschiebt sich das Minimum zu gréfieren Wellenléingen, so
dafl ein Mefisignal erzengt wird, das nicht auf einen verdinderten Brechungs-
index zuriickzufiihren ist. Aufgrund dieses Effektes wurde der Sensor nicht
kalibriert betrieben, sondern das Reflexionsminimum aufgenommen. An der
Form des Spektrums kaun festgestellt werden, ob der Sensor unter mechani-
schem Strefl steht. Vor der Profilnahme wurde ein MeBpunkt im umgebenen
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Wasser aufgenommen, der in Abbildung 4.31 als Quadrat eingezeichnet ist. Es
ist deutlich erkennbar, daf} die Messung die Position des Minimums zu grofe-
ren Wellenliéingen hin verschoben hat. In 600 um Tiefe konnte der Sensor nicht
weiter in die Ascidie eingebracht werden, was an einer starken Verbiegung
der Glasfaser und einem dadurch verursachten Anstieg der SPR-Wellenlinge
und der Standardabweichung im Profil erkennbar ist. Wihrend des Heraus-
ziehens des Sensors aus der Ascidie entspannte sich die Faser schnell und
die Form des Spektrums normalisierte sich wieder, so daf§ ab einer Tiefe von
500 pm auswertbare Ergebnisse vorliegen.

Der maximale Brechungsindex wurde in einer Tiefe von 300 um gemes-
sen. Das Reflexionsminimum liegt dort bei 611 +0.1nm im Vergleich zu
606.6 £0.14 nm in Meerwasser vor der Messung und 609.4 & 0.16 nm nach der
Messung. Die Minimumverschiebung, verursacht durch den Abrieb der Gold-
schicht, betrdgt somit 2.8nm. Die Verschiebung zwischen Meerwasser und
der Stelle des maximalen Brechungsindexes betréigt 1.6 nm, was einer Ande-
rung des Brechungsindexes von mindestens +0.001 RIU gegeniiber Meerwas-
ser entspricht. Gesetzt den Fall, dafl das Minimum auch wéihrend des Her-
ausziehens durch Abrieb an der Faserspitze verschoben wird, wiire der maxi-
male Brechungsindex im Ascidiengewebe noch gréfier. In jedem Fall geniigt
die gemessene Differenz zwischen dem Brechungsindex des nmgebenen Meer-
wassers und dem Innern des Ascidiengewebes, um das einmal eingekoppelte
Licht innerhalb der Ascidie zu halten und somit eine lichtleitende Wirkung
zu haben.
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Kapitel 5

Konzept eines bildgebenden
SPR Systems

Der faseroptische Brechungsindexsensor konnte seine Funktionsfihigkeit und
Ortsauflssung in der Profilmessung im dufleren Gewebe einer Ascidie unter
Beweis stellen. Jedoch bleibt der Nachteil einer Punktmessung, dafi mehrere
gleichzeitige Messungen an unterschiedlichen Orten nur mit mehreren Sen-
soren moglich sind. Als Losung fiir die zweidimensionale Messung kommen
bildgebende Verfahren wie das SPR Imaging in Frage. Das Funktionsprin-
zip ist bereits in Kapitel 3.3 erldutert worden. In diesem Kapitel wird das
Konzept eines solchen SPR Imaging Systems, das fiir die Anwendung in der
marinen Mikrobiologie entwickelt worden ist, niher erliutert.

5.1 Struktur des Meflsystems

Die Wahl der Lichtquelle fiir die Anregung fiel auf eine Weifllichtquelle. Ei-
ne Laserlichtquelle kommt trotz der hheren Empfindlichkeit gegeniiber des
Brechungsindexes wegen der Streifenbildung auf den Aufnahmen nicht in
Frage. Fiir erste Versuche soll eine Halogenkaltlichtlampe KL-2500 (Schott
GmbH, Mainz) eingesetzt werden. Das Sensorelement besteht aus einem un-
beschichteten, rechtwinkligen BK7-Glasprisma (W32-527, Edmund Industrie
Optik GmbH, Karlsruhe), auf das mit Immersionsdl zur Anpassung des Bre-
chungsindexes ein beschichteter Objekttriger befestigt wird. Dieser ist mit
2nm Chrom als Haftvermittlerschicht zwischen Objektriger und einer 50 nm
Goldbeschichtung versehen. Die zu messende Probe wird auf den beschich-
teten Objektriger aufgebracht. Zur Untersuchung von marinen Organismen
ist es notig, eine FluBkammer zur Erzeugung definierter Umgebungsbedin-
gungen mit dem Objektriiger zu verbinden. Es ist auch denkbar, mikrobielle
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Prisma mit
beschichtetem

Objekttriger

zwei iibereinander
angeordnete Drehtische

Abbildung 5.1: Aufbau eines SPR Imaging Systems basierend auf der Anre-
gung mit einer WeiBlichtquelle. Erlauterungen siehe Text.

Matten direkt auf dem Objekttriiger aufwachsen zu lassen, um den Wachs-
tumsprozefl der Matten unter verschiedenen Bedingungen zu beobachten.
Als Detektor dient die CCD-Kamera ,,sensicam sensimod” (PCO Computer
Optics GmbH, Kelheim). Zusitzliche Komponenten sind eine Kollimations-
optik sowie ein Polarisationsfilter fiir die Lichtquelle und ein Interferenzfilter
vor der Kamera. Falls die Messung nicht in Dunkelheit durchgefiihrt werden
kann, ist zur Minimierung des Einflusses von Umgebungslicht ein zusétzlicher
Polarisationsfilter vor der Kamera erforderlich.

Die Anordnung von Lichtquelle, Prisma und Kamera ist in Abbildung 5.1
gezeigt. Das System basiert auf zwei Drehtischen (DT-80, Micos, Umkirch)
und einem optomechanischen Schienensystem (,moskito®, ebenfalls Micos).
Auf einer Grundplatte sind die beiden Drehtische genau iibereinander an-
geordnet. Auf dem unteren wird eine Schiene befestigt, die verschiebbare
Reiter aufnehmen kann, so dafl ein Interferenzfilter und die Kamera in einer
optischen Achse liegen. Das Prisma wird auf einem Verschiebetisch, der sich
lateral in zwei Achsen um £2.5 mm justieren 148t, auf dem oberen Drehtisch
befestigt. An dem Prisma wird der goldbeschichtete Objektrager und auf die-
sem die zu messende Probe fixiert. Da die Goldschicht nicht den gesamten
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Abbildung 5.2: Photo des SPR Imaging Systems.

Objektrager homogen bedeckt und auch die Mef8probe nicht immer exakt po-
sitioniert werden kann, kann mit den lateralen Stellschrauben das Prisma so
justiert werden, daBl das Anregungslicht den gewiinschten Bereich beleuch-
tet. Als Lichtquelle dient eine Halogenlampe mit Schwanenhals. Das Ende
des Schwanenhalses wird an einem Reiter befestigt, der auf einer zweiten
Schiene bewegt werden kann. Diese Schiene ist fest mit der Grundplatte ver-
bunden, so dal zur Einstellung des Einfalls- bzw. Beobachtungswinkels das
Prisma bzw. die Kamera bewegt werden muf. Um den gleichen Einfalls- wie
auch Ausfallswinkel einzustellen, muf die Kamera um den doppelten Winkel
verfahren werden wie das Prisma. Die Drehtische sind mit Schrittmotoren
bestiickt, die den Tisch in Schritten von 0.01° bewegen lassen. Die Motoren
werden iiber eine Motorsteuerung geregelt, die an einen PC angeschlossen
ist. Diese Steuerung ist in der Lage, die Drehtische in eine definierte Position
zu drehen, von wo aus eine prizise Einstellung der Winkel erfolgen kann.

5.2 Ausblick

Der mechanische Aufbau ist bis auf den beschichteten Objekttriiger komplett.
Die Beschichtung sollte in derselben Sputteranlage durchgefithrt werden, wie
fiir die faseroptischen Sensoren. Aufgrund technischer Schwierigkeiten der
Beschichtungsanlage ist es bisher jedoch nicht gelungen, die Glastriger mit
einer SPR-fahigen Metallbeschichtung zu versehen. Deshalb liegen im zeitli-
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chen Rahmen dieser Arbeit noch keine Ergebnisse des MeBsystems vor. An
dieser Stelle soll nun ein Ausblick auf geplante Aktivitdten fiir bildgebende
SPR gegeben werden.

