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Kurzfassung

Die Charakterisierung der Lebensbedinglmgen phototropher Mikroorganis
men in cler marinen Mihobiologie erfordert ~Ieasysteme, die in der Lage sind,
Gradienten chemischer Stoffe unci die ZelJaktiviUit in der Gro6enordnung ei
niger ~i.krometer 7.U messeu. Fill diese Anwendung sind zwei uuterschiedliche
Dptoe1ektronische Sensorsysteme entwickelt worden, die den Brecllungsindex
in der Umgebung von Mikroorganismen miHels Oberflachenplasmonenreso
lIallZ (eng!.: surface plasmon resonance, kurz: SPR) b~w. cleren photosynthe
tische Aktivitat tiber Chlorophyll-Fluorcs7.enzmessungell bestimmen konnen.

Die Messung des Brechungsiudcx geschieht durch Anregung von Ober
f1achenpJa<;maschwingungen auf einem a.llgespitzten, goldbeschichteten Glas
faserende mit \VeiBlicbt. Das reflektierte Licht wird tiber eineD Faserkoppler
mit einem Spektrometer gemessen. Das ReOe..xionsspektrum weist ein charak
teristisches Minimwn auf, das sich mit steigendem Brechungsindex zu groBe
rell WellenHingen hin verschiebt. Die Kalibrierwlg erfolgt entweder tiber die
Bestimmung der \Ve11enHinge minimaler Refl.ektiviUit oder iiber nichtlineare
Regression der Hauptkomponentell (engl.: non-linear principal component re
gression, I...un:: i\PCR). Zur Ma.ximierung der Ortsauflosung beschrallkt eine
Maskierung auf dem Faserende die Anregung VOI1 SPR auf eine Lange einiger
100 J..tm. Der Sensor ist in der Lage den Brechwlbrsindex mit einer AuH6sung
von 10-'1 RJe bei einer Ortsauflosung von weniger als 1 mm zu messeu. Des
weiteren wird ein Konzept cines kameragesttitzten SPR-Systems prasentiert,
mit dem die theoeetische Grenze dec Ortsauftosung von 5 Jim bei potentiell
besserer Brechungsindexau06sung ef'lielt werden kann.

Die photosynthetische AktiviUit von Mikroorganismen wied mit Hilfe ei
nes Kamerasyslems zur ~1essung dec Chlorophyll-Fluoeeszenzausbeute be
stimmt. Die Fluoreszenzausbeute von CWorophyll hangt von der phot05yn
thetischen Aktivitat des Organismus ab und gibt Aufsch..lufi tiber z.B. die
Quantenausbeute des Photosystems und seine Elektronenflufirate. Die :Mes
sWIg beruht auf dec ..\..nreguug von Fluoreszenz mit dem Licht blauer LEDs
UJld der Detektioll des emitLierten Lichts durch einen optisehen Langpa6filter
mit einer moduJierten CCD-Kameea. Die zeitliche Steuerung zur Synchroni
sierung von Lichtquelle und Kamera erfolgt durch eine Zeiteinheit. Da<; vorge
stellte System ist in der Lage selbst bei einem dunkeladptiertell Organismus
das lichtscbwache Signal der minimalen Fluoreszenzausbeute Fo bei einer
Ortsaufliiswlg von 20 J.Llll pro Pixel zu messen. Au6erdem ist es durch seinen
moduJaren Aufbau moglich, das System an die gewiillschte Ortsaufl6sung bis
hiuunter auf Zellebene anzupassen.

Beide :\1eBsysteme sind mit Eefolg bei der Charakterisierung von symbio
tiscllen Koloniell mariner Mikroorganismen angewendet worden und konnten
bisher nieht durchIiihrbare ~1e6aufgaben losen.
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Abstract

In marine microbioJogJ 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 sellsor systems for refractive index and
chlorophyU fluorescence have been 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
increa':ies. For calibration either the wavelength of minimum reflection or as
with Ilon·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 inde:x with a resolution of 10-4 RIU at a spatial resolution below
1mm. Furthermore a concept for a camera-based SPR system is presented
that is capable to achieve the theoretical spatial resolution limit of 5 JLTU at
a potentially betler 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 photos.ystem
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 CeO-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 Fo at a spatial resolution of 20 lun. 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 symbiotic mi·
crobial marine colonies and delivered results that could not been measured
before.
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Kapitel 1

Einleitung

Ein Schwerpunkt in de! marinen Mikrobiologie ist die Erforschung von Stoff
kreislaufen mikrobieller Lebensgemeinschaften in einer aquatischen Umge
bung. Die Kolonjen von .Mikroorganismen bilden oft Syrnbiosen, in denen
die Reaktiousprodukte einzelner Artengruppen den Lebensraum fUr ande
re scbaffen. Da die einzelnen Arten in einer solchen Symbiose nicht unter
einander um ihre primaTe Eup.rgiequelle konkurriereu, entstehen komplexe
KreisHiufe der jeweiligen Stoffwechselprodukte. Viele def ~1ikroorganismen

sind phototroph, d.h. ilue primare Energiequelle ist das Sonnenlicht, mit
dcssen Hilfe sic PhotosYllthese betreiben kOJlIlen. Kolonien von phototrophen
Orgal1ismen konnen cine Produktivitat erreichen, die mit der cines Rcgcllwal
des vergleichbar ist, der allgemein als produktivstes Okosystem bezeichnet
wird PI.

Ein typischer Lebensraum solcher Kolonien sind unter anderem )'1ikr~

benmatten, aber beispielsweise auch Korallen und andere Lebewesen, die
symbiotische Kolollien bilden. Diese ~'lalten sind Produkte der in ihr leben-

·'nr-----,

•o soo 1000
........ (pM)

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

Abbildung 1.2: Koralle der Art Ca.laxea jasciculans, an der mit einer Kalzj
umelektrode die Rate der Kalziumfixierung gemessen wird.

den Organismen und bilden zusammenhangende, geschichtete, mit organi
scher :\1aterie angereicherte Systeme auf GewasserbOden. Eine Probe einer
solchen :\'Iat.te zeigt Abbildung 1.1. Keben der :\1atle sind zwei mit einem
Sallerstoffmikr05ensor gemessene Profile hei Dunkelheit und bei Beleuchtung
abgebildet. In nUT drei Millimetern Tide k.'111.11 selbsl bei Beleuchtullg, bei
der llaturgemaB die ProduktiviUit von phototrophen Mikroorganismell graB
ist, kein Saucl'stoff mebr gemessell werden. Diesel' wil'd von Organismen ver
braueht, derel1 Stoffwechsel auf Sauerstoffatmung angewiesen ist. Oas Photo
del' Matte zeigt deutlich eine vertikale Schichtung. Jede diesel' Schiehten be
herbergt eine Mikrobenart, die an bestimmte Umweltbedingungell angepa13t
ist. Die Dicke del' einzelnen Schichten betragt nur weoige 100 lun. Damit sind
Mikrobenmatten das kleinste Okosystern der Erde. In del' Regel bilden Kie
selalgen die oberste Schicht einer selchen Matte gefolgt von Cyanobakterien,
farblosen und roten Schwefelbakterien sowie sulfatreduzierenden Bakterien.
Da die unterschicdlichen Arlen sich auch an unterschiedliche Lebensbedin
gungen angepa13t haben, findet man in den Schichten starke KOllzentrations
unterschiede verschiedener Stoffe, wie z.B. Sauerstoff odeI' Schwefelwasser
stoff. Cyanobakterien benotigen Licht und Sauerstoff, wohingegen farblose
Sehwefelbakterien Sauerstoff und Sehwefelwasserstoff obne Licht zur Ener
giegewinnung verwenden. Rote Schwefelbakteriell wiederum brauchen keinen
Sauerstoff sondern Licht und Schwefelwasserstoff. Als ma6geblicher Mecha
nismus fUr den Stofftransport innerhaJb del' Matte herrscht die Diffusion vor,
die im Vergleich zum aktiven Tra.nsport durch \Vasserstromung (Advektion)
oder grabende Lebewesen (Bioturbation) €.xtrem langsam \·erlauft. Dadurch
treten auf wenigen ~'lillimetern Tiefe starke Konzentrationsunterschiede von
chemischen Parametem wie z.B. Sauerstoff auf. 'Cm 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 IJ-m.

der ~1ikroorganismen in diesen heterogenen Lebensraumen charakterisieren
zu kannen, mussen Sensoren eine Ortsauflasung baben, die kleiner ist als der
zu messende Gradient. Ein allgemein \'erstandlicher Einblick in den Aufuau
und die gegenseitige Abhangigkeit der Mikroorganismen in Mikrobenmatten
ist auch bei Karsten und KiihJ zu finden [2j. Einen Cberblick fiber das Zu
samrnenspiel von Mikroorganismen beim Anlbau von I\:oraJlenriffen bieten
Scholz und Krumbein [31.

Die Lebensbedingungen, denen Mikroorganismen ausgesetzt sind, kann
ten, was verfiigbares Licht, Temperatur, Salzgehalt, pH-Wert und chemi
sche Zusammensetzung anbela.llgt, kaum extremer sein. Sie reichen von der
KaIte der Polargebiete tiber tropische Hitze, hypersaline, saUfe oder alka
lische Gewasser hin zu hei6en SchwefelqueJlen. Diese Lebensraume haben
den Vorteil, daB die Organismen wenig Konkurrenz fiirchten mUssen. Zur
Charakterisierung dieser Lebensraume und ihren Einflu6 auf die in fum Ie
bendell Organismen werden :\1ikrosensoren fUr zahlreiche physiologisch wich
tige Stoffe, wie z.E. Sauerstoff, Schwefelwasserstoff, Kohlendioxid, Karbonat,
KaJzium, Nitrat und \1ethan, aber auch fUr andere Parameter wie Tempe
ratm, pH-\Vert, raum.liche Photonenflu.6rate und spektraJe Zusammenset
zung des verfHgbaren Lichts, eingesetzt. Es kommen dabei klassische Clark
Mikroelektroden sowie faseroptische Sensoren und LIX-Elektroden (liquid ion
exchange) zorn Einsatz.. Es werden auch Kamerasysteme angewendet, mit de
nen zweidimensionale Verteilungen von beispielsweise Sauerstoff mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gemessen werden kannen [4]. Einen Uberblick der exi
stierenden ~llefisysteme und die VieUalt der me6baren Parameter ist in Holst
er al. [51 und l<iiWet al. [6J zu finden. Die ortliebe Auftiisung dieser Sensoren
liegt in der GroBenordnung von 1 bis 100 J.Llll. Ein faseroptischer Sensor fiir die
Photonenflu6rate ist in Abbildung 1.3 gezeigt. Dieser Sensor ist bei Profilmes-
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Einleitung

sungen in cler \lahe phototropher Organismen mit dem Ergebnis eingesetzt
wordell, daB die Lichtintensitat und das Spektrum in einer Mikrobenmat
te ortlieh 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 ~1a.ngel an
energiereichem, blauem Licht nicht iiberJeben konnen. Mit den gemessenen
Daten ist es allerdings ohne die Kenntnis des lokalen Brechungsinde.xes nicht
moglich, ein Modell zu entwerfen, das die Ursache cler Lichtverteilung er
kJart und mit dessen Hilfe die Ausbreitung eines LichtstrahJs in der Probe
berechllet werden kann. Dies ist die Motivation, zwei Mikrosensorsysteme zu
entwickeln, die entweder als Fasersensor flir Punktmessungen des Brechungs
indexes eingesetzt \\'erden konnen oder als Kamerasyslem zweidimensionale
Brechungsindex\'erteilungen visualisieren.

Neben cler Charakterisierung clef limgebung ist natiirlich auch die Pro
duktiviUit der Mikroorganismen selbst von groBtem Interesse. Einen Ein
blick in die Verarbeitung von Licht dUTCh chlorophyllhaltige Organismen
bieten Fluoreszenzmessungen. In den ZeBen wird durch Licht eine photo
chemische Reaktionskette ausgel6st, die auch Fluoreszenzeigenschaften des
Chlorophylls beeinflufit. Chlorophyll ist ein lichtverwertendes ~'Iolektil 7.ur
Erzeugung freier Elektrollen und fUllktioniert nach einem ahnlichen Prinzip
wie eine Solarzelle. Die freien Elektronen werden im Photos)'stem jedoch fiiI
die Produktion von organischen Kohlenstoffverbindungell, wie z.E. Zucker,
benotigt und versorgen so den Organ.ismus mit Energie. Ober eine spezielle
Abfolge \'on Lichtpulsen mit untersch.iedlich starkem Anregungslicht, liefern
Fluoreszenzaufllahmen Iofonnationen iiber die Leistllngsfahigkeit des Pho
tosystems. \Vie bereits erwahot sind marioe ~Iikroorgallismen extrem pro
duktiv, weshalb eine Identifizierung der Zentren dieser Produktivitat von
entscheideoder Bedeutung flir das VersUindnis dieser Okosysteme ist, Bis
lang k6nlluen PunktmesslIlIgen mit komrnerziell verfiigbaren Chlorophyll
Fluoreszeut:mellsystemen durchgeftihrt werden. ZweidimensionaJe Verteilun
gen einiger Parameter konnell bereits mit J{amerasystemen aufgenommen
werden. Jedoch sind einige existierende Systeme nicht empfindlich genug,
sehr schwache Fluoreszenz messell zu konnen und sind wenig 8exibel ill Anf
bau. 1m Rahmen dieser Arbeit wird deshalb ein Kamerasystem vorgestellt,
das mit Hilfe von Standardoptiken (Objektive, Mikroskope) und einer hahen
Empfindlic.hkeit den Anforderungen zur ivlessung an phototrophen, marinen
Mikroorganismen gerecht wird.

Der erste Teil d.ieser Arbeit befa8t sich mit der Breclnmgsindexmessung
nach dem Prinzip der Oberflachenplasmonenresonanz. Dieses ~Iel.lprinzip be
rultt auf der Anregung von LadUllgstragerwellen auf einer dunnen Metall-
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oberflache durch Licht. Das an einer solchen Oberfiache re8ektierte Licht
weist in Abhangigkeit des Einstrahlwinkels und del' \VellenHinge ein charak
teristisches :\1inimum auf, das sich mit steigendem Brechungsindex zu groBe
ren Vv'inkeln bzw. vVellenliingen \'erschiebt. Zunachst wird in Kapitel 2 dec
lheoretische rllterbau des MeBprinzips beschrieben, gefolgt von einer Ober
sieht existierender Sysleme in Kapitel 3. Die Simulation, Herstellung und
Anweudung des faseroptischen Sensors wird in Kapitel 4 ausfiirlich beschrie
ben. Das Konzept eines bildgebenden Brechungsilldexsystems in I<apitel .=>

und eine ZusammenIassung bilden den Abschlu6 des ersten Teils. In Teil
n wird ein Kamerasystem zur MessWlg del' ChlorophylJ-FJuoreszenz vorge
stellt. Hiermit ist €'s moglich, Inforrnationen fiber die AJ..-tivitat, Effektivitat
und Geschwindigkeit des energielieferuden Photosystems eines .Mikroorganis
mus zu messeD. Durch blaues Licht wird Fluoreszenz im wichtigsten :\101ekill
del' Photosynthese angeregt und von einer Kamel'a aufgenommen. Die Fluo
reszenzausbeute, also das Verhaltnis zwischen emittierter und absol'bierter
Lichtenel'gie, untel' verschiedenen Lichtbedingungen gibt Aufschlufi tiber den
momentanen Zustand des Photosysterns. Die Bedeutung del' Chlorophyll
Fluoreszenz in del' Biologie und das ::\1efiverfahren wird in Kapilel 7 erlauterL
Del' AUn)au des Systems und Messllngen an KoraJlen bilden das Kapitel 8
gefolgt von einer Zlisammenfassung, die den Abschlufi diesel' Arbeit bildet.
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Teil I

BrechungsindexmeBsysteme auf
Grundlage von OberfUichen

Plasmonenresonanz
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Kapitel2

OberfHichenplasmonen
Resonanz
(SPR)

Plasmonen sind Ladungstragerwellen, die sicb in ~,..Ietallen ausbreiten kon
nell. Man kann zwischen Volumen- und Oberflacheneffekten unterscheiden.
Volumeneffekte von Plasmonen sind inerte Prozesse, die lediglich durch die
Eigenschaften des Materials, in denen sie angeregt wurden, bestimmt sind.
1m Gegensatz dam treten die OberfHicheneffekte in \VechselwirklUlg mit clem
sie umgebenden :\1edium, so daB sich diese als Signalwandler flir Sensoren
verwenden lassen. Fur den Fall, daB der \Vellenvektor def OberfHichenplas
mOllen (eng!.: surface plasmolls; kUf:t,: SP) mit clem des einfallelldell Lichtes
tibereinstimmt, spricht man von OberHachen-Plasmonenresonanz bzw. sur
face plasmon resonance (kurz: SPR).

2.1 Reflexion an dunnen Schichten

In diesem Abschnitt soli ein Berechnullgsverfahren hergeleitet werden, <las
es erlaubt, die Refiexion eines Lichtstrahls von beliebigen Diinnschichtsy
stemen in Abhangigkeit von WelienHillge und Einstrahlwinkcl zu bcrechnen.
Von dtinnen Schicbten ist immer daun die Rede, wenn die Dicke der Schicht
weniger als einige \VellenHingen betragt. 1m vorliegenden Fall betragen die
Schichtdicken maximal ein Viertel des betrachteten \Vellen.langenbereichs.
Zunachst wird Vall der Lichtausbreitung in einem homogenen :\1edium aus
gegangen und eine Lasung deT Maxwell'schen Gleichungen berechnet. An
scWieBend wird das System nach wId nach um Grenzschichten zu einem
Medium anderell Brecbungsindexes erweitert. Die Herleitung orientiert sidl
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2.1 Reflexion an diinnen Schichten

an einer exislierenden Herleitung {IJ und beinhaltet Modifikationen, die von
praktiscber Bedeutung fiir einen Simulationsalgorithmus fUr die Refiexious
berechnung ist.

Das betrachtete Schichtsystem besteht aus homogenen und stationaren
Materialen ('"&!~ , = 0)1 in denen keine Raumladungen existieren (p = 0)

tJ:l:,y,~,

und die flir den optischen \Vellenlangeuhereich naherungsweise !licht ma-
gnetisch sind (JJ ~ !Jo). Mit dicsen Bedingungen konnen die ),1axwelFschen
Gleichungen in dec vereinfachten Form

rot il - 8 E (2.1 )uE + '.'0 iJt

rot E 8 - (2.2)-p.o-H
8t

div H 0 (2.3)

divE 0 (2.4)

(2.6)

(2.5)

tJ.·Hbzw.

geschrieben werden. :"ach E b7.w. jj aufgelOst ergibt sich

8 - 8' -
(J1'0 fJt E + frlollfJ fJt2 E

8 - 8' -
u!'o8t H + "'O!1;)8t,H.

Eine Lasung fUr eine chene \Velle mit Ausbreitung ill x-llichtuug lautet

b'tw.

E = EoeHt-~)

H = Ho<!.(t-~)

(2.7)

(2.8)

mit dec Phasengeschwindigkeit v, mr die gilt

1 . (J!Jo
v2 = t.,.fofJ.o -1-;;. (2.9)

Multipli"iert man beide Seiten mit c? = l/(€oJ.Lo), erhalt man die Definition
fUr den komplexen Brechungsindex n:

(2.10)

Nun kann Gleichung 2.7 umgefonnt werden in

E = Eoei(wt-~nx)

¢:} = Eoe-lIhn:l:ei(wt-kOlll{~:I:)_ (2.11)

9



Oberflachenplasmonen-Resonanz (SPR)

aj b) cj

Abbildung 2.1: Reflexion an geschichteten Systemen: a) Ubergang zweier
halbunendlicher Medien, b) mit einer dunnen Zwischenschicht, c) mit lwei
dunnen Zwischenschichten (d l ,d2 < >')

Analog gilt flir Gleichung 2.8

(2.12)

mit der Wellenzahl ko = 21r /).,. Hieraus geht hervor, daB cler Imagilli:irteil des
komplexen BrechulIgsindexes flir eine Dampfung der Lichtwelle in Ausbrei
tungsrichtung sorgt.

Aus den Gleichungen 2.2, 2.7 und 2.8 lafit sich eine zweite Relation fUr
den Brechungsindex herleiten. Diese ist im Folgenden n6tig, urn die Rene
xion an einem geschichteten optischen System zu berechnen. Fur eine skh
in Richtung eines beliebigen Einheitsvektors f all':;breitende ebelle \~Telle in
einem homogenen MediuJll gilt

rot it

=} -ik"n(rxE)
.,. n(f'xE)

n

mit clem Feldwellenwirlerstand im Vakuum

Zo= ~.y-;;;

fJ 
-/4J fJt H

-jwl1oH
e,,.R
ZoH
TxE

(2.13)

(2.14)

Gleichung 2.13 gilt auch flir den Fall, daB die \Velle auf eine GremdHiche
trifft, die sich sellkrccht zu f aufspannt, und an cler sich cler Brechungsin
de-x sprunghaft andert. Trifft die \·Velle jedoch in einem \Viukel (J auf diese
Grenzflache auf, wie in Abbildung 2.1 a) Zll sehen, mu.ll sie als Cberlagerung
aus einer TM-Welle und einer TE-\~'elle betrachtet werden, da die Tangellti.
alkomponellten der Felder an der Grenz5chicht a um den Winkel (J gegenuber
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2.1 Reflexion an dunnen Schichten

<ler Ausbreitungsrichtung gedreht sind und dann cler effektive Brechungsin
dex van cler Polarisation des einfallenden Lichts abhangt. FUr eine T:\1- bzw.
TE- \Velle kaun ein madifizierter Brechungsindex 7] mit

und

n
cosO
n cosO

(2.15)

(2.16)

de.finiert werden. Fur senkre<:hten Lichteinfall (B = 0) sind 1JTIII ;;; 1{rE ::::: n.
:'Jun filhrt man zwischen die heiden halbunendlichell Medicn cine dunue

Schicht mit cler Dicke d l und oem Brechungsinclex nl wie in Abbildung 2.1h
ein. Der Einheitsvektor e: sci cler Normalenvektar cler beiden Grenzmichen
a unci b und zeige in Richtung der z-Achse. Oas elektrische und magnetische
Feld in cler dunnen Schicht besteht aus der Cberlagerung einer \'orwarts
laufenden und einer riickJaufenclen Welle. An der Grenzschicht b gel ten fUr
die Tangentialkompanentcn HII und Ell

fib = il: + fib

ez x Eb

(2.17)

(2.18)

Durch AuU6sen von Gleichung 2.18 und Einseti'.en in Gleichung 2.17 erhaIt
man jeweils einen Ausdruck flir iz x it und Cz x Eb:

(2.19)

(2.20)

Das elektrische Feld Eo. an del' Grellzschicht a ist zum selben Zeitpunkt nur in
der z-Koordillate um die Scllicbtdicke d l zu Eb verschoben. Da die Schichten
ausreichend diinn sind, eellalt man Eo., indem Eb mit einem Phasenfaktor
&61 multipliziert wird:

~ xE: (eo, x En "i"

e:: x E; = (e: x it) e-j51

mit 0, = kon]d l COS Ol'

(2.21)

(2.22)

(2.23)

Fur ~ x E(J gilt clann

c::xE(J = e:xE:+€zxE;;
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OberfUichenplasmonen-Resonanz (SPR)

(2.24)

Dementsprechend erhaIt man flir

(2.25)

Die Gleichungen 2.24 und 2.25 koullen ais MatrizengleichWlg zusammenge
fa.Bt werden, 50 daB man

(e~:n:- ) ( COS lSI i sinlSl )(~x_E.)"j '11 sin 01 cos 01 ZOHb.. = ,\1, ( ;5 ) (~x E.)
'* ( liE ) = _~f, ( 1 ) (2.26)

liH '/5
mit clem effektiven Brechungsindex des umgebenen ~dediums 'Is lmd der
charakteristischen Matrix der Schicht 1\11 erhiilt.