Der erste Schritt ist eine Charakterisierung des Systems im Hinblick auf
die in dieser Arbeit nicht experimentell untersuchte Winkelabhéngigkeit der
SPR-Anregung. Zu diesem Zweck werden mit unterschiedlichen Interferenz-
filtern in einem Wellenldngenbereich von 600 bis 800 nm in Schritten zu 10 nm
Aufnahmen im Winkelbereich von 60 bis 85° gemacht. Die Berechnungen in
Kapitel 2.2 haben gezeigt, daf in diesem Wertebereich eine sehr effektive
SPR-Anregung erfolgt. Die Messungen werden fiir unterschiedliche Objekt-
trager durchgefiihrt, um eine optimale Kombination aus Anregungswinkel
und Filter zu finden. Als optimal ist die Anordnung zu bezeichnen, die fiir
den gewiinschten Mefibereich des Brechungsindexes die gréfite Intensitétsdy-
namik zeigt, also an der Stelle, an der die Steigung der Reflektivitatskurve
den grifBten Betrag hat. In Abbildung 2.5 auf Seite 16 beispielsweise zeigt im
linken Graphen die Reflexionskurve fiir 600 nm die grofite Anderung bei ei-
nem Einstrahlwinkel 75 © oder 77°. Je grofler die Wellenlange des Interferenz-
filters gewiihlt wird, desto kleiner wird der Mefibereich des Brechungsinde-
xes, da mit steigender Anregungswellenléinge der Kurvenverlauf steiler wird.
Allerdings erhoht sich die Auflésung stark, weil eine kleine Anderung des
Brechungsindexes eine grofie Intensititséinderung bewirkt. Dieses Verhalten
kann ausgenutzt werden, um in einer ersten Messung mit einer kleinen Wel-
lenlidnge den Brechungsindexhereich der Probe zu ermitteln und anschlieflend
mit einer griBeren Wellenlduge die Genauigkeit der Messung zu erhdhen. Fiir
eine antomatisierte Messung ist dann ein motorisiertes Filterrad anstelle ei-
nes einzelnen Interferenzfilters notig.

Nach einer ausreichenden Charakterisierung des Systems sind Labormes-
sungen an Ascidien geplant, um die Ergebnisse aus den Messungen mit dem
faseroptischen Sensor zu vertiefen. An den Ascidien soll die Brechungsin-
dexverteilung um die Symbionten untersucht werden. Mit Hilfe des Kamera-
systems kann auch beobachtet werden, ob der aus den Profilmessungen er-
mittelte Brechungsindexunterschied zwischen dem Gewebe der Ascidie und
dem Umgebungswasser mit der Aktivitit der Symbionten zusammenhingt
oder ob es eine Eigenschaft des Gewebes selbst ist. Hierfiir mufl der Bre-
chungsindex in Abhiingigkeit von der Intensitit einer aktinischen Lichtquelle
betrachtet werden.
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Kapitel 6
Zusammenfassung

In den letzten Jahren ist ein groBer Markt fiir SPR-basierende MeBsysteme
im Bereich der Chemo- und Biosensorik entstanden. Die Brechungsindexab-
hingigkeit wird bei diesen Systemen z.B. als Wandlungsmechanismus fiir
selir spezifische Molekiilbindungen verwendet. In dieser Arbeit ist das Mef}-
prinzip direkt auf die Messung des Brechungsindexes in der Umgebung von
phototrophen, marinen Mikroorganismen angewandt worden.

Der Sensor besteht aus einer Multimode-Glasfaser, deren Ende {iber eine
definierte Lénge angespitzt wird und mit einer SPR-unterstiitzenden Me-
tallbeschichtung versehen wird. Durch eine Maskierung unter der Metallbe-
schichtung werden Bereiche des Sensors passiviert, um bei der Messung die
Ortsauflésung zu erhhen. Die Anregung von SPR geschieht durch Einkop-
pelung von Weillicht einer Halogenlampe in die Faser. Das reflektierte Licht
der Faserspitze wird iiber einen Faserkoppler mit einem Spektrometer ge-
messen und anhand des spektralen Verlaufs bzw. der Wellenlinge minimaler
Reflektivitit der Brechungsindex einer unbekannten Probe bestimmt.

Simulationen des Strahlenverlaufs innerhalb des Tapers und der Wechsel-
wirkung mit der Metallbeschichtung haben gezeigt, daB8 die Lange des Tapers
die reflektierte Lichtintensitit stark beeinflufit. Je linger der Taper ist, desto
geringer ist auch die reflektierte Lichtmenge. Andererseits wird das Reflexi-
onsminimum durch Jange Taper stirker betont, so daB ein Kompromif} zwi-
schen Lichtintensitidt und SPR-Wechselwirkung im Taper gefunden werden
mufite. Die Ergebnisse haben gezeigt, daB bei einem 500 bis 1000 gm langen
Taper eine Ortsauflésung von 100 um bei ausreichender Signalstirke erzielt
werden kann. Die Empfindlichkeit gegeniiber dem Brechungsindex wird durch
die Tapergeometrie zudem nicht mafBgeblich beeinflufit, d.h. die theoretische
Verschiebung des Reflexionsminimums bei Variation des Brechungsindexes
ist nahezu unabhéngig von der Geometrie der Faserspitze.

Auf die hergestellten Sensoren wurden zwei Kalibrationsverfahren ange-
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wandt und miteinander verglichen. Einerseits wurde mit Hilfe der Minimum-
suche die Wellenlinge der minimalen Reflektivitdt bestimmt und in Relation
zum gemessenen Brechungsindex gesetzt. Andererseits kam die nichtlineare
Regression der Hauptkomponenten (NPCR) zum Einsatz, bei der die gesam-
te Kurvenform mit dem Brechungsindex korreliert wird. Die Parameter der
beiden Methoden sind fiir sich optimiert und die erzielten Empfindlichkeiten
miteinander verglichen worden. Dabei zeigte sich, da mit NPCR durch-
schnittlich eine um den Faktor 4 genauere Messung des Brechungsindexes
méglich ist als mit der Minimumsuche. Die Minimumsuche zeigte sich jedoch
robuster gegeniiber Drifterscheinungen des Sensors durch Abrieb an der Me-
tallbeschichtung.

Mit den hergestellten Sensoren ist es mdglich, den Brechungsindex mit
einer Genauigkeit von 107! RIU zu messen. Dieser Wert ist vergleichbar mit
anderen Arbeiten, deren Sensor keine ausreichend hohe Ortsauflosung aufwei-
sen. Fiir die Messung von Brechungsindexprofilen in marinen Lebensrédumen
ist der hier vorgestellte Sensor sehr gut geeignet. Die Ortsauflosung wurde
in einem Schichtsystem aus Agar und Percoll bestimmt und betrug 1mm,
obgleich mit den beiden Stoffen kein idealer Ubergang zwischen unterschied-
lichen Brechungsindizes erzeugt werden konnte. Deshalb liegt die Ortsauf-
lésung eher in der Gréfenordnung einiger hundert Mikrometer. Unmaskierte
Sensoren haben im Gegensatz hierzu eine Ortsaufldsung von 2.5 bis 7mm.
Mit diesem Sensor ist es somit gelungen, den Brechungsindex in wéssrigen
Medien mit bisher nicht erzielter Ortsauflosung zu messen.

Der Sensor ist an biologischen Proben zur Anwendung gekommen. Profile
im Auferen Gewebe einer Ascidie zeigten ein Maximum des Brechungsinde-
xes in der Nihe von phototrophen Symbionten. Dadurch konnte die Vermu-
tung bestiitigt werden, daf ein Maximum der Lichtintensitit, das zuvor an
derselben Stelle gemessen wurde, auf die Anderung des Brechungsindexes
wuriickzufithren ist. In weiteren Experimenten soll nun untersucht werden,
ob es sich um eine Eigenschaft des Gewebes handelt oder ob beispielsweise
Nihrstoff- oder Salzkonzentrationen den Unterschied erzeugen. Desweiteren
sind Versuche an schleimbildenden Biofilmen geplant, die ebenfalls eine stark
hetereogene Verteilung der Lichtintensitdt zeigen.

Fiir die Visualisierung zweidimensionaler Brechungsindexverteilungen ist
ein Konzept fiir ein bildgebendes SPR-System entwickelt worden. Die SPR-
Anregung erfolgt wie beim Fasersensor mit einer Weifilichtquelle, jedoch mit
Hilfe einer Kretschmann-Konfiguration. Das vom Prisma reflektierte Licht
wird hinter einem Interferenzfilter mit einer CCD-Kamera aufgenommen.
Eine Anderung des Brechungsindexes schligt sich in der Intensitét der Auf-
nahme nieder. Mit diesem System sollte es moglich werden, den Brechungs-
index mit einer Ortsaufldsung von maximal 5 ym bei einer Empfindlichkeit
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besser als 107" RIU zu messen. Aufgrund technischer Schwierigkeiten in der
Beschichtungsanlage konnte das System im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
charakterisiert werden.

Der hier vorgestellte faseroptische Brechungsindexsensor konnte in bisher
nicht lésbaren MeBaufgaben in der marinen Mikrobiologie eingesetzt werden
und lieferte Ergebnisse, durch die weitere Anwendungen und Untersuchun-
gen an Meereslebewesen miglich werden. Bislang sorgten die durchgefiihr-
ten Messungen fiir ein klareres Verstéindnis fiir das Zusammenspiel zwischen
Symbiont und Wirt einer Ascidie. Die Anwendungen werden auf mikrobielle
Matten in Gewissern mit sehr hohem Salzgehalt erweitert, da hier durch die
Salinitdt der Brechungsindex des Wassers mafigeblich beeinflufit wird und
Auswirkungen auf die Lichtausbreitung in der Nédhe phototropher Organis-
men hat. Erste Ergebnisse und Anwendungen des SPR-Imaging-Systems sind
ebenfalls in naher Zukunft geplant.
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Teil 11

Pulsweitenmoduliertes
Kamerasystem zur Messung
von Chlorophyll-Fluoreszenz
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Kapitel 7

Chlorophyll-Fluoreszenz

7.1 Biologische Bedeutung

Die Photosynthese ist einer der wichtigsten Prozesse in der Biologie. Die
Fihigkeit, mittels Licht KKohlenstoff zu fixieren, dient sur Erzeugung von
Biomasse oder Néhrstoffen und bedeutet damit Wachstum. Es existieren
verschiedene Prozesse zur Kohlenstoffixierung, von denen aber die Photo-
synthese der hekannteste, wichtigste und am besten untersuchte ist. Sie wird
nicht nur in den griinen Blittern ven terrestrischen Pflanzen betrieben, son-
dern 2.B. auch von griin-blanen Bakterien (Cyanobakterien) und roten oder
griinen Algen. Somit wird klar, daBl die Evolution der Photosynthese je nach
Lebensraum und Lichtbedingungen unterschiedlich verlief. Aus der Kennt-
nis der Photosyntheserate, dem Mafl der Umwandlung von Licht in organi-
sches Material, Sauerstoff oder auch oxidierte Schwefelverbindungen, lassen
sich Einblicke in die Physiologie der Lebewesen gewinnen und somit Stoff-
kreisliufe in Okosystemen erschliefien [1].

Photosynthese beruht auf der Absorption von Lichtenergie mit Hilfe so-
genannter Antennen-Komplexe. Dies sind Farbpigmente, die dhnlich der So-
larzelle in der Lage sind, Lichtenergie zur Ladungstrennung und damit zur
Erzeugung freier Elektronen zu verwenden. Das bekannteste Pigment fiir die-
sen Prozess ist Chlorophyll. Die erzeugten Ladungstriger durchlaufen eine
Reihe biochemischer Reaktionen, bis sie letztendlich die Energie zur Fixie-
rung von anorganischem Kohlenstoff liefern. Die Elektronentransportkette
der Photosynthese fiir Organismen, die zur Gewinnung von Elektronen Was-
ser oxidieren (oxygene Phototrophen), ist schematisch in Abbildung 7.1 ab-
gebildet. Zu erkennen sind zwei Reaktionszentren (Photosystem I und 1I),
mit zwei unterschiedlichen Antennen-Komplexen PG80 und P700, die Licht
unterhalb von 680 nm bzw. 700 nm ,einfangen* kinnen. Ausgehend von Pho-
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Abbildung 7.1: Die photosynthetische Elektronentransportkette von oxygenen
Phototrophen. P680 und P700 sind Antennen-Pigmente zur Lichtabsorption.
Der Prozess startet mit der Oxidierung von Wasser zu O, im Photosystem |I,
wofiir vier Lichtquanten n&tig sind. Weitere Erluterungen siehe Text.

tosystem I1 wird durch Licht die Oxidierung von Wasser zu reinem Sauerstoff
angeregt, wobei P680 durch ein entstehendes freies Elektron in einen ange-
regten Zustand gehoben wird. Fiir diesen Prozess sind vier Lichtquanten
notig. Zundchst wird dann der primire Elektronenakzeptor Q4 reduziert,
der dann wiederum nach Aufnahme von zwei Elektronen den sekundéren
Akzeptor Qg redugziert. Qa und Qg sind Plastochinone, die an Proteine ge-
bunden sind. Anschliefend 16st sich das Qp-Molekiil aus seiner Bindung und
diffundiert innerhalb der Chloroplast-Membran #zu einem weiteren Molekiil-
Komplex (bg/f) und gibt dort seine Elektronen an ein Plastocyanin (PCy)
wieder ab. Die Diffusion ist die langsamste Reaktion in der Transportkette,
wodurch sich reduziertes Qg zu einem Plastochinon-Pool (PC-Poal) akkumu-
lieren kann. Wenn sich dieser Pool weitgehend gefiillt hat, wird ein Ubergang
der Elektronen von Q4 nach Qg sehr unwahrscheinlich, so daf das urspriing-
lich angeregte P680 unter Lichtabgabe in seinen Grundzustand zuriickfallt.
Haben Elektronen das Photosystem I erreicht, ist ein weiterer Lichtquant
nétig, um P700 in einen angeregten Zustand zu bringen, wodurch Ferredo-
xin (Fd) reduziert wird. Mit Hilfe der Oxidation von Ferredoxin kann ein
Energietrager fiir den Stoffwechsel (NADPH) gebildet werden, dessen Re-
duktionsdquivalent iiber den sogenannten Calvin-Zyklus mit anorganischem
Kohlenstoff (CO;) in organischen Verbindungen — z.B. Zucker — fixiert wer-
den kann. Dieser Prozess ist nicht mehr auf Lichtenergie angewiesen und wird
deshalb im Gegensatz zur beschriebenen Lichtreaktion der Elektronentrans-
portkette als Dunkelreaktion bezeichnet. Die gesamte Lichtreaktion bis zur
Reduktion von Ferredoxin dauert abhingig vom Fiillstand des PC-Pools 5
bis 20 ms.
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Abbildung 7.2: Normiertes Absorptions- und Emissionsspektrum von Chlo-
rophyll a (Chl a) und b (Chl b) geldst in Methanol. Das Emissionsspektrum
wurde bei einer Anregungswellenlinge von 417 nm (Chl a) bzw. 435 nm (Chl b)
gemessen.

7.2 Fluoreszenzmessung mit gepulstem Licht

Die Lichtenergie, die die Plotosysteme erreicht, wird durch drei konkurrie-
rende Mechanismen umgewandelt. Diese sind die Erzeugung von freien Elek-
tronen in den Photosystemen, Erzeugung von Wirme und die Chlorophyll-
Fluoreszenz. Wenn beispielsweise die Photosyntheserate abnimmt, erhcht
sich entweder die Wirmeabgabe oder die Fluoreszenz. Der Grund fiir eine
erhohte Fluoreszenzausbeute liegt meist in einem aufgefiillten PC-Pool, so
dafi die Wahrscheinlichkeit eines Ubergangs von angeregtem P680 in seinen
Grundzustand unter Abgabe von Licht zunimmt. Es ist auch moglich, die
Reduktion von Qg chemisch durch Zugabe eines Hemmstoffes zu unterbin-
den. In diesem Fall miit man die maximale Fluoreszenzausbeute. Wenn man
die Fluoreszenz von isoliertem Chlorophyll in einem organischen Losungsmit-
tel mifit, ist die Fluoreszenzausbeute immer konstant und maximal grof}. Die
Absorptions- und Emissionsspektren von Chlorophyll a und b [2], den beiden
haufigsten Formen von Chlorophyll, sind in Abbildung 7.2 gezeigt. Es sind
jeweils zweil Absorptionsmaxima bei 417 und 660 nm fiir Chlorophyll a und
bei 435 und 625 nm fiir Chlorophyll b zu erkennen. Das Emissionsmaximum
fiir Chlorophyll a liegt bei 671 nm mit einem Nebenmaximum bei 719 nm.
Fiir Chlorophyll b liegt das Maximum bei 644 nm und das Nebenmaximum
bei 703 num.

Die in witro — d.h. in einer kiinstlichen Laborumgebung gemessenen —
Spektren unterscheiden sich von den in wivo, d.h. im lebenden Organismus,
gemessenen. Bei in vive-Spektren steht nicht die reine Absorption des Lichts
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Abbildung 7.3: Verlauf der Fluoreszenzausbeute jeweils eines dunkeladaptier-
ten (links) und eines lichtadaptierten phototrophen Organismus (rechts) bei
Beleuchtung mit MeBlicht und einem Sattigungspuls.

im Vordergrund, sondern die Umwandlung der absorbierten Lichtenergie in
eine fiir den Organismus direkt verwertbare Energieform, 2.B. in Sauerstoff-
produktion oder Kohlenstoffixierung. Diese Spektren nennen sich Aktions-
spektren. Sie zeigen beispielsweise bei der Darstellung der Sauerstoffproduk-
tion in Abhingigkeit von der Anregungswellenlinge, dafi bei Wellenlingen
grifer 600nm kaum noch Sauerstoffproduktion stattfindet, obwohl Licht
absorbiert wird. Dies ist dadurch begriindet, dafl langwelliges Licht nicht
geniigend Energie fiir die Erzeugung von Elektronen zur Verfiigung stellt. Ein
weiterer Unterschied zwischen in vitro und in vive gemessener Chlorophyll-
Fluoreszenz, den Kautsky 1931 mit bloBem Auge endeckte [3, 4], ist die
Abhéngigkeit von der Beleuchtungsstirke und -dauer. Diese Variabilitiit der
Fluoreszenz, der sogenannte Kautsky-Effekt, liBt den Schlufl zu, daff die
Fluoreszenz ein indirekter Parameter fiir Energiegewinmingsprozesse inner-
halb des Organismus ist.