Erweitert man das Schichtsystem urn eine weiLere Schicht mit der Grenz
Bache c \Vie in Abbildwlg 2.lc, kOlluen die tangentialen Feldkomponeuten
Eb und fib mit Hilfe von Ee und He tiber Gleichung 2.26 berechnet wer
den. Auf diese \\teise wird deutlich, daB der Einftufi der i-ten Schicht auf das
elektromaglletische Feld tiber die charakteristische Matrix A1j mit :\1aterial
eigcnschaften der Schicht ausgedrtickt werden kann. Urn die RefiektiviUit
cines Lichtstrahls fUr ein System mit n dtinnen Schichten zwiscllen :t.wei halb
unendlichen IIvIedicn zu berechnen, ist somit der folgende Satz Gleichullgen
giiltig;

( FE ) (IT ,If,) (,I ) (2.27)
liH 1=1 Is

J\1i
( cos OJ isino· ) (2.28)= 'Ii I

j 'Ii sin OJ cos OJ

J, ~ nj di cos (Jj (2.29)

Die Winkel OJ flir den Phasenfaktor lSi ergeben sich aus clem Snellius'schen
Gesetz

(2.30)

12



2.2 Brechungsindexabhangigkeit von SPR

Es ist zu beaehten, daJl bei verlustbehafleten ~Iedien (SO{n;) '" 0) der Winkel
Oi ebenfalls komplex wird. Da abeT nicht deT Winkel (Jj selbst gesucht ist,
sondern sein Cosinus, wied dieser fiber

(2.31 )

direkt heredlllet. Aus den Veklorkomponenten \16 und VH Ui6t sich ein ef
fektiver Brechungsinde.x TJe definieren

(2.32)

der von einem einfallel1den Lichtstrahl gesehen wird und yom Schichtsystem
und clem EillstrahlwinkeI abhangt. Der Reftexiollsgrad oder die ReflektiviUit
Reines solchen Strahls an der Gren:tflache a ist definiert dUTch

R = Irio - ry'I'
r}o + TJe

(2.33)

Die hier \'orgestellte Matrixmethode erlaubt es, Anregung vou SPR in be
schichteten Lichtleitern zu simulieren. Fiir die Ileflexion eines Lichtstrahls,
der in eine angespitzte Gla.sfaser eingekoppelt "'iTd, mnE zunachst der Strah
lellverJauf modelliert werden, um allschlieBend flir jede ein:t.ellle Reflexion im
Taper die Ilefiektivitat bei eiU7,elnen \VeJlenlangen zu berechnen. Die multi
plizierten Ilefiektivitaten ergeben dann den Reflexionsgrad flir eine geftihrte
Mode in der Faser. Die Iteration tiber aile gefiihrten ~Ioden crgibt das Re
fiexionsspektrum.

2.2 Brechungsindexabhangigkeit von SPR

Mit Hilfe der im vorigen Abschnilt hergeleiteten Matrixmethode la-fit sich die
Reflexion an J\ llehrschichtsystemen berechnell. Ein ,\Ifodellsystem bestehend
aus einem LichtJeiler mit dem Brechungsindex n = 1.4623 RlC, der mit einer
Schicht Chrom der Dicke dcr = 2 nm und einer zweiten Schicllt aus Gold
von dAu = 50 nm Dicke beschichtet ist1 zeigt Abbildung 2.2. Variiert mall
den Einfallswinkel 0 des Lichtstrahls von 0 his 90° und seine \VeUenHinge
A "on 400 bis 1000 nm, erhaIt man flir die Reflekti"itat den Kontufplot in
Abbildung 2.3. Zugrunde gelegt wurde ein Brechungsindex del' Umgebullg
von 1.33R1U. Die Differenz wr Reftektivitat bei einem Brechullgsindex von
1.34 ist in Abbildung 2.4 ~u sehen. In dieser Darstellung sind nur die Regio
nen hervorgeJlOben, die vom Brechungsindex abhangen. Flir die gewahlten
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Oberfliichenplasmonen·Resonanz (SPR)

n,

n,
n,

n,

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
\VellenUinge ab ca. 600nm.

Extrahiert man nUll Profile bei einer definierten \Ve]lenlfu1ge, zeigen diese
die typische }(urvenform einer winkehnodulierten SPR-:\1essung mit mono
chromatischem Licht. Das aus der J1odulation der Vlellenla.:nge resultierende
Spektrum erhaIt man auf analoge Weise durch ein Profil bei feslem Winkel.
Abbildung 2.5 ?.eigt die extrahierten Reflexionskurven. Die winkelmodulierte
Messung weist im nahen lnfrarotbereich ein wesentlich scharferes Minimum
auf als wellenla.ngen-auIgeIOste J'lcssungen bei festem Einstrahlwinkel. Uu
terhalb von 600nm wird sehr wenig Energie in eine Oberfhichell-Plasmonen
~llode eingekoppelt, d.h. das charakteristische Minimum verschwindet. Das
selbe gilt fUr j'vlessungell unter festern Einkoppelwinkel fUr Winkel unterhaJb
etwa 70°. Eine Glasfaser mit einer numerischen Apertur von NA = 0.28
hat einen maximalen Einkoppelwinkel von 16.3 0, was zu Einfallswinkelll am
Kem/Claddillg-tbergang zwischen 73.i und 90° fiihrt. Urn das Reflexions
spektrum einer solchen Faser ~u modellieren, miissen die Spektren aus dem
rechten Graphen in Abbildung 2.5 uach dec ~lodenverteilung in der Faser
gewichtet aufsummiert werden. Dadurch wied deutlich, daB sich das Reflexi
onsminimuffi durch vermiscllte Anregung von SP-:\Jloden verbreitert.

Das Schichtsyslcm aus Abbildung 2.2 weist nicht nur eine hohe Emp
findlichkeit gegenHber den Einkoppelbedingungen und dem Brechungsindex
der t:mgebung auf, sondem ist auch queremptindlich gegeniiber Tempera
tur und den Dicken der Metallbeschichtungen. Die Temperatur verschiebt
das Minimum hin zu einem gro6eren Winkel bzw. \oVellenlange. Dabei ent
spricht eine .~nderung urn 1°C einer BrechungsindexB..nderung an dec vier
ten Nachkommastelle. \1.it anderen Worten: es darf filr eine AuflOsung von
10-4 RIU kein Temperaturgradient gr66er als 1°C auftreten. Extrem prazi
se MeBaufbauten kommen deshalb nieht ohne Temperaturkompensation aus.
Die Abhangigkeit der Reflexionskurve von der Dicke der Goldschicht dAu ist
in AbbiJdung 2.6 ~u schell. 1m linken Graphen sind mehrere Kiln'en fUr die
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2.2 Brechullgsindexabhangigkeit von SPR
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Abbildung 2.3: Reflektivitat eines goldbeschiehteten lichtleiters in Abhangig
keit der Wellenlange >. und des Einfallswinkels (J bei einem Brechungsindex von
L33RIU.
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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 Abhiingigkeit vom Brechnungsindex
zeigen.
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Oberflachenplasmonen-Resonanz (SPR)

0.8 f 0.8
:'8 ".;; 0.6 0.6 .~

~ §J
.~

~
0 - .." 0.4 ~1j 0.4

- 8)"

'" - 80" '"0.2 7." 0.2

0
60 65 70 75 80 85 90 400 500 600 700 800 900 ,O&J

Winkel [deg] I.[nm]

Abbildung 2.5: Reflexionskurven fUr definierte Wellenlangen (links) und feste
Einkoppelwinkel (rechts).
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Abbildung 2.6: Reflexionskurven bei einer Wellenlange von 700 nm (links) und
fjjr einen festen Einkoppelwinkel von 73 (> (rechts) in Abhangigkeit der Dicke

dAu'
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2.2 Breehungsindexabhangigkeit von SPR

winkelmodulierte )'1essung bei einer festen WellenUinge von 700 nm rlarge
stellt. Die Schichtdicke filr ein besonders tides ~t,'linimum liegt bei ca. 55 llffi.

Fur die wellenHingellabhangige ~1essung bei einem Einkoppelwinkel von 73 0

(reehler Graph), Iiegt diese Dicke bei 60nDl. Je nach ~'fodulationsart und
den jeweiligen Einkoppelbedingungen, existiert also eine Schichtdicke, die
eine optimale Einkopplung in SP-),1oden erlaubt. Hierbei ist wieder zu be
achten, daB bei SP-Anregung in ciner Multimode-Glasfaser die Dicke d Au

"on der !\10denverteilung abhangt. Abgcsehell vou der Tiefe des ~\'[inimwns

verschiebt sich auch die Position bei der Variation der Dicke. 1m Fall der
vVinkelmodulation erh6ht sich der optimale Einkoppelwinkel vou 75.95 0 bei
45 om bis zu 76.25 0 bei 65 ntll Schichtdicke. Die \i\'ellenHinge der rninimalen
Reflexion verschiebt sic.h bei der \VellenHingenmodulation von 778 nm auf
775 nm bei Schichtdicken von 50 nm bzw. 70 nnl.
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Kapitel3

SPR Mefisysteme

Das Prinzip dec Plasmaschwingungen auf OberfHichen wurde Anfang des
20. Jahrbunderls von \""ood beschrieben !2]. Aber erst Ende dec Secllziger
Jahre wurde ein Mefiaufuau von Otto [3] und KretschmaUll et aI. [4, 5] be
schrieben. Sie verwendeten SPR zur prazisen Bestimmung des komplexen
Brechungsindexes verschiedener MelaJle sowie zahJreicher anderer Materia
lien. :\"ach Kretschmann ist auch die Prisma-Konfiguration benalUlt, die bis
A..nfang dec neullziger Jahre die eimdge bekaIll1te Anregungsmethode fiie SPR
war. Raether Iieferle seit den siebziger Jahren die Theorie, die notig ist, urn
SPR auf verschiedenen Oberfliichen (z.B. optische Gitter und glatle Ober
fHichen) anzuregen [6, 7]. Das Potential, das in dieser :\1efimethode steckt,
ist ab 1982 an der Univcrsitat Linkoping, Schweden zunachst vou Xylander
fUr die Gassensorik [8] und ein Jahr spater von Liedberg rur die Biosenso
rik [9] entdecla worden, Die Vielseitigkeit verdankt SPR cler Tatsache, das
die Eindringtiefe der Plasmaschwingungen in der Grofienordnung cler verwen
deten \VellenHinge liegt. Eine spezifische 1,tolekiilbindung in diesem Bereich
fUhrt zu einer lokalen Anderung des Brechungsindexes und 50mit zu einem
11eBsignaL Aus einer Forschungsgruppe in Umea, die sich mit der labelfrei
en Detektion von biomolekularen \oVechselwirkungen befafite, enstand 1986
die Firma Pharmacia Biosensor, die 1990 ihr erstes SPR Produ.kt namens
BIAcore auf den Ivlarkt brachten. BIAcore war so erfolgreich, daD cler Zweig
SPR-Sensorik als eigene Firma gJeichen Namens ausgelagert wurde, die bis
heute lvlarktfiihrer fiir SPR-~1ellgeriite mit hohen Durchsatzraten ist, Seit
dem hat es zahlreiche Forschungsprojekte und Firmengriindungen gegeben,
die sich mit \'erschicdenen Aspekten \'on spa beschiiftigen. 1m Folgenden
ist diese Entwicklung in drei Gebiete eillgeleilt, Ilamlich der prismabasier
ten SPR, faseroptischen SPR und dem in den letztell Jahren autKommenden
bildgebenden SPR Verfahren. Einen Uberblick liber die Entwicklung cler SPR
Sensorik im letzten Jahrhundert findet man auch bei Homola et aI. flO},
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3.1 Prismabasierende SPR

Halbzylinde.r

...----....----... Mela11schicht~~~~~~~~~ Objek:tt:rtlgerDistaozfolie
....... Objekttrliger

Metallbeschicbtung

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

3.1 Prismabasierende SPR

Der ursprungliche Aulbau zur Anregung von OberfHichenplasmonen mit mo-
nochramatischem Licht geht zuruck auf Arbeiten VOIl Otto [3J und Kretsch
mann et aJ. [4, 5}. Sie \'erwendeten Aulbauten mit Prismen, wie sie in Abbil
dung 3.1 zu sehen sind. Otto verwendete ein 60 o-Prisma und befestigte an der
Unterseite einen Objektrager mit einer Distauzfolie van etwa 200 nm Dicke.
Auf einen zweiten Objektrager wurde eine ca. 100 nm Dicke Silberschicht
aufgedampft und ebenfalls unter clem Prisma befestigt. Der Zwischenraum
der beiden Glassclleiben wurde evakuiert. Oas Ziel des Versuches war es,
llachzuweisen, daB Oberflachellplasmanen in Silber angeregt werden kennell.
Der Aufbau verdeutlieht sehr gut, daB die OberfHichenplasmouell VOI11 eva
neszenten Feld des totalreftektierten Liehts an der GrenzfHi.ehe Glas/Vakuum
angeregt werden.