Eine Methode, mit der die Fluoreszenz unter Vernachlissigung der er-
zeugten Wirme gemessen werden kann, basiert auf gepulstem Licht [5, 6].
Zur Einhaltung dieser Bedingung darf die Linge der Lichtpulse wenige Se-
kunden nicht iiberschreiten. Durch Variation der Impuls-Lichtstirke lassen
sich zwei unterschiedliche Situationen in den Photosystemen erzeugen. Diese
sind in Abbildung 7.3 dargestellt. Bei sehr geringer Lichtstiirke (MeBlicht)
werden keine Elektronen im PC-Pool akkumuliert, sondern werden sofort an
das Photosystem I weitergeleitet. Die sich fiir diesen Fall ergebende Fluores-
zenzausbeute F hat einen niedrigen Wert. Als Fluoreszenzausbente definiert
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man das Verhéltnis von absorbierter und emittierter Lichtenergie. Gibt man
nun einen ausreichend starken Lichtpuls (Sdttigungspuls) auf die Probe, wird
der PC-Pool so schnell mit Elektronen aus dem Photosystem 11 aufgefiillt,
daf} diese nicht vom Photosystem I verarbeitet werden kénnen. Nun wird
die maximale Energie in Fluoreszenz umgewandelt und man erhilt die ma-
ximale Fluoreszenzausbeute F.. Die absoluten Werte fiir F und F), hingen
von der Vorgeschichte der Photosysteme ab. Ein dunkeladaptierter (an Dun-
kelheit angepafiter) Organismus hat den kleinstméglichen F-Wert und wird
als Fy bezeichnet. Der F -Wert hingegen ist dunkeladaptiert am gréften
und wird Fy, genannt wird. Die Differenz zwischen F und F}, bezeichnet die
variable Fluoreszenz F, und quantifiziert den Teil der Fluoreszenz, der bei
Mefllicht durch den photochemischen Elektronentransport geldscht wird. Im
lichtadaptierten Zustand ist die maximale Fluoreszenz F}, kleiner als Fy,.
Dieser Unterschied ist auf die Wiarmeentwicklung bei dauerhafter Beleuch-
tung zuriickzufithren, wodurch die Fluoreszenzausbeute reduziert wird. Mit
Hilfe dieses Mefischemas kénnen viele hiologisch interessante Parameter, wie
z.B. die Quantenausbeute ¢, des Photosystems und die damit einhergehende
Elektronenflufirate ETR nach den Formeln

Fl—-F
= 7.1
b = (1)
bzw. ETR = ¢p+ B, (7.2)

mit der Bestrahlungsstirke E., berechnet werden. Die Bestrahlungsstarke
wird in der Biologie meist in der Einheit M%@ angegeben, also einer
Anzahl von Photonen pro Fliche und Zeit. Betrachtet wird dabei nur der
spektrale Bereich der photosynthetisch aktiven Strahlung von 400 bis 700 nm
(photosynthetic active radiation, kurz: PAR). Bei starker Sonneneinstrahlung
beispielsweise im australischen Sommer kann man Bestrahlungsstirken von
itber 2000 "ﬂ’]—r?i’-‘:—"m messen, wohingegen im Mittelmeerraum bei blauem
Himmel etwa 1300 4melDhotonen gomessen werden kénnen.

Neben den kurzen Pulsen, die keinen photochemischen Einflul auf die
Probe haben, ist die Beobachtung der Photosynthese bei unterschiedlichen
Lichtbedingungen biologisch von grofler Bedeutung. Deshalb ist eine aktini-
sche, d.h. photochemisch aktive, Lichtquelle nétig, die im Labor das Sonnen-
licht ersetzt, um z.B. zu messen, ab welcher Lichtstirke die Photosynthese
inhibiert wird. Die Entwicklung superheller LEDs in den letzten Jahren hat
eine zusitzliche Halogenlampe zumindest fiir Organismen, die in ihrem Le-
bensraum nicht direktemn Sonnenlicht ausgesetzt sind und somit keine hohen
Lichtintensititen gewohnt sind, iiberfliissig gemacht. Das aktinische Licht
kann in den MeBipausen von den selben LEDs erzeugt werden, wie das Mef}-
licht und der Sattigungspuls.
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7.3 Gegenwirtiger Entwicklungsstand von
Chlorophyll-Fluoreszenzmefisystemen

Das Prinzip, mit gepulstem Licht Chlorophyll-Fluoreszenz zu messen, wurde
von Schreiber et al. 1986 als PAM (pulse amplitude modulation) verdffent-
licht [5]. In den folgenden Jahren sind mehrere kommerzielle Fluorometer auf
den Markt gekommen, mit denen zahlreiche Parameter aus der Chlorophyll-
Fluoreszenz bestimmt werden kénnen. Die Entwicklung von Mefigeriten auf
der Basis der PAM-Methode bei der Walz GmbH (Effeltrich) fiihrte Anfang
der 1990er Jahre zu einer grofien Zahl von Ergebnissen iiber unterschiedli-
che Aspekte der Bedeutung von Chlorophyll-Fluoreszenz. Bis heute hat sich
die Produktpalette auf elf Geriite fiir z.B. Unterwassereinsiitze, Mikroskope
oder faseroptische Messungen erweitert. Das Anregungslicht wird von einer
Halogenlampe, einer LED oder einer Blitzlampe erzeugt. Als Detektor dient
entweder ein Photomultiplier oder eine Photodiode.

Eine Anwendung der gepulsten Lichtmessung fiir zweidimensionale Mes-
sungen der Chlorophyll-Fluoreszenz ist Anfang 1990 entwickelt worden, als
die ersten ausreichend empfindlichen CCD-Kameras verfiighar waren. Die
Empfindlichkeit war dennoch so niedrig, daf in den meisten Fiillen ein Bild-
verstirker notig war. Takahashi et al. verwendete 1994 ein System mit Bild-
verstirker, CCD-Kamera und einem HeNe-Laser mit einer Linienoptik als
Anregungslicht [7]. Einer der ersten Aufbauten ohne Bildverstirker ist von
Siebke et al. ein Jahr spiter veroffentlicht worden [8]. Als Anregungslicht
diente eine Halogenlampe. Beide Sysieme hatten das Problem, den Parame-
ter Fy nicht messen zu kénnen, da die Intensitit der Fluoreszenz zu gering
war, um ein ausreichendes Signal/Rausch-Verhiiltnis zu erreichen. Aus die-
sem Grund beschrinkten sich die Messungen auf die maximale Fluoreszenz
F und Fj, sowie auf F bei ausreichender Lichtstirke. Bei Siebke et al. be-
trug die minimale Beleuchtungsstirke 450 %‘w Diese Einschréinkung
machte die Messung von Fy unméglich und wurde von Oxborough et al.
1997 umgangen [9], indem sie argumentierten, daf eine Anderung von Fy
sich auf das Verhiltnis von F,;, und F. niederschligt und somit Fp indirekt
bestimmt werden kann. Er zeigte dies an Messungen, die mit einem mo-
difizierten Mikroskop durchgefiihrt wurden. Desweiteren waren bis zu die-
sem Zeitpunkt Aufnahmen der zeitlichen Dynamik in einer Zeitspanne von
weniger als einigen zehn Sekunden wegen langer Integrationszeiten der ver-
wendeten Kameras nicht méglich. Ein Durchbruch gelang Nedbal et al. im
Jahr 2000 mit einem Kamerasystem, das fiir Mefilicht, aktinisches Licht und
den Sittigungspuls unterschiedliche Lichtquellen verwendete [10] und in der
Lage war, auch die minimale Fluoreszenz F; zu messen. Dieses Instrument
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ist bei P.S. Instruments (Brno, Tschechische Republik) bereits kommerzi-
ell verfiighar. Die Firma Walz GmbH hat in der Zwischenzeit ebenfalls ein
PAM-Imaging-System auf den Markt gebracht. Die Anwendungen der Kame-
rasysteme decken einen Bereich von der kontaktlesen Qualitdtskontrolle von
Friichten [11], bis zur Messung des Einflusses von Lichtstref auf Blétter [12]
ab. Verdffentlichte Anwendungen in marinen Lebensrdumen sind derzeit rar
und werden wie z.B. von Berman-Frank et al. [13] mit speziell optimierten
Mikroskopen durchgefiihrt.
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Kapitel 8

Messung der
Chlorophyll-Fluoreszenz

In diesem Kapitel wird die bentigte Hard- und Software zur Messung der
zweidimensionalen Chlorophyll-Fluoreszenz im Detail beschrieben. Zunéchst
wird das Gesamtsystem vorgestellt und anschlieflend die entwickelte Zeit-
stenerung genauer erliutert. Den Abschlufl bildet die Beschreibung des Mef-
vorgangs mit der Software Look@PAM.

8.1 Aufbau

Das System zur Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz besteht aus einer CCD
Kamera mit einer lateralen, ortlichen Auflésung von G40x480 Pixeln und
4096 Graustufen (12 Bit), einem LED Ring und einer Zeitsteuerung fiir die
zeitliche Koordinierung von Lichtquelle und Kamera. Den Aufbau des Ka-
merasystems zeigt Abbildung 8.1

Die CCD-Kamera ist eine ,sensicam sensimod® von PCO Computer Op-
tics GmbH (Kelheim). Der CCD-Chip wird zur Rauschunterdriickung mit
einem Peltierelement auf -15°C gekiihlt. AuBerdem besitzt die Kamera einen
elektronischen Shutter, der mittels eines Triggereingangs mit einer Gatezeit
von 100ns geschaltet werden kann. Im Gegensatz zu einem mechanischem
Shutter, der den Lichteinfall auf den Chip verhindert, zweigt dieser in ge-
schlossenem Zustand die durch Lichteinfall erzeugten Ladungstriger ab, so
dafBl sie nicht zum Bildsignal beitragen. Dies macht eine schnelle Modula-
tion der Kameraaufnahme moglich. Die maximale Integrationszeit fiir eine
Aufnahme ist durch die interne Kameraelektronik auf maximal 450 ms ein-
geschrinkt.

Die verwendeten LEDs (HLMP-CB15, Agilent, Biblingen und E1L31-
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Aquarium LED

mit Probe Ring Filter CCD Kamera

| Zeitsteuerung |
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Abbildung 8.1: Schematischer Aufbau des Fluoreszenz-MeBsystems.

3B0A-02, Toyoda Gosei, Haruhi, Japan) haben ihr Emissionsmaximum bei
470nm und kénnen eine Lichtstdrke von bis zu 1800 med abgeben. Als Filter
zur Trennung von Anregungslicht und Fluoreszenz dient ein RG695 Langpafi-
Filter (Schott, Mainz). Die LEDs sind ringférmig angeordnet und fokussiert,
so daf} die Flichenausleuchtung der Probe vom Abstrahlwinkel der LEDs
abhéngt. Dieser betriigt bei beiden LED-Typen 15°, d.h. der Durchmesser
des Lichtspots betréigt ungefihr ein Viertel der Entfernung zum Objekt. Die
ersten Versuche sind mit einem Ring aus 24 LEDs durchgefiihrt worden. Ein
zweiter Ring mit 54 LEDs ist spiiter zur besseren Fokussierung, effizienteren
Kiihlung der LEDs und Maximierung der Lichtstirke entwickelt worden.

Die selbst entwickelte Zeitsteuerung besitzt einen Eingang (OE), mit dem
der Meflablauf gestartet werden kann. Das Signal hierfiir stellt die PC-Karte
der Kamera zur Verfiigung. Aus der Sicht der Software miissen die Timingda-
ten an die Zeitsteuerung iibertragen werden und ein Aufnahmezyklus der Ka-
mera gestartet werden. Ein Signal der PC-Karte, welches wahrend der Auf-
nahmezeit logisch Null ist, startet die Zeitsteuerung. An einen Ausgang (outl)
kann eine LED-Lichtquelle angeschlossen werden. Mit diesem Leistungsaus-
gang kénnen bis zu 77 LED angesteuert werden. Ein zweiter Ausgang (out2)
liefert ein TTL-Signal zur Triggerung der Kamera. In einem sweiten Modus
kann die Zeitsteuerung die Lichtquelle auch dann ansteuern, wenn keine Auf-
nahme gemacht wird. Auf diese Weise kann auch aktinisches, d.h. photoche-
misch wirksames Licht zwischen den Aufnahmen fiir die Probe erzeugt und
beispielsweise die Elektronenflufirate bei unterschiedlichen Lichtintensititen
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Abbildung 8.2: Zeitlicher Ablauf der Triggersignale fiir Lichtquelle und Ka-
mera.

gemessen werden.

Die Aufnahme wird von der Software Look@PAM gesteuert, die fiir diese
Anwendung entwickelt wurde. Mit der Software ist es méglich, die Timing-
Parameter einzustellen, Intensititsbilder aufzunehmen, in Bilder der Fluo-
reszenzanusbeute und Quantenausbeute umzurechnen und abzuspeichern.

8.2 Zeitsteuerung

Von den verwendeten Komponenten her dhnelt der Aufbau dem MOLLI-
System (MOdular Luminescence Lifetime Imaging, siche [14]), mit dem zwei-
dimensionale Sauerstoffverteilungen mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes ge-
messen werden kénnen. Es kommt derselbe Kameratyp zum Einsatz und es
konnen dieselben LEDs wur Anregung verwendet werden. Allerdings unter-
scheidet sich die Filterung der Fluoreszenz und der zeitliche Ablauf bei beiden
Systemen. Da das MOLLI-System bereits fiir mobile Laboranwendungen am
MPI zur Verfiigung steht, sollte ein Wechsel zwischen beiden Systemen mit
moglichst wenig Aufwand durchzufiihren sein.

Die Zeitsteuerung bildet das Herzstiick des Mefisystems. Sie hat die Auf-
gabe, den zeitlichen Ablauf der Lichtpulse und des Kamera-Shutters zu steu-
ern. Auflerdem sollte es méglich sein, die Lichtintensitit der LEDs softwa-
reseitig zu variieren, um Me8licht, den Sattigungspuls und aktinisches Licht
ohne manuelle Eingriffe generieren zu kénnen. Zur Erzeugung verschieden
heller Lichtpulse, ohne den Strom regeln zu miissen, bietet sich eine Pulswei-
tenmodulation an. Dabei werden zyklische Impulsfolgen mit einem bestimm-
ten Tastverhiltnis erzeugt. Je grofler das Tastverhiltnis aus Pulsweite T,
und Periodendauer T4 ist, desto grifer ist auch die mittlere Leistung und
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Tabelle 8.1: RS232-Befehle zur Steuerung der Zeitsteuerung

Zeichen | Hex-Code | Beschreibung
it 3Fh Kommunikationstest
AHXXX | 41h+XXX | Tog von outl einstellen
B'+XXX [ 42h+XXX [ Ty, von outl einstellen
'O+ XXX | 43h+XXX | T,¢ von out2 einstellen
D'+XXX | 44h+XXX | T,, von out2 einstellen
T 3Eh Signalausgabe starten
o 2Eh Signalausgabe beenden
O'+X 4Fh+X | OutputReg setzen
'S'+X 53h+X | SetupReg setzen

damit die Helligkeit der LEDs.

Das Signal, das den Shutter der Kamera steuert, verfiigt iiber eine ein-
stellbare Verzdgerung, damit starke Fluoreszenzsignale ohne manuelle Ein-
stellungen, etwa an der Blende des Objektives, aufgenommen werden kénnen.
Abbildung 8.2 zeigt den zeitlichen Ablauf des modulierten LED-Signals und
der Belichtungszeit T,,, der Kamera. Das Tastverhaltnis aus Pulsweite zu Pe-
riodendauer bestimmt die mittlere Bestrahlungsstirke der LEDs. Fiir einen
Séttigungspuls ist dieses Verhéltnis gleich Eins, d.h. die LEDs leuchten kon-
tinuierlich. Fiir Mefilicht und aktinisches Licht kann das Verhiltnis beliebig
klein gewihlt werden. Die untere Grenze des Tastverhéltnisses wird durch
die Quanteneffizienz der Kamera limitiert.

Die Schaltung besteht aus einem Kommunikationsmodul realisiert mit ei-
nem PIC-Mikrocontroller als Schnittstelle zum PC und einem Altera FPGA
als Timingmodul zur Erzeugung der Ausgangssignale fiir Lichtquelle und Ka-
mera. Der PIC-Baustein ist in C programmiert, wohingegen die Funktionen
des FPGA in einem VHDL-Design implementiert wurden. Die Kommuni-
kation zwischen Zeitsteuerung und PC wird iiber die RS232-Schnittstelle
hergestellt. Die zur Verfiigung stehenden Befehle sind ASCII-Zeichen, die in
Tabelle 8.1 zusammengestellt sind. Wenn ein Befehl von der Zeitsteuerung
als giiltig erkannt wird, antwortet sie mit einem Ausrufungszeichen (21h)
sonst mit einem Fragezeichen (3Fh). Die Antwort fiir einen erfolgreichen
Kommunikationstest ist 42’ (34h+32h). Die beiden Ausgénge outl und out2
konunen unterschiedliche pulsweitenmodulierte Signale ausgeben. Die Zeiten
fiir den eingeschalteten (T%,) und den ausgeschalteten (Tog) Zustand kénnen
fiir Ausgang outl mit den Befehlen 'A’ bzw. "B’ und fiir Ausgang out2 mit
'C’ bzw. "D’ gefolgt von drei Bytes gesetzt werden. Die drei Bytes bezeichnen
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Tabelle 8.2: Konfigurationsregister und ihre Funktion

Register | Bit | Funktion
OutputReg Software Trigger
Hardware Trigger (OE) zulassen
outC
outB
outA
out2 wartet auf outl
3..2 | Taktteiler

00: 1
01: 2
10: 4
1158
out2
outl

e | D = D 0

SetupReg

= =

die Anzahl der Pulse n, die iiber
n= fax 'Tcn/off (8])

berechnet werden kann. Die Taktfrequenz fai. der Schaltung betrigt 20 MHz,
so dafl Zeiten zwischen 50 ns und 838 ms in Schritten zu 50ns eingestellt wer-
den konnen. Die Befehle '>’ und .’ sind der Software-Trigger und starten
bzw. stoppen die Ausgabe der Signale. Das Verhalten der Zeitstenerung wird
itber zwei 5-Bit breite Konfigurationsregister eingestellt. Die Bedeutung der
einzelnen Bits ist in Tabelle 8.2 zu finden. Das Register OutputReg konfigu-
riert die Art der Triggerung und setzt asynchron die zusitzlichen Ausgéinge
outA, outB und outC, mit denen z.B. externe Halogenlampen, Pumpen usw.
an- und ausgeschaltet werden kénnen. SetupReg bestimmt, ob die Ausgabe
des Ausgangs out2 von outl getriggert wird. Diese Einstellung hat fiir die
Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz keine Bedeutung, sondern ist fiir die
Messung von Fluoreszenz-Abklingzeiten mit MOLLI nétig. Aulerdem kann
ein Taktteiler eingestellt werden, durch den die Taktfrequenz f geteilt wird.
So kann der Zeitbereich fiir die Ausgangssignale durch eine geringere zeitliche
AufiGsung auf bis zu 6.7s bei einer Schrittweite von 400 ns erweitert werden.
Diese Funktion wird verwendet, um Sittigungspulse linger als 838 ms zu
erzeugen. Die Ausginge outl und out2? kénnen auch invertiert ausgegeben
werden, um z.B. den low-aktiven Eingang des Kamerashutters ansprechen
zu kdnnen.
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Abbildung 8.3: Hauptfenster von Look@PAM mit einem Bild der maximalen
Fluoreszenzausbeute (Fi,-Bild) einer Koralle.