Kretschmann entwickelte einen Aufbau auf der Basis eincs balbzylindri
schen Prismas, das auf der Unterseite mit cinem .\rJetall beschichtet ist. Oieser
Aufbau diente zur Bestimmung der Oispersionskurven verschiedener .\1etal
Ie. Das monochromatisclle Licht der beiden ersten Aulbauten ist aus einer
Halogenlampe dUTch verschiedelle Illterferenzfilter erzeugt worden.

Der von .\'ylander, Liedberg at a1. [8, 9} vorgeschlagene .\lleBaulbau fUr
Chemo- und Biosensoren ullterscheidet sich nur marginal vou dem Kretsch
manns. Ein silberbeschichteter Objektrager wird an einem GOo-Prisma ange
bracht, uud mit monochrornatischem Liellt werden Oberftachenpla5mawellen
allgeregt. Die Lichtquelle ist ein HeNe-Laser, dessen Einstrahlwinkel auf das
Prisrna variiert werden kanll. Der Detektor, eine Photodiode, miBt unter ei
nem festen \Vinkel die IntensiUit. Der Einstrahl· und Detektionswinkel sind
so gewahlt, daB sich eine maximale Sigl1alanderung bei kleinen Brechungs
index3.11derungen in der Nahe der .\1etallbeschichtullg ergibt. Dieser Aufuau
ist der am meisten wrwendete in LabormeBgeraten, da er sich einerseits
aus komrnef'/.iell erhaJtlichen J{omponentell zusamrnensetzt, uDd zudem auch
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SPR MeBsysteme
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Abbildung 3.2: Konfigurationen verschiedener faseroptischer SPR-5ensoren

noch sehr empfindlich ist. \lit einer Temperaturkompensation sind Empfilld·
lichkeiten von his 10-7 RlU moglich.

3.2 Faseroptische SPR

Eine Ubersicht der bisher entwickelten faseroptischen Sensorkonfiguratiollen
ist in Abbildung 3.2 zu sehen. In der oberen Reihe sind Konfigurationen aIr
gebildet, die den sensitiven Teil in eine Faserschleife integrieren, \\'ohingegen
die Sensoren deT uuteren Reihe our einen AllSChiuB besitzen und Anregungs
sowie MeBlicht durch dieselbe Faser lei ten. Fiir stationare Anwendungen wer
den eher Faserschleifen eingesetzt. Ein groBeres Potential der Miniaturisie
rung haben jedoch die Sensoren mit eiller ~<le6spitze.

Oer 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 weiterenlwickelt worden (Abb. 3.2a) {ll]. Ocr Sensor wurde
gleichermaBen als Faserschleife und als Faserspitze vorgestellt. Ziel war es,
einen transportablen Biosensor fUr verschiedene Analyten zu entwickeln. Der
Sensor ist in der Lage, die Reaktionskinetik fijr ein spe:t.ifisches Molekiil zu
detektieren. Durch den Verlauf der Kinetik kann die Konzentration bestimmt
werden. Spater wurde der Sensor von BLl\core als Produkt iibernommen und
kurze Zeit spater als wenig erfolgreiche Produktlinie eingesteUt, da sich BIA
core auf die Herstellung von Analysegeraten fUr hahe Durchsatzraten und
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3.2 Faseroptische SPR

damit den Sektar der transportablen MeBgerate verJassen hat. Der Sensor
besteht aus einer pes Multimodefaser, deren Fasermantel auf einer Lange
von 10 mm entfernt und dessen Kern mit einer Goldbeschichtung versehen
ist. Die SPR-Anregullg erfolgt mit einer Halogenlampe. Der Bezug zurn Bee·
chungsilldex bz\\'. zur ~enge der an der Oberflache gebundenen Molekiile
wied liber die \VeJlellHillge dec minimalen Reflekti"itat hergestellt. Auf diese
\Veisc reicht dec dynamische Bereich von 1.2 bis 1.4 RIU bei einer Auflosung
von 5· lQ-5 nJU. Der MeBbereich kann mittels unterscbiedlich dicker Tan
taloxidschichten an verschicdene Bediirfnisse angepafit werden [12]. Von Ka
terkarnp et a1. ist dieselbe Konfiguration spater ausschliefilich als Faserspit7.e
vorgestellt worden (Abb. 3.2d) [13]. Der Sensor besteht aIlS einer HCS-Faser
mit einem Kerndurchmesser von 400 /LID- Die Lange des mit 5511JU Silber
beschichteten Faserendes betragt 5 mm und kann den Brechungsilldex mit
einer Genauigkeit von 4 . 10-5 RIU bei einem Dj'llamikbereich von 1.33 his
1.36 RIO messeu.

Ebenfalls 1993 stellten Alonso et al. eine Konfiguration ba.sierend auf ei
ner Y1onomodefaser vor (Abb. 3.2 b) 114]. Hierbei handelt es sieh urn cine in
Epo.xydha.rz eingegossene, leicht gebogene Faser mit 4.5 Jl1ll Kerndurchmes
ser, die anschliefiend an einer Seite poliert wird, bis der Faserkern auf einer
Uinge von einigen Millimetern freigelegt ist. Eille Goldbescltichtung von 10
bis 50 nm Dicke bildet die sensitive Schicht. Ais Lichtquelle client eine Halo
genlampe mit Monochromator fUr cine WelleJlHillge von 1300 nm. Gemessen
wird die transmittierte Leistung mit einer pin-Diode. Der betraehtete Bre
chungsinde.xbereieh liegt bei 1.435 bis 1.465 RlU und ka.nn durch eine zusatz.
Iiehe AJuminiumoxidbeschiehtung urn bis zu ±O.15 Rn; variiert werden. Die
OrtsauftOsullg der Anordnung ist nicht charakterisiert worden.

Eine ~iscl1Ung aus Multimodefaser Imd mODocllfomatischer Anregung
von SPR steUte J996 Ronol-TrioU et al. als RingkonfiguraLion vor (Abb. 3.2 a)
[15]. Es kommt dabei eine PeS-Faser mit 600/Lm Kerndurchmesser zum Ein
satz, in die unter einem festell \Vinkel mit einer Laserdiode (670 Dm) Licht
eingekoppelt und die transmittierte LichtJeistung gemessen wird. Die Fasc
rummanteJung wird auf einer Uinge '-Oil 15 mm entfernt und der Kern mit
30 bis 70 nm Gold beschichtel. Die erl.ielte AuftOsung betragt irn Bereich von
1.33 bis 1.44 RID etwa 2 . JO-' RIC

Auf der Basis einer in der Mitte verjililgten MOllomodefaser entwickelten
'fubb et al. J997 eillen chemi'chen SPR Sensor (Abb. 3.2c) [IG). Der gesam
te DlUchmesser der Faser wird iiber cine lange von 20 mm durch Erhitzen
und Ziehen VOIl 125ttffi auf 6Jlffi reduziert und allschie6end mit 50nm Sil
ber oder Gold beschichtel. Angeregt wied in einer ersten Anwendung mit
clem Licht einer Halogenlampe, das tiber einell Monocluomator auf einen
optischen Zerhacker gegeben "'ird, so dati man eine weUenla.llgenmodulierte
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SPR-Anregung erhalt. Eine optimierte Version verwendet als Lichtquelle ei
ne Laserdiode (>.max = 595I1m). Die Detektion des ~'lel3lichts geschieht tiber
eine Photodiode. Der Sensor lost den Brechungsindex mit einer Genauigkeit
von 2.10-4 lUU auf und hat eineo MeBbereich von 1.32 bis 1.44 ruU.

Ein verbesserter Aufbau mit einer eingegossenen und polierten Single
modoraser ist 1998 von Slavik et aJ. vorgestellt worden (Abb. 3.2e) iJ7J. Der
Allsatz ahnelt stark clem von Obando et at, 1St aber nieht nUT als Ring kon
zipiert worden sondern auch als Sensorspitze. Eille peS-Fascr mit 560 Jlrn

Durchmesser wied gebogen in einen Silikatblock eingegossen und auf einer
Seite his zum Faserkern poliert. Auf dieser FUiche ",ird eine 35 om Dicke
GoJdschicht aufgebracht. Das Faserende wiTd ebenfalls poliert wid mit ei
ner Chromverspiegelung versehen. Der Aufuau ist sehr kornpakt und hatte
mit einer SPR·aktiven Lange von ca. 2 mm die bis dahin beste Ortsauftosung.
Als Anregung dient monochromatisches Laserlicht mit einer \Vellenliinge yon
825 nm. Das reflektierte Licht wurde mit einer Photodiode gemessen. Der
Me6bereich des Sensors liegt bei 1.33 bis 1.34 RIU mit einer Auflosung von
4.10-5 RJU. Dureh eine zusatzliche Talltaloxid Schieht kann der :'vleBbereich
bis auf 1.34-1.35IUU verschoben werden.

Obanda et al. entwickeJten 1999 eine Reihe faseroptischef Sensoren, die
auf angespitzten Faserenden basieren (Abb. 3.2f) P8]. Ais FasermateriaJ
dient eine .\1uJtimodefaser mit 400 Jlm Kerndurchmesser, von der an einem
Ende auf der Lange zwischen 2.5 und 5 mm die Ummantelung entfernt win!.
AnschlieBend wird das Faserende fixiert und von zwei Seiten unter definier
ten \Vinkeln angescllliffen. Eine Seite des Faserendes wird mit einer 50 nm
Goldbesch.ichtUllg verseheu, wohingegell das Ende der Fa')Cr mit Chrom ver
spiegelt wird. Eine CCD-Kamera nimmt das von del' Spitze reflektierte Licht
einer Halogenlampe auf. Je Dach Vlahl der \Vinkel deckt der Sensor eincn
!\,te6bereich von 1.33 bis 1.41 RIU bei einer Auflosung von bis zu 10-4 RIU
abo

Die wichtigsten Eigenschaften def hier vorgestellten Sensorkonfiguratio
nen sind in TabelJe 3.1 zusarnmengefafit. Es existieren dariiber hinaus Doeh
~ahlreiche andere Arbeiten iiber SPR-Anregnng mit optischen Fa.sefll 1 bei der
die GJasfaser allerdings nicht das sensitive Element bildet1 sondern Licht z.e.
zu einer Prirnsmenanordnung leitet. Aufierdem bleibt festzustellen, daB in den
letzten vier Jahren keine grundlegend neuen KOll.figurationen entwickelt wor
den sind. Fiir hohe Empfindlichkeit gegentiber dem Brechungsindex haben
sieh die auf Singlemodefasern basierenden Sensoren durchgesetzt. Sie haben
aber meist einen geringeren Mefibereich als Losungen mit l\'lultimodefasern,
die in der Regel mit weniger Aufwand hergestellt werden konnen. Die Orts
auflosullg der faseroptisc.hen Brechungsindexmessung hat bisher keiue groBe
Beachtung gefunden, da der Entwicklungsschwerpunkt in der Chemo- Hud
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3.3 Bildgebeude SPIl

Tabelle 3.1: MeBbereich. Empfindlichkeit und Ortsauflosung einiger faseropti~

scher SPR·Sensoren.

Empfind-
Abb.3.2 f\le6bereich lichkeit OrtsauBOsung

IRJUJ IRJUJ Imm]
Jorgenson et aJ. a,d 1.2 - 1.4 5· 10-' 10
Katcramp et aJ. d 1.33 - 1.36 4·10-' 5

Slavik et a1. e 1.33 - 1.34 4 . 10-' 2
Obando et al. f 1.33-1.41 1 . 10-' 2.5
Alonso et al- b 1.435 - 1.465 1 . 10-3 1La.