8.3 Bildaufnahme

Fiir die Aufnahme von Fluoreszenzbildern wird das Programm Look@PAM
verwendet. Mit dieser Software kann der Benutzer die Starke der Lichtpul-
se einstellen und einzeln sowie kontinuierlich Bilder der Fluoreszenzintensitét
bei Mefilicht (F-Bilder) aufnehmen. Zu frei wiihlbaren Zeitpunkten kann mit-
tels eines Sattigungspulses die maximale Fluoreszenzausheute (F -Bild) ge-
messen werden. In den Zeitrdumen zwischen zwei Messungen wird die Probe
bei Bedarf mit aktinischem Licht beleuchtet. Wenn jeweils ein F- und ein
F! -Bild vorliegt, kann ein Bild der Quantenausbeute (¢p-Bild) berechnet
und dargestellt werden. Um den Einflul des Umgebungslichts zu minimie-
ren, wird vor jeder Aufnahme ein Dunkelbild mit denselben Zeiteinstellun-
gen wie bei der Messung jedoch ohne Anregungslicht aufgenommen. Dieses
Dunkelbild wird vom Bild bei Lichtanregung subtrahiert. Das Hauptfenster
von Look@PAM ist in Abbildung 8.3 zu sehen. Unter der Titelleiste des
Hauptfensters ist eine Reihe von Schaltflichen zu erkennen, mit der auf al-
le Funktionen der Software zugegriffen werden kann. Darunter befindet sich
der Bereich zur Darstellung der Aufnahmen. Uber eine Reihe von Register-
kartenreitern am unteren Bildrand ist es méglich, zwischen der Anzeige von
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Abbildung 8.4: Einstellung der Zeitparameter fir MeBlicht, aktinisches Licht
und den Sattigungspuls (v.l.n.r).

F-, F} - und einem berechneten ¢,-Bild umzuschalten. Die Bilder kénnen
als Intensititsbild oder aber als Bild der Fluoreszenzausbeute F' dargestellt
werden. Die Umrechnung erfolgt pixelweise iiber die Formel

Tea

e N O
;

(8.2)
mit der gemessenen Intensitéit des Pixels I, der Belichtungszeit der Kamera
Texps der Periodendauer des Lichtsignals T.q und seiner Pulsbreite Tj,,. Der
Bruch auf der rechten Seite ist der Kehrwert des Mafles der auf die Probe
abgestrahlten Lichtenergie. Die Einheiten von I und F sind willkiirlich.

Eine Messung beginnt mit der Einstellung von Pulsweite und Perioden-
dauer der einzelnen Beleuchtungsarten. Dies geschieht im Setup-Fenster von
Look@PAM. Abbildung 8.4 zeigt das Setup-Fenster mit den Parametern fiir
MefBlicht, aktinisches Licht und den Sattigungspuls. Bei lichtschwachen Auf-
nahmen kénnen Bildpunkte horizontal und vertikal zusammengefasst werden
(Binning), um die Intensitéit zu erhéhen. Diese Funktion gilt gleichermafien
fiir MeBlicht und den Séttigungspuls, damit beide Aufnahmen dieselben Di-
mensionen haben und in ein ¢,-Bild umgerechnet werden konnen. Fiir alle
Beleuchtungsarten wird auBerdem dieselbe Pulsweite verwendet. Die unter-
schiedlichen Lichtintensititen sind dann iiber die Periodendauer einstellbar.
Alle Aufnahmen werden immer bei ganz gedsffneter Objektivblende gemacht,
um die Empfindlichkeit der Kamera voll auszunutzen.

Von besonderer Bedeutung ist die richtige Einstellung des Mefilichts, da
es keinen photochemischen Effekt auf die Probe haben darf. Um die optimale
Periodendauer zu ermitteln wird diese zunichst auf einen hohen Wert einge-
stellt, so dafl die gemessene Intensitit an der Detektionsschwelle der Kamera
liegt. In der Regel liegt dieses Tastverhélinis bei 1:200, d.h. die Pulsweite
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betriigt 5 ps, weshalb die Periodendauer in der Gréfienordnung von 1 ms lie-
gen sollte. Dieser Wert variiert jedoch von Probe zu Probe und hingt auch
vom Abstand der Kamera sowie vom verwendeten Kameraobjektiv ab. Nun
werden kontinuierlich F-Bilder aufgenommen und die Intensitit beobachtet.
Look@PAM verfiigt fiir diesen Zweck iiber die Moglichkeit, mit der Maus
eine Region auf einem Bild auszuwiihlen, dessen durchschnittliche Fluores-
zenzausbeute in einem Graphen dargestellt wird. In diesem Graphen 1aft sich
nun heobachten, ob sich bei kontinuierlicher Messung die Fluoreszenzausbeu-
te aufgrund des aktinischen Effektes erhoht. Ist dies nicht der Fall, kann eine
grofere Intensitdt, d.h. kiirzere Periodendauer fiir das MeBlicht eingestellt
werden, um ein besseres Signal/Rausch-Verhiltnis zu erzielen. Nachdem das
Meflicht eingestellt ist, wird nun die Belichtungszeit wahrend eines Satti-
gungspulses so gewihlt, daffi der CCD-Chip der Kamera gerade eben nicht
iibersteuert wird. Dieser Ablauf ist wihrend der Anwendung des Systems
soweit standardisiert worden, dafl er zukiinftig als automatischer Abgleich in
Look@PAM implementiert sein wird.

Der eigentliche Meflablauf hingt stark von der Fragestellung der Anwen-
dung ab. Fiir eine generelle Charakterisierung des Photosystems wird die Pro-
be dunkeladaptiert, d.h. fiir 20 bis 30 Minuten an die Dunkelheit ,, gew6hnt*,
um die maximale variable Fluoreszenz iiber ein Fy- und ein F,-Bild zu ermit-
teln. Anschliefiend wird aktinisches Licht von zunéchst geringer Stérke auf
die Probe gegeben und nach 10 bis 15 Minuten wieder ein F- und ein F}, -Bild
aufgenommen. Die Intensitéit des Lichts wird schrittweise bis zum Maximal-
wert erhéht und die Aufnahme wiederholt. So entsteht ein MeBdatensatz,
mit dem fiir jeden Bildpunkt die Abhingigkeit der Quanteneffizienz von der
Beleuchtungsstirke berechnet werden kann. Zum Abschlufl der Messung wird
nach Abschalten des aktinischen Lichts in Zeitabstdnden von ca. 10 bis 60s
ein F- und ein F! -Bild aufgenommen, bis die Probe wieder dunkeladaptiert
ist. Diese sogenannte ,rapid light curve® kann wahlweise auch schon wéhrend
der Steigerung der Lichtintensitit aufgenommen werden. Somit eignet sich
das Kamerasystem nicht nur zur statischen Charakterisierung des Photosy-
stems, sondern auch zur Messung von zeitlichen Abldufen der Photochemie.

8.4 Anwendung

Das Kamerasystem ist in der Forschungsstation der University of Queens-
land (Brisbane, Australien) auf Heron Island (Capricorn Inseln, Great Bar-
rier Reef) eingesetzt worden. Hier sind Korallenproben untersucht worden,
um die ortliche Verteilung der Chlorophyll-Fluoreszenz zu charakterisieren.
Von einer Koralle der Art Porites cylindrica ist zum einen die Chlorophyll-
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B S
Aquarium mit Salzwasservorrat

Abbildung 8.5: Aufbau zur Fluoreszenzmessung in einer FluBkammer.

Fluoreszenz von aufien und zum anderen an einem Schnitt im Innern der
Koralle gemessen worden. Die Koralle bildet eine fingerartige Skelettstruktur
und beherbergt neben zahlreichen Palypen mit ihren kleinen Fangarmen auch
verschiedene phototrophe Algenarten, sogenannte endolithische (,im Stein®
bzw. im Kalkskelett lebende) Algen, deren Eindringtiefe in die Koralle und
photosynthetische Aktivitdt von Interesse ist. Bisher ist mit Fluorometern
lediglich ein Durchschnittswert iiber die Fliche der Probenspitze gemessen
worden. Heterogene Fluoreszenzverteilungen konnten aus diesem Grund bis-
lang nicht untersucht werden. Da jedoch vermutet wird, daf das Photosystem
der Polypen einer Koralle, die einer stirkeren Sonneneinstrahlung ausgesetzt
sind als etwa endolithische Algen. einen anderen Quantenwirkungsgrad ha-
ben, bietet sich das bildgebende Verfahren an. Es bietet allerdings nicht nur
den Vorteil, die 6rtliche Variabilitit zu messen, sondern kann auch die zeit-
liche Dynamik erfassen.

Fiir die Messungen ist ein Stiick der Spitze einer Koralle in einer Flulkam-
mer fixiert worden. Eine Seitenwand der Flulkammer ist aus durchsichtigem
Polycarbonat, so daf Aufnahmen von der Seite der Probe gemacht werden
konnen. Der LED-Ring und der Filter befinden sich direkt vor dem Objek-
tiv der Kamera in einem Abstand von etwa 6 cm zur Probe. Ein Photo des
Versuchsaufbaus ist in Abbildung 8.5 zu sehen. Zuniichst wurde die Probe
abgedunkelt fiir 20 Minuten ruhen gelassen. Anschlieflend wurde eine Auf-
nahme der dunkeladaptierten Koralle aufgenommen (Fj- und F,,-Bild). Nun
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Abbildung 8.6: Zweidimensionale Verteilung der Quantenausbeute ¢, bei vier
verschiedenen Lichtstirken und Intensititsbild der Fluoreszenz (oben rechts).
Die Aufnahmen unten rechts zeigen eine AusschnittsvergréBerung der Koral-
lenpolypen.

wurden nacheinander drei verschiedene Lichtstérken als aktinisches Licht auf
die Koralle gestrahlt und nach jeweils zehn Minuten wieder eine Aufnahme
gemacht (F- und F -Bilder). Danach sind diese Aufnahmen in Bilder der
Quantenausbeute umgerechnet worden (¢,-Bilder). Abbildung 8.6 zeigt die
Quantenausbeute der dunkeladaptierten Koralle (oben links) und bei den
drei verwendeten Lichtstirken. Man erkennt deutlich, daffi die Quantenaus-
beute bei steigender aktinischer Lichtintensitdt sinkt. Die dunkeladaptier-
te Koralle zeigt ein durchschnittliches ¢, von 0.358. Dieser Wert sinkt bei
knapp 400 .&':;!:_“m auf durchschnittlich 0.314 ab. Die Quantenausbeute
zeigt jedoch eine stark heterogene Verteilung, worauf die Verdoppelung der
Standardabweichung der Quantenausbeute von 0.028 bei der dunkeladaptier-
ten Messung auf 0.057 bei grofiter Lichtintensitit hinweist und aus den ¢,-
Bildern deutlich hervorgeht. Insbesondere auf der auf den Aufnahmen rechts
gelegenen Seite zeigt die Quanteneffizienz einen besonders starken Riickgang,
was darauf zuriickzufiihren sein kann, dafl diese Seite der Koralle vor der
Probennahme z.B. durch den Sonnenstand an niedrigere Lichtintensititen
adaptiert war als die restliche Probe. Auflerdem ist an den Ausschnittver-
groflerungen in Abbildung 8.6 (unten rechts) zu erkennen, dafl die Quanten-
ausbeute in den Polypen grifler als im umgebenen Skelett ist. Die Umrisse
der Polypen mit den Fangarmen zeichnen sich sowohl im Intensitéitsbild als
auch im ¢,-Bild ab. Die gezeigte Ausschnittsvergroflerung hat einen recht
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Abbildung 8.7: a) Photo eines Schnitts durch eine Koralle, b) Fluoreszenzin-
tensitatsbild und c) Bild der Fluoreszenzausbeute bei 300 %‘% aktini-
schem Licht. Weitere Erl3uterungen siehe Text.

groflen Rauschanteil, der hauptsichlich durch die Aufnahme bei MeSlicht
begriindet ist. Die Empfindlichkeit der Kamera reicht aus, um ein Mefsignal
in der selben GréBienordnung wie das Raunschen zu erzielen. Die Intensitiit des
MebBlichts konnte bei den Versuchen nicht weiter erhéht werden, weil dann
schon ein photochemischer Effekt sichtbar wurde. Eine lingere Integrations-
zeit der Kamera als die moglichen 450 ms wiirde die Qualitit der Aufnahmen
erheblich steigern. Als ein weiterer einschrinkender Faktor ist die maximale
Intensitéit des mit 24 LEDs bestiickten Lichtrings zu erwéihnen. Bei verein-
zelten Aufnahmen lag die Vermutung nahe, dafi der erzeugte Sittigungspuls
nicht stark genug war, um alle Reaktionszentren des Photosystems mit La-
dungstriigern zu fluten. Da die LEDs von Hand auf einen Lichtspot von etwa
3cm Durchmesser in 6 em Entfernung fokussiert werden konnten, kann mit
einem priizise fokussierten Lichtring der Durchmesser des Spots aufgrund
des Abstrahlwinkels der LEDs theoretisch halbiert und somit die Bestrah-
lungsstirke vervierfacht werden.

In einem zweiten Versuch soll die Quanteneffizienz der endolithischen Al-
gen im Korallenskelett gemessen werden. Hierfiir wurde die Fluoreszenz an
einem Schnitt durch die Koralle gemessen. Abbildung 8.7 zeigt das ’hoto der
Probe im Querschnitt, ein Intensitétsbild der Chlorophyll-Fluoreszenz und
ein Bild der Quanteneffizienz. Die in der Koralle befindlichen Algen sind als
verschiedenfarbige Streifen erkennbar. Ein briunlicher, etwa drei Millimeter
breiter Streifen an der AuBenseite beherbergt die Polypen. Darunter befindet
sich ein knapp ein Millimeter breiter griinlicher Streifen aus Algen. Auch bei
dieser Messung erfolgte zunichst eine Messung der dunkeladaptierten Ko-
ralle gefolgt von Aufnahmen bei acht verschiedenen Lichtintensitéiten. Das
Bild der Quantenausbeute bei einer Lichistirke von 300‘%&“:""& zeigt
drei Streifen mit von auflen nach innen abnehmenden ¢,-Werten. Der in
Abbildung 8.7a duflere braune Streifen bildet im ¢,-Bild 8.7¢ ein Gebiet
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Abbildung 8.8: Quanteneffizienz ¢, und Elektronentransportrate ETR in
Abhingigkeit der Beleuchtungsstiarke von drei unterschiedlichen Stellen an ei-
nem Schnitt durch eine Koralle.

verhéltnisméafig homogener Verteilung, der bei der gewihlten Skalierung in
griin dargestellt ist. Darunter befindet sich ein schmaler blauer Streifen, der
die Quantenausbeute der Algen reprisentiert. Im Intensitétsbild der Fluo-
reszeny sind die Algen als heller Streifen erkenubar. Die hellen Stellen an der
Auflenseite der Koralle sind die Polypen.

Zur Visualisierung der Auswertung sind drei Regionen in Abbildung 8.7
eingezeichnet, deren durchschnittliche Quantenausbeute und die Elektronen-
flufirate bestimmt und in den Graphen von Abbildung 8.8 dargestellt wor-
den sind. Eine Region ist um einen Polypen im #duflleren braunen Streifen
gelegt, die zweite um ein stark fluoreszierendes Gebiet der endolithischen
Algen und das dritte im weniger stark fluoreszierenden Innern der Koral-
le. Es ist deutlich zu erkennen, daff die Quantenausbeute der endolithischen
Algen im Innern der Koralle eine wesentlich gréfere Dynamik in Abhéngig-
keit von der Lichtintensitit zeigt als die der Polypen. Schon bei geringer
Bestrahlungsstarke fallt ¢, stark ab. Ein Grund hierfiir ist, daf} die Algen
normalerweise einer wesentlich geringeren Lichteinstrahlung ausgesetzt sind
und sich ihr Photosystem auf diese Bedingungen eingestellt hat. Dies ist
auch an der Elektronenflufirate erk ennbar, die in etwa halb so grof ist wie
in den Polypen, und damit verdeutlicht, dafl das Photosystem der Algen
die Flut von erzeugten Ladungstrigern nicht bewiltigen kann, also der PC-
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8.4 Anwendung

Pool im Verhiltnis zu dem der Polypen kleiner ist. Im Innern der Koralle
ist die stirkste Reduktion der Quanteneffizienz zu beobachten. Die gewihlte
Region zeigt dunkeladaptiert denselben ¢,-Wert wie die duBeren Schichten,
aber er filllt schon bei der kleinsten Lichtstufe stark ab. Die hier gewihl-
te zweidimensionale Darstellung der Chlorophyll-Fluoreszenz kann nur einen
Eindruck vom Informationsgehalt der gemessenen Daten vermitteln. Besser
geeignet zur Darstellung der Bildserien ist eine Filmsequenz, mit der beson-
ders dynamische Bereiche identifiziert werden konnen. Ein Beispiel hierfiir
ist auf der Internetseite der Mikrosensorgruppe im Max-Planck-Insitut fiir
marine Mikrobiologie (http://www.mpi-bremen.de/~bgrunwal) zu finden.
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Kapitel 9
Zusammenfassung

Die Entwicklung von Kamerasystemen fiir die Messung von Chlorophyll-
Fluoreszenz hat sich seit der Verfiigharkeit entsprechend empfindlicher CCD-
Kameras rapide entwickelt. Jedoch weist der Aufbau existierende Systeme
eine unzureichende Flexibiltdt zur Untersuchung verschiedener Lebensrdume
in der marinen Mikrobiologie auf und flexiblere Kamerasysteme sind nicht
empfindlich genug, um die dunkeladaptierte, minimale Fluoreszenzausbeute
direkt messen zu konnen. In dieser Arbeit ist es gelungen, ein Kamerasystem
7u entwickeln, das entsprechend flexibel im Aufbau ist und auch die nétige
Empfindlichkeit besitzt.