ROllot-'Trioli et al. a 1.33 - 1.44 2·10-' 15
Thbb et al. e 1.32 - 1.44 2·10-' 20

Biosensorik auf Reaktionen Iiegt, die nur mittels cines \Vaschvorgangs rcvcr
sibel sind. Profilmessungen sind mit soIehen Sensaren nicht durchfiihrbar.

3.3 Bildgebende SPR

Bildgebende SPR-Verfahren sind nach ihrer Entwicklung 1987 von Yeatman
et a1. [19] \Iud 1988 von Ilothhausler et al. [20] zunaehst als Teehnik wr Kon
trastverstarkung flir die Mikroskopie angewendet worden. Molekularbiologi
sehe Anwendungen - wie z.B. die Beobachtung von Bindungskinctiken - [olg
ten kurze Zeit spater. Diese ersten S.ysteme beruhteIl auf der Kretschmann
Konfiguration und regten SPR mit Laserlicltt an. Hierfiir kamen gebrauchli
che ~\!Jikroskope zur Anwendung, so daJl die Beobachtung des entstehenden
Bildes haufig nUT mit dem b10&0 Auge gescbah. Erst Anfang der . -eunziger
Jahre sind optirnierte Systeme entwickelt worden, deren Bilder mit CCD
Kameras aufgenommen werden konnten. lim die zweidimensionale Au.Oosung
zu erhalteu l kaon man entweder das Prisma mit einem LaserstraW abtasten,
oeler einen kolJirnierten Strahl erzcllgen, der auf der gesamten Grundflache
des Prismas SPR anregt. Abbildung 3.3 zeigt den prinzipieJlen Aufbau eines
SPfi Imaging Systems, elas ohoe Abtastung auskommt. Del' Kollimator und
das Interferenzfilter sind bei Verwendung einer \VeiBlichtquelle notig. Fur
Laserlicllt ist dagegen eine Optik zur Strahlallfweitung erforderlich. Da die
OberfHiche der .\rfetallbeschichtung nieht ideal glatt ist, hat die Verweudung
eines aufgeweiteten Laserstrahls den \"achteil, daB es aufgrund dec diffusen
Reflexion zu einem Fleckenmuster (eng!.: specie pattern) bei der Aufnahme
kommt. Dieser Nachteil wird allerdings meist wegen der wesentlich groi3eren
IntensiUil der Bilder in Kauf genommen. In zwei Arbeiten von Knobloch
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Kamera

Abbildung 3.3: Aufbau eines SPR Imaging Systems

et al. [211 uud 'ielson et al. [221 ist ein SPR-Imaging-Aufban auf der Basis
VOll WeiBlicht vorgestellt worden, die allerdings fUr die Messung dec Bin
dUllgskinetik von DNS auf einer modifi:t.ierten Goldbeschichtung, die eine
Brechul1gsindexanderung von 10-6 RlO verursacht, nieht ausreichten.

Eine Anwendung von SPR Imaging ist die :Ylessung del' Bindung von D:\'S
an Oligonukleotide, die nach clem SchliisseljSchloB-Prinzip flUlktiolliert. Ein
bestimmtes OligonukJeotid bindet spe'/.ifisch an mu ein SHick DNS. Fill ei
ne Messung wird eine goldbeschichtete Fliiche in mehrere gleichgroBe Felder
unterteilt und mit unterscJliedlichen Oligollllkleoliden beschichtet. Wird eine
Probe mit unbekannter Dl\'A auf diese Flache gebracht, zeigt nUT ein Feld,
dessen Oligonukleotid zur D::\A pafit, eine Ileaktion. Die Ortsauftosung von
SPR-Imagillg ist in diesem Fall flir eine groBe Zahl unterschiedlicher Oligonu
kleotide notig. Die max..imale OrtsauJIOsung hetfagt aufgrund def mittleren
WegHinge der Oberflacheuplasmonen etwa 5 JLrn.
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Kapitel4

Faseroptischer
Brechungsindexsensor

4.1 Modellierung

Die ~.{odellierung eines faseroptischen Brechungsindexsensors wurde bereits
ill einer Diplomarbeit behandelt 1231- Der Schwerpwlkt lag dort auf dem theo
retischen ~achweis, daB SPR in getaperten Fasern angeregt wcrdrn kanll. In
dieser Arbeit ist da.'i Modell soweit verfeinert worden, daB der Einflufi einer
Maskierung zur Erh6huIJg der Ortsauflosullg auf die SignalqualiUiL berechnet
werden kann. In diesem Abschnitt wiTd <las verfeinerte rvlodell flir die An·
regllng von OberfHichenplasmonell in unterscruedJich getaperten Faserellden
beschrieben und die Simulationsergebnisse diskutiert.

4.1.1 Lichtausbreitung in beschichteten Glasfasern

III einem angespitzten Cla.c;faserende breitet sich Licht unter komplexeren
Berlingungen aus als ill einem geraden Fa:serende. FUr ungetaperte Fasern ist
es moglich, einen einfachen Ausdruck der RefiektivitiH zu findell, cia cler Re
fiexionswinkel an der KE'rn/~1antel-SchJ1ittstelletiber die gesamte FaserHinge
konstant bleibt. Dies ist bei getaperten Faserenden nieht der Fall, so dail der
Veriauf des Lichtstrahls nach Eintritt in den Taper Reflexion tlir ReHexian
berechnet werden rouE. Hierrur wurde bereits bei der Diplomarbeit die Si
mu.lationssofiware SPRsim programmiert. Dieses Programm ist seitdem wei
terentwickelt und optimiert worden. Es war aus Effizienzgrtinden notig, das
Programm von Pascal in C++ zu portieren, um auch komplexere Modelle in
anllehOlbarer Rechenzeit simulieren zu konnen. Hierhei wurden gleichzeitig
E'inige Einschrallkungen der vorherigen Version aufgehoben.
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Faseroptischer Brechungsindexsensor

In der vorigen Version konnte pro Simulation das Reftexionsspektrum
flir nur einen Brechungsindex berechnet werden, so daB flir mehrere Bre
chungsindizes der Strahlenverlauf jedesmal neu simulicrt werden muBte. Die
zeitaufwendige Bereclmung des Strahlenverlaufs flir jeden Brechungsindex
ist dieselbe, so daD die Implementierung einer IlSweep"-Funktion, mit der
ein Brechuugsindexbereich allstatt eines einzelnen \Vf'ftes simulierbar ist , die
AU1.ahl der Simulationsgange auf einen einzigen reduziert. Ein weiterer Cn
terschied zur Vorgangerversion von SPREirn hesteht in der AnnaJlIlle, daB die
Liehtquelle nieht idealerweise eine Punktlicht,quelle in del' Mitte des Faser
querschnittes ist, sondern homogen tiber den gesamten Quersclmitt der Faser
Licht einkoppelt. Durch diese Annahme er!loht sich die simulierte Anzahl der
ReBexionen im Taper unter uuterschiedlichen \:Vinkeln erhebJich und sorgt
fiir eine realiUitsnahere Abschatzung der ReBektivitat. Desweiteren kann flir
jede einzelne Stelle auf der x-Achse eiu Schichts)'stem auf dem Faserkern de
finiert werden, so daB ein Modell eines teilweise maskierten Tapers simuljert
werden kann. Prillzipiell sind sogar Analysen liber den EinftuB inhomogener
!\Ietallbeschichtungen moglich, die aber den Rahmen dieser Arbeit gesprengt
hatten.

Der Algoritlunus, der SPRsim zugrunde liegt, besteht aus zwei Schritten:
der erste Schritt modelliert die Lidltausbre.ittmg, d.h. dell Strahlenverlauf
eines LichtstrahJs, in der gegebenen Tapergeometrie. 1m zweiten ScllTitt wird
fUr jede ReBexion innerhalb des Tapers der ReftexiaIlsgrad eines Schichtsy
stems bestehend aus dem Faserkern, der Metallbeschichtung und dem Bre
chungsindex der Umgebung berechnet. Diese 'Verte werden fUr einen Licht
strahl bei jeder Reftexian tiber das Spektrum von 400 bis 800 urn ermittelt
und tiber aile Reftexionen multipliziert. Dac; sich hieraus ergebende Refte
xionsspektrum wird mit der :\10denverteilung gewichtet und summiert. Air
bildung 4.1 zeigt den simulierten Strahlenverlauf in der zweidimensianalen
Prajektion einer getaperten Glasfaser, sawie die die Tapergeometrie bestim
menden Parameter Faserkerndurchmesser dc, Taperdurchmesser dt und Ta
perlange l. Der dreidimellsianale Taper ergibt sich aus dec Rotation um die
x-Achse. Das Modell bcsteht aus Punktlichtquellen, die Licht illl Win.kelbe
reich der :\1odenverteilWlg in den Taper abstrahlen. In Abbildung 4.1 sind sie
als Punkte auf der y-Achse erkeunbar. Die Position dieser Punktlichtquellen
wird in Schritten VOIl ~y = 5.5 tLIn tiber den gesamten F'aserdurchmesser von
de = lIO/tm variiert. Der \'Vinkelbereich reicht bei einer Faser mit NA = 0.28
von 0 bis ±16.3 0 lind wird in 200 Schritte zu ~() = 0.163 0 eingeteilt. FUr je
de einzeille dieser 4000 moglichell Kombinationen aus Abstrahlwinkel (J und
Position (xo/Yo) der Punktlichtquellen mull der Strahlellverlauf berechnet
werden.

Urn die Stelle und den \VinkeJ der nachsteu ReBexion zu ermittelu} werden
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Abbildung 4.1: Strahlenverlauf in einer getaperten Glasfaser.

die drei Begrenzungen des Tapers als Geradengleichullg ausgedruckt:

allgemeine Form: Ax+By+C 0, (4.1)

obere Begrenzung:
dc-dt de;

0, (4.2)--x+y--
2/ 2

untere Begrellzung:
dc-dt de

0, (4.3)- -2-/-.r + y + "2 =

Faserende: x-I 0. (4.4)

Der Lichtstrahl der Lichtquelle in Punkt (xo/Yo) schlicBt mit der x·Achse
den \Villkel 8 ein. Der Abstand dieses Punktes von den Begrenzungen gibt
ein Parameter]) tiber

(4.5)fUr A cosO+ B sinO "f °p=
Axe + BYe + C
.4 cosO + B sinO'

an, der fliT jede Gerade bestimmt werden mufi. Ein negatives p bedeutet, daB
sich der Schnittpunkt in riickwiirtiger Ausbreitungsrichtung befindet und ist
somit pbysikalisch nieht sinnvoll. Der Lichtstrahl wjrd also an der Begren;;mng
reftektiert, die das kleillste, positive p grofier Null auf.veist. Dcr Schnittpunkt
(x/y) des Strahls mit dieser BegrellZung berechnet sich aus

(4.6)

Der Lichtstrah.l hat den Taper verlassen, wenn er sich entweder mit keiner
Gerade mehr schneidet oder wenn die x-Koordillate des Sch.nittpunktes nega
tiv ist. Der \Vinkel 80 : mit dem der Lichtstrahl am Rand des Tapers auftrifft,
ist

" AcosO-BsiuO
~ue=. . (47)

A slIlO+B cosO .

Mit Hilfe dieses \Vinkels berechnet man die Reflekti"iUit ~ der i-ten Refle
xion nach Gleichung 2.33 fUr den gewunschten spektralen Bereich und die
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Abbildung 4.2: Erklarung einiger verwendeter Begriffe.

gewahlten Brechungsindizes. Die \-Verte fUr aIle k Reflexionen werden mul
tipliziert und tiber die Variation des Ursprullgs (O/Yo) Bowie der \Vinkel (J

gemafi

R(,\, n) =E(a(9) . fJ ~(9;, >', n») (4.8)

swnmiert, wobei a(8) ein Gewichtungsfaktor gemaB der ~1odenverteilling in
del' Fa.~r ist. Bei den in dieser Arbeit durchgeflihrten Simulationen ist R{>.., n)
eine Matrix mit etwa 4500 Elemellten, dje sich aus 4000 StrahlenverHiuJen
ergeben. Die \'orherige Version von SPRsim \'erwendete lediglich 200 Strah
lenvcrliiufe.