Das hier vorgestellte Kamerasystem ist in der Lage, die Fluoreszenzaus-
beute des Chlorophylls von phototrophen, marinen Organismen ortlich und
zeitlich aufgelést aufzunehmen und in zweidimensionale Darstellungen von
wesentlichen physiologischen Parametern, wie z.B. der Quantenausbeute und
Elektronenflufirate des Photosystems umzurechnen. Das System beruht auf
der Anregung von Chlorophyll-Fluoreszenz mit blauen LEDs und der Auf-
nahme des emittierten Lichts mit einer CCD-Kamera. Die Trennung von
Anregungslicht und Fluoreszenz geschieht iiber einen optischen Langpaffil-
ter. Man kann iiber eine Pulsweitenmodulation das photochemisch inaktive
Meflicht, die Sattigungspulse und das aktinische Licht mit derselben Licht-
quelle erzeugen, womit keine zusitzliche Lichtquelle zur Messung verwendet
werden mufl.

Die Ortsauflésung des Systems ist einzig durch die verwendete Optik li-
mitiert. In den Anwendungen ist eine Makrolinse verwendet worden, mit der
eine Ortsauflésung von etwa 20 gm pro Pixel moglich war. Es ist allerdings
auch maglich, mit Hilfe der Optik eines Mikroskops ortliche Auflésungen im
Mikrometerbereich zu erzielen. Je nach Ausfiihrung des Mikroskops kann
dabei sogar das Anregungslicht iiber den Lichtpfad des Mikroskops auf die
Probe fokussiert werden. Dies macht eine Charakterisierung der Photosyn-
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Abbildung 9.1: Optimierte Lichtquelle zur Anregung der Fluoreszenz von
Chlorophyll mit Hilfe von 54 fokussierten blauen LEDs.

these auf der Ebene einzelner Zellen méglich.

Mit diesem System ist es gelungen, Chlorophyll-Fluoreszenz von Korallen
und den in ihnen lebenden Algen bei unterschiedlichen Lichtstirken aufzu-
nehmen und physiologische Daten iiber das Photosystem der Organismen zu
gewinnen. Es konnen alle bisher bekannten Fluoreszenzparameter aufgenom-
men werden und kontinuierlich dargestellt werden. Im Vergleich zu vielen
anderen Systemen ist es vor allem méglich, die Fluoreszenzausbeute Fy dun-
keladaptierter Organismen zu messen. Da dieses Fluoreszenzsignal sehr klein
ist, miissen diese Aufnahmen fiir einige Anwendungen an der Detektionsgren-
ze des verwendeten CCD-Chips aufgenommen werden.

Mit den Messungen an einer Koralle von auflen und an einem Schnitt
konnte das erste Mal die bereits vermutete heterogene Verteilung der Quan-
tenausbeute des Photosystems zweidimensional visualisiert werden. Die Pho-
tosynthese betreibenden Polypen der Koralle zeigten héhere Werte als ihre
Umgebung. Am Korallenschnitt konnte die Dynamik der Quantenausheute
endolithischer Algen bei verschiedenen Lichtstirken visualisiert werden.

Die in den gezeigten Messungen eingesetzte Lichtquelle wird kiinftig durch
einen lichtstirkeren LED-Ring ersetzt, der aus einem Aluminiumring zur
Kiihlung der LEDs besteht wie er in Abbildung 9.1 gezeigt ist. Der Ring
kann 54 LEDs aufnehmen, die durch die Bohrungen in einem Abstand von
45 mm fokussiert werden. Hiermit kann etwa eine doppelt so groie Bestrah-
lungsleistung erzeugt werden wie zuvor. Diese Lichtquelle macht die Messung
iiber einen grofleren dynamischen Bereich der Fluoreszenzausbeute moglich.
Eine weitere Verbesserung wird im Bereich der bildverarbeitenden Software
geschehen, deren Potential trotz der guten Bedienbarkeit noch nicht aus-
geschopft ist. Beispielsweise ist eine Online-Darstellung der Quanteneffizienz
und der Elektronenfluirate genauso geplant wie automatisierte MeBabliufe.
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Zusammenfassung

In der marinen Mikrobiologie werden MeBsysteme mit hoher &rtlicher Auf-
l6sung unter anderem bei der Untersuchung von Stoffkreisliufen in mikro-
biellen Lebensgemeinschaften eingesetzt. Die in dieser Arbeit vorgestellten
Sensoren fiir Brechungsindex und Chlorophyll-Fluoreszenz sind besonders
fiir phototrophe, d.h. photosynthetisch aktive, Organismen geeignet, um ei-
nerseits die optischen Eigenschaften ihrer Umgebung zu charakterisieren und
andererseits zweidimensionale Verteilungen der photosynthetischen Aktivitit
ZU Messen.

Der auf dem Prinzip der Oberflichenplasmonenresonanz basierende fa-
seroptische Brechungsindexsensor ist in der Lage, den Brechungsindex mit
einer Empfindlichkeit von 107* RIU bei einer Ortsauflésung von weniger als
1mm zu messen. Er konnte erfolgreich bei der Messung von Profilen im
dufleren Gewebe einer Ascidie eingesetzt werden und zeigte ein Maximum
in unmittelbarer Umgebung von Algen, die in diesem Gewebe eingebettet
sind. Dadurch ist das zuvor in anderen Arbeiten gemessene Maximum der
Lichtintensitiit erkldrbar. Auferdem ist ein System zur zweidimensionalen
Darstellung des Brechungsindexes vorgestellt worden, mit dem eine Orts-
auflésung an der theoretischen Grenze von 5pm moglich ist bei potentiell
besserer Brechungsindexauflésung. Beide Sensoren eignen sich hervorragend
zur Analyse der physikalischen Eigenschaften in der Umgebung von photo-
trophen Organismen.

In einem zweiten Ansatz ist ein Kamerasystem zur Messung der Chloro-
phyll-Fluoreszenz entwickelt worden. Hiermit ist es moglich, die Fluores-
zenzausbeute von Mikroorganismen bei unterschiedlichen Lichtintensitaten
zu bestimmen. Mit den Ergebnissen kénnen Aussagen iiber die Effektivitit
der betriebenen Photosysnthese getroffen werden. Im Gegensatz zu einigen
existierenden bildgebenden Chlorophyll-Fluoreszenz-MeBsystemen kann mit
der hier vorgestellten Lésung auch die minimale Fluoreszenzausbeute F be-
stimmt werden. Dadurch ist es maglich, detaillierte physiologische Informa-
tionen iiber das untersuchte Photosystem bei Dunkelanpassung zu messen
und somit die maximal mégliche Photosyntheserate zu bestimmen. Die Orts-
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auflésung hingt maBgeblich von der verwendeten Kameraoptik ab und kann
mit Hilfe eines Mikroskops bis zu 1 um pro Pixel betragen. In den vorge-
stellten Anwendung der Fluoreszenzmessung bei Korallen wurde eine Orts-
auflésung von ungefihr 20 pm erzielt. Das System wurde bei der Bestimmung
der Quanteneffizienz von Korallen und in ihr lebenden Algen angewendet. Es
konnte ein grofler Unterschied in der Dynamik der Effizienz zwischen Koral-
lenpolypen und den Algen ermittelt werden. Die an hohe Lichtintensititen
gewohnten Polypen zeigen einen leichten Riickgang der Effizienz mit steigen-
der Lichtintensitit, wohingegen die Effizienz der Algen, die im Innern der
Koralle normalerweise nur geringer Lichtmengen ausgesetzt sind, schon bei
der kleinsten gewihlten Lichtintensitdt zuriickgeht.

Beide vorgestellten Systeme haben gezeigt, dafl die Entwicklung von op-
tischen MeBgeriiten zu neuen Anwendungsfeldern in der marinen Mikrobio-
logie gefiihrt haben. Aufgrund des interdisziplindren Ansatzes der Arbeit
hat sowohl die technische Entwicklung als auch deren Anwendung in realen
Meflaufgaben voneinander profitiert. In der Arbeitsgruppe Mikrosensoren des
Max-Planck-Instituts fiir marine Mikrobiologie werden die entwickelten Sy-
steme eingesetzt und weiter optimiert.
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