4.1.2 Simulationsergebnisse

Die hier prasentierten Simulationsergebnjsse sind mit SPRsim erstellt wor
den. Das i\lodellsystem besteht aus einer angespitzten, beschichteten Glasfa
ser mit einem Kerndurchmesser von 110 pm und einem Spitzelldumlesser von
20/l1n. Eine erste Schicht besteht aus Chrom und hat eine Dicke von 2 nm.
Die abschliel3ende Goldbeschichtung wird mit einel' Dicke von 50 nm ange
Ilommen. In den Simulationen sind die Taper- und ~1askierunglange varHert
worden. Wie in Abbildung 4.2 zu sehen ist, bezeichnet dabei die ~-taskie

rungslange den Teil des angespit...:ten Faserendes, der mittels einer ~laskie

rung passiviert wurde. In eiller frOheren Arbeit 123] wurde ein Vergleich der
Empfindlicllkeit zwischen geraden Wld angespib:en Faserenden mit dem Er
gebnis durchgefUhrt, daB getaperte Faserenden sagar eine potentiell h5here
Elllilpfindlicllkeit aufweisen konnen als gerade. Aus diesem Grund wird auf
eineo weiteren Vergleich clieser an dieser Stelle verzichtet.

Lange des Tapers

Die TaperUinge ist einer der mal3geblichen Designparameter des Brechullgsin
dCXSCllSOrs. Die Reftexiollssprektren fUr vier verscl:Liedene Taperlangen (200,
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Abbildung 4.3: EinfluB der Taperlange auf das absolute Spektrum (links) und
das normierte Spektrum (rechts). Mit zunehmender Taperlange verringert sich
die Reflektivitat und das Resonanzminimum wird deutlicher.

300,500 und lOOOJ.lm) sind in Abbildung 4.3 dargestellt. Die Spektren im
linkell Graphen sind nieht normiert, so daB sich llieht die typische Form eines
SPR-Spektrums ergibt. In dieser Darstellung \Vird aber besonders deutlic.h,
\Vie groB die refieklierte Lichtintensitat ist, und daB diese mit steigender Ta
perlange abnimmt. Ein 1000/.LIn langer Taper reflektiert nur die Halfte des
Lichts eines 300 Jtm-Tapers. Andererseits 7..eigt der rechte Graph, daB sich
das ReftexionsmiJlimum mit steigender TaperHinge starker ausbildet. Ein sol
ches .\1inimum kann zwar genauer bestimmt werden, l1ur wird das gemessene
Signal aufgrund del' geringen lntensitat wesentlich starker verrauscht sebl,
so daB sich der Empfindlichkeitsvorteil relativiel't. Es muB also ein I(ompro
mi8 zwischen Empfindlichkeit und Inteusitat gefuuden werden. Vergleichende
Messungen haben ergeben, daB ern Sensor mit einer Taperlange von mehr als
1000 JlIn nur uoch mit einer hohen Lltegrationszeil des Spektrometers von
mehreren Sekundell arbeiten kanD und sehr verrauschte Ergebnisse liefert.
Demgegeniiber sind die Minima von Tapern kiir7..er als 500 I-lm nur noch mit
ullzureichendel' Genauigkeit detektierbar, da sich das Minimum zu schwach
ausbi.ldet und sidl Spektren unterschiedlicher Brechullgsindizes zu wenig U11

terscheiden. Aus diesem Grund wurde sinllvollerweise eine Lange zwischen
500 und 1000 I'm gewiihlt.

Maskierte Taper

:\1it steigender TaperUinge erhoht sich nieht our die reflektierte Lichtinten
sitat, sondern die Ortsaufl6sung verringert sich ebellfalls. AuBerdem ist nach
clem Taperprm:eB nieht nur cler Faserkern auf der Lange des Tapers freige
legt, sondern uber etwa 2 bis 7mm (siehe Kapitel 4.2). Von daher mu8 ein
Vleg gefunden werden, cine .\1a'ikierung auf den Taper aufzubringen, die un-
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Abbildung 4.4: Unterschiedliche Maskierungslangen eines 500 pm langen Ta~

pers.

erwiinschte Wechselwirkungen verhindert. Der Einflufi einer so1chen :\IIa'5kie·
rung wird mil Hilfe der Simulation eines 500 J.I.rn Tapers untersucht , bei dem
IIUf die letzte Spitze des Sensors in Kontakt mit dem urngebenen :\'Iedium
treten lvmll. Die :\1askierungslange der Spitze ist in AbbildtUlg 4.4 von 0 bis
400 p.rn variiert worden, d.h. die freie TaperUinge betdigt 500 bis 100 p.m. Es
ist deutlich zu erkennen, daB die :Maskierung die Ausbildung des ylinirnums
reduziert. Die grofite Veranderuug ist zwischen 300 und 400 p.rn zu sehen, was
darauf schliefien lallt, daB in der Region etwa 100 bis 200 p.rn von der Spit"e
entfernt eine sehr effektive Anregung von Oberfiachenplasmonen stattfindet.
em den kombinierten EinHuB von TaperHinge und Maskierungslange zu cha
rakterisieren, sind in AbbiJdung 4.5 Spektren von Sensorell unterschiedlicl1er
Tapel'Hinge mit einer fl'eien , sensitiven Spitze von 100,lm abgebildet. Ein
1000 j.lm-Taper liefert maskiert auf einer Lange von 900 Mffi eine urn 50 %
habere Lichtintensitat als unmaskiert. Jedoch ist das Reflexionsminimum we

sentlich weniger ausgepdigt. Es ist auch erkennbar, da.6 sich TaperUingell von
weniger als 500 J1.In nicht fUr eine Ortsaufiosung in der GroBenordnung von
100 Jtrn eignen, da sich Ilahezu kein :\!lillimum ausbildet.

Empfindlichkeit

Der Eillflufi der Tapergeometrie auf die Empfindlichkeit des Sensors soIl nun
anhand der Verschiebwlg des Reflexionsminimums genauer untE'rsucht wer
den. In Kapitel 4.3 wird ausfiihrlich die Kalibrierung von SPR-Scllsoren und
komplexere Methoden als die Minimumsuche beschrieben. Eine genaue Ka
librierung ist hier :lUm Zwecke der Veranschauliclmng allerdings Illcht notig.
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Abbildung 4.5: Nicht normiertes (links) und normiertes (rechts) Spektrum
von unterschiedlichen Taperlangen mit einer freien Spiue von lOOp.m Lange.
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Abbildung 4.6: Position des Minimums im Reflexionsspeknum in Abhangig
keit der Taperkonfiguration. Ein 500/~m langer Taper mit variierter Maskie
rungslange (links) und unterschiedliche Taperlangen mit einer aktiven lange
von lOOjLm (rechts).

Der Einfl.uB einer ~1askierung auf die Verschiebung des :Ylinimums ist in
den Kalibriefungskurvell in Abbildung 4.6 zu erkennen. 1m linkell Graphen
ist ein 500 pm langer Taper mit verschiedenen :'v1askierungsHingen simuliert
worden. Es zeigt sieh, daB die Einsehrankung der sensitiven TaperJallge die
Empfilldlichkeit ansteigcll laBt. Ein Optimum ist bei einer aktiven Lange von
200pll1 erreicht. Dies bestatigt die Annahm€ aus dem vorigen Abschnitt, daB
in def Region 100 bis 200 Mill von del' Spitze entfernt die effektivste SPrt
Anregung stattfindet.
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KUDSlSlOffpuffer KunstStoffman!e1 Quanglaskcm_,---"1~/
Abbildung 4.7: Aufbau der verwendeten 110/125 j'Jm HCS-Faser.

4.2 Herstellung

1m Rahmen dieser Arbeit wurde ein :wverliissiges HersteJlungsverfahren ge
sueht, das mit vertretbarem Aufwand reproduzierbare Sensoren liefert. Ein
wesentlicher Bestandteil war die Verwendung eines modifizierten SpleiBge
rates 'wm Anspitzen cines geraden Faserendes in der vorangegangenen Di
plornarbeit. Dieses Verfahren ist sehr gut kontrol1ierbar und wurde in Details
optimiert, \Veselltlich verandert wurde hingegen die Metallbeschichtwlg cler
Faserenden, die jetzt homagen libel' den gesamten Faserumfang erfolgt. Au
6erdem ist durch eine Maskierung del' angespitzten Faser die OrtsallfWsung
wesentJich erhoht worden. In den foIgeuden Abschnitten wird del' HersteI
lungsprozeD detaiUiert erlautert.

4.2.1 Anspitzen ("Tapern") der Faser

Ais Fasennaterial wurde eine HCS-Faser mit einem Kern-/.\1antcldurchmes
ser von llO/12511rn gewahlt. fur VorteiJ besteht in del' eillfachen Handhabung
und guten Lichtausbeute. Da sie aus einer zweischicbtigeu Kunstoffumman
telung und einem QuaI'"r-glaskcrn besteht, kann der Kern leicht durch Ver
brennen del' Ummantelungen freigelegt werden. Der Allfbau def ra'ier ist in
Abbildung 4.7 gezeigt. Urn die gewi.inschte OrtsauHosung bei del' Brechungs
indexmessung JlU erreichen, ist ein Anspitzen des Faserelldes VOlllloten. Das
Entfernen des Fasermantels und das Anspitzen erfolgt gleichzeitig mit einem
modifizierten SpleiDgerat ~dodell X75 (R..'\S Kabelgarnituren GmbH, Hagen),
wie in Abbildung 4.8 links zu sehen. Die Umbauten flir den Hebelann mit
Servomotor und das Steuergerat sind in del' Diplomarbeit 123) beschrieben.
Links unci rechts von del' Splei6einheit befinden sich zwei Schlitten, von denen
der Hnke fixiert ist und der rechte Uber einen Hebelarm mit einem Servomo
tor verbunden ist. Del' Kunststoffpuffer muD :tur Vorbereitung mit Hi1fe einer
Abisolierzange von del' Faser auf einer Uillge von ca. lOcm entfernt werden.
:\·tit dem abisolierten Ende nach links wird d3..l111 die Faser auf den Schlit
ten und der Splei1leinheit befestigt. Das andere Ende <Ier Faser wird fiber
einen Steckverbinder mit der Steuereillheit verbunden. \Vahrend des Splei·
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a) b)

Abbildung 4.8: Modjfiziertes SpleiBger.lt zum Anspitzen von Glasfaserenden
(links) und zvvei mogliche Taperformen (re<:hts).

BeDS zundet ein Lichtbogen, dessen Licht tiber die Faser zur Steuel'einheit
iibertragen wird. Diese st.arlet !lach einstellbarer Verz6gerungszeit mit de
fulierter Geschwindigkeit den Servomotor, so daB sich del' Zugschlitten von
del' SpleiBeinheit entfernt lUld die gesclirnolzene Fa.'5er auseinallderzieht. Die
hahe Temperatur Hiilt den KUllststoffmantel verbrennen und legt auf einel'
Lange von 2 bis 7 mm den Quarzglaskern frei. Dureh das Verbrennen del'
Ummantelung muiJ die SpleiBeinlleit nadl einigen Vorgangen intensiv gerei
nigt werden, cia Ablagerungen fill eine erhohte Temperatur sorgen und so
ein kontrolliertes Anspitzen der Faser verhindern. (ber die Zuggeschwinwg
keil und den Strom des Lichtbogens (Temperatur) kann die Geometrie des
Tapers in engen Grenzen kontrolliert werden. Seide Parameter beeinfl.ussen
sich gegenseitig, d.h. ein hoherer Strom erfordert eine hahere Zuggesc.hwin
digkeit rur die gleic.he Geometrie. Generell zeigt die SpleiBtemperatur einen
gro6eren EinHuB auf die TaperHinge. Strome zwischen 15 und 10 rnA erzie
len Taperlangen von 500 bis 1000 11m. AuBerhalb dieser Stromgre07.en Cormt
sich entweder bei bohem Strom eine Kugel am Faserende aus oder die Faser
ist bei zu niedriger Temperatur an deT SpleiBstelle lIur verjiingt. Die Form
des Tapers variiert mit der Zuggeschwindigkeit. Kegelionnige Taper wie in
.'\bbildung 4.8a) ergebell sich bei einer Zuggeschwindigkeit des Schlittens
zwischen 2 und 5 tr~rn. Sei haheren Geschwilldigkeitell ahnelt die Form des
Tapers eher der in Abbildung 4.8 b), wohingegen eine zu lallgsam gezogene
Faser denselben Effekt wie bei einem zu niedrigen Strom zeigt.

In der Regel ist jeder erste bis dritte Tapervorgang erfolgreic.h und ftihrt
zur gewUnschten Geometrie. Dies liegt an dell Verunreinigungeu, die das
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Verbrennen des Kunstoffummalltelung hervorruft. Aus diesem Grund ist es
notwendig, nach dem Tapervorgang die Geometrie des Tapers :ttl kontrollie
reno Unter eiller Stereolupe mit GroBenskala im Okular kaun die Lange und
del' Durchmesser des Tapers mit einer Genauigkeit von etwa .=> J-Lffi 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 clem eines vor
her genau vermessenen Taper verglichen. \Venn die IntensiUit geringer ist, ist
del' Taper zu lang. Ein zu kurzer Taper hingegen zeigt eine hahere Lichtinten
siUi.t. Diesel' Zusammenhang geht aus den Simulationen (siehe KapiteI4.1.2)
hervor. Liegt das Ergebnis im Toleranzbereich VOll ±10 %, kann die Faser an
schlieBend unter dem Mikroskop kontrolliert werden. Die fertige, angespib;te
Faser wird im Reinigungsmittel RES 50 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) von
Riickstanden befreit, mit Ethanol gesptill und in Stickstoff getrocknet.

4.2.2 Maskierung

\Vahrend des Tapems der Faser wird der Faserkern tiber eine Lange von 2
his.=> mm freigelegt. Mit einer Goldbeschichtung wilide SPR auf der gesamten
Lange des Tapers angeregt werden, was zu einer Ortsauflosung in derselben
Gro13enordnung fiihrt und damit deutlich tiber dem Zielbereich von unter
einem Millimeter liegt. Aus diesem Grund mull cler Taper maskiert werden.
Das Beschichtungsmaterial mull ahnliche optische Eigenschaften wie das ur
sprtingliche Cladding haben, damit moglichst wenjg Licht aus del' Faser aus
gekoppelt wird. Dies bedeutet fUr den Brechungsindex del' Maskierung, daB er
kleiner sein mu13 als der des Kerns (nc = 1.4623 IUD). Die meistell Polyrnere,
die in fliissiger Form leicht zu handhaben sind, haben einen Brechungsindex
von meist grol3er als 1.5 R1 . Eille Ausnahme biJdet Teflon AF (DuPont,
\'Vilmingtoll, USA), das im Gegensatz zu anderen Polymeren gute optische,
mechallische und chemische Eigenschaften aufweist. 1m sichtbarell Bereich
ist es klar lind hat mit 1.31 IUU den derzeit niedrigsten Brechungsindex fUr
ein Polymer. Aufierdem ist es {',Xtrem widerstandsfahig gegen aggressive Clle
rnikalien und Ablagerungen, da aufgrund seiner molekularen Struktur nichts
an der Oberflache anhaften kmm. Teflon AF wird zunehmend als ),1aterial
flir optische Faserummantelungen vor allem in Bereichen eingesetzt, in denen
eine groBe chemische W·iderstandsHihigkeit. gl:'fordert ist.

In Abbildung 4.9 ist der Ablauf des Ma'5kienmgsprozesses zu sehen. In
eine Aluminiumplatte befindet sich ein 200 pm breiter Spalt, auf den ein
Tropfen Teflon AF 1600 in Perfluordeca1ill-Losung komrnt. Durch seine hohe
Viskositat verliuft der Tropfen nicht im Spall. Die getaperte und gereinigte
Faser wird von der Seite mit def Spitze nach oben in den Spalt eingefiihrt
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Abbildung 4.9: Maskierung des Tapers mit einer Teflonlosung: a) einfuhren
in den Spalt, b} herunterziehen bis vorn Taper nur noch die gewunschte Lange
unbeschichtet ist.

und durch langsames nach unten ~iehen tiber den gam~en t;mfang mit Teflon
benet:d. '·Venn nur noch die gewiiuschte Taperliinge unrnaskiert ist, wird
die Faser wieder seitlich aus clem Spalt ge:togen und elas Losullgsmittel dar[
abdampfen. Der Pro7.ess wird durch eine Stereolupe kontrolliert. Die Dicke
<Ier Schicht liegt in cler Gro6enordllung von 10 bis 20 IJrn.

Die :\1askienrng kalln entweder vor oder Tlarb def :\'fetallbeschichtung er
folgen. Es ist zu erwarten, daB eine Besch..ichtung nach der Maskierung ein
:\rl.inimum im Reflexionsspektrum verursacht, daC) seine Position in Abhangig
keit vom umgebenen Brechungsindex nicht andert. Diese Eigenschaft konnte
als Referenzierung dienen. Oa der Brechungsiudex von Teflon AF 1600 na
he dem ~le6bereich liegt, ist aber auch ein EinHu6 auf die Empfindlichkeit
nicht ausmschJie6ell , weil sidl das Minimum der J\'laskierung mit dem des
Analyts tibcrlagern kalln. Aus diesem Grund werden beide :YJaskierungsme
thoden und ihr Einftu6 auf Empfilldlichkeit und Ortsauflosung in Kapitel4.4
verglichen.

4.2.3 Beschichtung

Die Fa5ertl mussen mit einem SPR~fahigen Metall beschichtet werden. Oas
Metall, ill das besonders effektiv SP-Moden eingekoppelt werden konnen,
ist Silber, gefolgt von Gold. Silber eignet sich wegen seiner starken Kor
rosionsfahigkeit nicht fiir die AnwendlUlg in der oxidierenden Umgebung
von Meerwasser, weshalb Gold die ein:lige Alternative darste1lt. Oa Gold
in dunuell Sch..ichten keine gute Hartung auf Quarzglas hat l muB :wvor ei
ne Haftvermittlerschicht aufgebracht werden. Hiermr eignet sich besonders
Chrom aufgrulld seiner guten Hartung auf Glas und Gold. Die Schichtdicke
fUr Chrom soil als Haflschicht nur ein bis zwei .\'anometer betragen. Filr eine
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Target Schichtdickenmesser

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

gute Empfindlichkeit des Sensors soli die Dicke cler anschliefienden Gold
scbichl zwischen 50 und GOIlm liegen.

Bisher wurde ein Verfahren verwendet, das die Fasem VOIl zwei gegeniiber
liegenden Seiten mit Gold beschichtet. Auf diese W'eise wurden nur zwei
schmale Streifen auf die Fasern aufgebracht, so daB vie} Licllt ausge,koJ?
pelt wurde. Mit dem hier vorgestelllen modifizierten Verfahren wird eine
Beschichtung tiber den gesamten Umfangs des Tapers gewahrleistet. Beide
Beschichtungen werden in einer Sputteranlage (Auto 306 Vacuum Coating
System, BOC Edwards, Crawley, UK) im Frauuhofer Institllt fiir Fertigungs
technik und allgewandte Materialforschung durchgefiihrt. Eille eigcns flir
diese Anlage entwickelte Halterung fa8t zwOlf Fasern und hat eine Achse,
die von einem ~1otor in der Vakuumeinheit aufgenommen werden kanll. Die
ser ~10tor dreht die Faserbalterung mit einer Drehrate von ca. 180 rs. Die
Schichtdicke kann mittels cines in der Kammer angebrachten Schwingquar7..e5
kontrolliert werden. Allerdings erfaBt diese Kontrolle nur die Schichtdicke, die
sich ohne Rotation auf einer ebenen FHiche ergeben wurde. Die nachtragli
che Konlrolle der Schichtdicke erwies sich mit den zur Verfilgung stehenden
MeBgeraten als nicht durchfi.ihrbar. Mittels Ellipsometrie konnte ein ebenes
Mehrschichtsystem aus Chrom und Gold auf Glas durchaus charakterisiert
werden. \Vegen der zylindrischen Form der Faser ist dieses Verfahren jedoch
hier nicht anwendbar. Es wurde stattdessen eine Yfenreihe zur empirischen
Bestimmung der optimalen Schichtdicke durchgefiihrt, in der rnehrere Satze
unterschiedlich lange beschichtet und anschlieBend ihr Reflexionsspektrum
in \Vasser und Ethanol aufgenommen wurden. Eine ebene Dicke zwischen 75
und 80 nm Gold zeigte hervorragende Ergebnisse und lien im Vergleich mit
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Abbildung 4.11: Schema des Beschichtungsprozesses

Simulationell auf eine 55 bis 60 mD Dicke Beschiclltung sc.hlie6en. Die Ge
nauigkeit dieses Verfahrens ist vollig ausreichend, da die Positionierung der
Fasern und des Schwingquarze fiber clem Target manuell gescllieht und somit
eine groBe Streuung aufweist.

4.3 Kalibrierung von SPR-Sensoren

Die Herausforderung Lei der Kalibrierung von SPR-Sensoren besteht darin,
keinen einzelnen MeBwert, sondern ein Retlexionsspektrum - d.h. einen Vek
tor von Mel3werten - einem Brechungsilldex zuzuordnen. Der gewohnte Be1.ug
von einem ~1el3wert fUr einen ),fel3ptmkt kann aufgrund der grundsatzlichen
Eigenschait von SPR-Spektren , ein cllarakteristisches ~\'Iinilllum aufzuweisen,
auf eillfache \Veise hergestellt werden.

1m Gegensatz zur Bestimmungdes ~1inimumsverwenden sogenannte mul·
tivariante KaJibrierungsverfah.ren das gesamte Spektrum fUr die KaJibrierung
und stelJen so den Vektor einer ~1essung mit dem Brechullgsindex in Bezug.
Dieses Verfahren hat den Vorteil, daB auch Merkmale zur Kalibrierung bei
tragen, die nicht offensichtlich mit clem :MeBwert in Verbindung zu bringen
sind. In diesem Abschllitt werden diese lwei unterschiedlichen Ansatze ge
nauer untersucht.

4.3.1 Bestimmung des Reflexionsminimums

Ein typisches Reflexionsspeklrum cines faseroptischen SPR-Sensors mit clem
ausgepragten ~'fillimum ist in Abbildung 4.12 zu sehen. Die Bestimmung des
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Abbildung 4.12: Beispiel eines gemessenen Reflexionsspektrums bei einem
Brechungsindex von 1.33 RIU.

Reftexionsminimums (anch: ~1in..imUlll.Hunt) sueht die Wellenhinge minima
ler ReflektiviUit, die sich in Relation zum jeweiJigen Brechungsindex eine
Kalibrationskurve ergibl. Der schnellste \Veg1 das :\1inimum 1.U ennitteln
ist, das Pixel mit der geringsten Reflektiyitat zu bestimmen. In diesem Fall
wfirde die r"linimumbestinuTIlmg nie besser seill, aJs der spektrale Abstand
zwischen zwei Pixeln, der bei dem verwendetem Spektrometer bei ca. 0.5 nrn
liegt. Eine Verschiebung des Minimums um 0.5 nm kallll aber schon cine
Brechungsindexanderung von mehr als 10-3 zur Ursache haben. AuBerdem
konnen Rauschprozesse den VV"ert eines einzelnen Pixels nausrei6en" lassen
und so die Allflosung weiler verschlechtern. Aus diesem Grund ist die Me
thode wenig praktikabel. Einc anderer weit verbreiteter Ansatz ist die Be
stimmllllg des ~'!inimums fiber die Ableitung des Spektrums. An der Stelle
des :\1inimums muG die Ableitung Null werden und eincn Vorzeichenwechsel
aufweisen. Abbildung 4.13 zeigt einen Ausschnitt um das Minimum und sei
ne Ableitung. In grau ist der Differenzenquotient dargestellt und in rot die
Ablpjlung nach Savitzky-Golay [24]. Dieser Algorithmlls approximiert den
\Vert eines Pixels mit HiJfe cines Polynomfits dUTch ein Fenster von :\tefiwer
teu. 1m vorliegenden FaJl ist durch Daten eines Fensters \,on 50 Pixeln Breite
ein Polynom ffinften Grades gelegt worden. Zur Orientierung sei erwaJlIll,
daB die Breite des dargestellten spektralen Bereichs 70 nm bzw. 140 Pixel
betragt. Die gepulIktete Liuie bezeichnet die Nulilinie der Ableitung. Die
Bestirnmung des Nulldurchga.llgs ist nieht eindeutig moglich, selbst ,,"enn die
Daten mit einem Filter groBer Fensterbreite gemittelt werden. Das Spektrum
in der Region urn das Minimum verHiuft zu flach, so daB sich selbst kleine
lJnstetigkeiten stark in der Ableitung bernerkbar machen.
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Abbildung 4.13: Suche des Reflexionsminimums mit Hilfe der Ableitung:
Reflexionsspektrum (Quadrate), Differenzenquotient (hel'grau) und Ableitung
nach Savitzky.Golay (dunkelgrau). Die Ableitung weist keinen definierten Null~

durchgang auf.

Eine zuverHissigere Methode zur Suche des Minimums bci verrauschten
Me!klaten besteht in clef Approximation der Daten in einem definierten Be
trachtungsfenster durch ein Polynom. Das .~'ilinimum des Polynoms ist dann
identisch mit clem Minimum der Daten. :Man kaIlII dieses Verfahrcn iterativ
anwenden und das bestimmte Minium als Startwert riir eine erneute Minium
berechnung verwendeu, urn eine hahere Gellauigkeit zu erzielen. In] vorliegen
den Fall ist aber der Startwert fUr elas ?'iIinimum mit dem Pixel geringster
Reflektivitat schon so nah am iVIinimalwert des approximiertell Polynoms,
daB ein Berechnungsdurchgang geniigt. Abbildung 4.14 veranS<'haulicllt das
Verfahren. Das Kreuz markiert den Pixel minimaler ReflektiviHit, urn das
reehts und links €in Fenster von 50 Pixeln gelegt wird. Das lvlinimum des
Polynoms ist als gestrichelte Linie zu sehen. Die Genauigkeit der :\1inimum
bestimmung dieses Verfahrens betragt bis ~u 0.1 nm, was deutJich besser ist
als die spektrale Auflosung des Spektrorneters.

4.3.2 Nichtlineare Regression der Hauptkomponenten

Die Reduktion eines SPR-Spektrums auf die Position des Minimums ver
nachlassigt zugunsten der einfachen Kalibrienmg siimtliche andere Eigen
schaften cler Spektren: die ebenfalls fiir eine Kalibrierung herangezogen wer
den k6nl1en. Abbildung 4.15 zeigt Refte.xionsspektren von vier verschiedenen
Brechungsindizes. l\'lan erkeJlllt deutlich die Verschiebung des Reflexionsmi
nimums, aber auch einen Anstieg der absoluten Refleklivitat an der Stelle
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Abbildung 4.14: Approximation um den Pixel mini maier Reflektivitat (graues
Kreuz) mit einem Polynom dritten Grades (dunkelgraue Linie). Das Minimum
der Approximation ist gestrichelt eingezeichnet.

des Minimums mit zunelunelldem Brechungsindex. Trotz der hoheren Re
fiex.ion an dieser Stelle ist bei 800 11m der Refiexiollswert fUr einen hohen
Brechungsindex kleiner als flir einen niedrigeren, d.h. die Kurve flaellt mit
steigendem Brechungsindex abo Solche Merkmale eines Spektrums koullen
dazu dienen, die Qualitat der Kalibrierung zu verbessern. Zur statistischen
Analyse mehrdimensionaler Abhangigkeiten werden muHivariallte Methoden
wie z.B. die Hauptkomponentenregressioll (eng!.: principal component re
gression, kun~: peR) angewandt. Andere Arbeiten [25] habcn gezeigt, daB
sich eine individuell angepa13te nicht·lineare PCR-~ethode (kurz: NPCR)
sehr gut zur Kalibrierung von Zusammenhangen zwischen spektralen Dalen
unci ehemischen KOl1zentrationen eignen. Dieses Verfahrcn HiBt sich auch auf
SPR-basierte Sensoren anwenden [26].

Fur die Hauptkompollentenregression notiert man die Kalibrationsspek
tren als Matrix. Angenommen, es werden Spektren mit n Stellen und m un
terschiedlicllen BrechuHgsindizes errafit, danll Hifit sich eine ~\'fefiwertlllatrjx

.4 der Form

r1 = (aij) =
[

all

"'I
~,

(4.9)

aufstellen, wobei ~j die Refteklivitat des i-ten Brechungsindexes Vall Pixel
j des Spektrometers ist. Auf diese :\1atrix wird die SinguUirwertzerlegullg
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Abbildung 4.15: Reflexionsspektren von vier verscniedenen Brecnungsindizes.

(engl.: singular value decomposition, kUf?:: SVD) angewendet, so daB

A=US\fT
...-....,.-. ...-....,.-....-....,.-....-....,.-.
mxn mxm mxn nxn

(4.10)

gilt. Die Matrix § ist eine Diagonalmatrix und enthaJt auf ilIrer H<ll1ptciiago
na]en die SinguHirwerte l d.h. die positiven Vllm:e]n der Eigenwcrte von A. Die
Spalten von 0 hzw. \1 sind Link5- bzw. Rechtssingularvektoren, auch Punkt
werte (engl.: scores) respektive Gewichtungen (eng!.: loadings) genallnt. Die
l'\'fatrizen aund Veuthalten signifikante und ullbedeutellde SinguUi.r\'ektoren
in Bezug auf spektrale Anderungen durch den Mefiparameter. Die unbedeu
tellden Vektorell beschreiben zufallige Fehlerquellen der :\1essung ",ie z.B.
Rauschen des Spektrometers. FUr die I<alibrierung des Sensors werden nur
die ersten k Vektoren verwendet, die man aJs signifikant identifiziert bat, die
sogenannten Hauptkomponenten. Aus diesen werden die SpaJten einer ';\1a
trix der sigllifikanten Hauptkomponenten Uk zusammengstellt, die liber einen
Regressionsvektor T mit den :\1eBparametern der Kalibrationsmessungen pin
8eziehung gesetzt wird:

p = U, i'.- --mxl mxl Ixl

(4.11)

Dieses lineare Gleichungss,Ystem mit unbekanntem Regressionsvektor r ist in
den wenigsten Fallen analytisch 16sbar l da je nach Zusammenstellung der
Hauptkomponenten nicht notwendigerweise die Spaltellzahl l von Ok gleich
der Anzahl der Kalibrationspunkte sein mu.6, d.h. Ok ist meist nieht qua
dratisch. Bei mehreren Kalibrationspunkten als Hauptkomponenten (m> l)
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(4.12)uJ = au V §-1
'-v-" '-v-" '-v-"--""-"
Ixk IXll nxk kxk

ist das Gleichungssystem uberbestimmt und es kann mittels eines "Least
Squares"-Algorithmus (liP' - '0" ill = min) naherungsweise gelOst werden. 1m
FaIle eines unterbestimmten Gleichungssystems (m < I) existieren unendlich
viele Losungen, von denen die Losung mit minimaler Norm (11111 = min)
gesucht wird.

Flir die Messung cines unbekannten MeBparameters PI' muB cler Vektor
des Spektrums def unbekannten Probe au auf den Vektor flu liber die Glei
chung

abgebildet werden. Urn Rechenz:eit und Speicherplatz zu sparen, werden nur
die signifikanten Komponenten von t7u berechnet, indem maIl Vauf die ersten
k-Spalten und §-1 auf die ersten k Zeilen reduzierL AllschlieBend erfolgt die
Zusammenstellung def Spalten von Uuk auf die selbe Voleise wie fiir Uk, Dann
errechnet sich der },tlefiparameter aus

(413)

Die Zusammenstellung der Hauptkomponenten in Uk ist von zentraler
Bedeutung bei diesem Verfahren. Zunachst mull entschieden werden, welche
Komponenten signifikant sind. Einen AnJlaltspunkt bieten die mit den Spal
tenvektoren in 0 verkniipften Singularwerte in der Hauptdiagonalen von S.
Je groBer der SinguUirwert ist, desta signifikallter ist auch die zugeharige
Komponente. In Abbildung 4.16 sind reprascntativ die SinguUirwerte einer
MeBwertmatrix mit zwolfKalibratio!lsspektren dargestellt. Normiert man die
SinguHirwerte auf ihre Gesamtsumme, erhaIt man den prozentualen Anteil
der Abhangigkeit, den jede mjt diesem SinguHirwert verkniipfte Kompollen
te auf die Mefiwertmatrix hat. In diesem Beispiel decken die ersten beiden
KOl1lponenten bereits eiuen Allteil von 94.7% abo Der dritte SinguHirwert hat
!loch einen Einflufi von 3.7%, die restlichen neun Komponenten zusammell
nur noch 1.6%. Letztere kannen als unbedeutend klassifiziert werden. Fur
eine Abdeckung von 98.4% sind also drei Hauptkomponellten natig. Sind die
Hauptkomponenten identifiziert, gilt es, aus ihnen die Spalten der Kalibra
tionsmatrix U" zusammemmstellen. Das ursprilngliche PCn.-Verfahren geht
von einem linearen Zusammenhang zwischen Ok und dem )'1eBparameter aus,
so dafi bei zwei Komponenten

(4.14)

ist. Da der Zusammenhang zwischen spektraler Anderung und Brechungsin
dexanderung ll.icht linear ist, kann man die Genauigkeit der Lasung vou Glei
chung 4.11 erhahen, indem man auch hahere Ordnungen und Kreuzprodukte
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Abbildung 4,16: Singularwerte c4 einer MeBwertmatrix und der prozentuale
Anteil an ihrer Gesamtsumme.

der Spaltenvektoren beriicksichtigt. Dieses Verfahren lleJlnt sich nkht-lilleare
peR (NPCR). Filr zwei Kompol1enten und ein Polynom ~weiten Grades gilt

- ( 2' )U.= u,lu,lu,lu,lu,u,. (4.15)

DaOlit ergeben sich bereits flinf Spalten. Die maximale Ammhl der Elemcute
N fUr k Hauptkomponenten und ein PolYllom n-ten Grades b€'rechnet sich
aus

n (k +i-I)N=E . .
i=l t

Jedoch wird die Kalibrierung nieht unendlich genau, je groBer die Anzahl
der Elemente ist. AuJ3erdem ist es nicht moglich, eine optima] zusanunen
gestellte Matrix zu berechnen, sondem sie mull empirisch gefunden werdcn.
Aus N Elementen konnen aber 2N - 1 Regressiollsvektoren erstellt werden,
woraus sich schon bei drei Hauptkomponenten und einem Polynom dritten
Grades 524287 :'1oglichkeiten ergeben. Ein einfaches aber effektives Verfah
ren zur Ermittlung der optimalen Regressionsmatri.x ist das Streichen von
Spalten aus Ok, deren entsprecllelldes Element im berechneten Regressions
vektor einen besonders kleinen \Vert hat. Mit der modifizierten ~1atri."X \Vird
die Genauigkeit der Kalibrierung errecllllet und der Vorgang fiiI den Vek
tor gestoppt, der bei jeder weiteren gestrichene Spalte zu einer signifikanten
\'erschlechterung des Ergebnisses fiihrt. Jenseits dieser ~Iethode sind durch
zufalliges Probieren KaJibrierung moglich, die weit besser sind aIs die Ge
nauigkeit der Testflussigkeiten. Diese Ergebnisse sind praktisch gesehen irre
levant, weil eine Kalibrierung nie genauer sein kann als die zugrunde gelegte
Referenz.
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Flir dieses Kalibrationsverfahren ist eine Software notig, mit der die Kali
brierullg flir Sensoren ausprobiert und die Auswirkungen einer .A.nderung der
Zusammenstellung von Uk sofort sichtbar werden. Nur so kanll eine optimale
Anpassung an einen Sensor geschehen. 1m folgenden Abschnitt wird auf ein
selbst entwickeltes vVerkzeug eingegangen, das aueh samtliche statistiscllen
Auswertungen der Kalibrierung erleiehtert.

4.3.3 Praktische Kalibrierung

Flir die Durehfiihrung der Kalibrierung von SPR-Sensoren ist eine Software
notig, mit der beide Verfahren auf Messtlngen angewendet werden konnen.
Die in Borland Delphi programmierte Applikation SPRmeasure ist wahrend
der Arbeit mit SPR-Sensoren entstanden, urn die Messung von Spektren di·
rekt mit der Kalibrierung ~u verbinden. Es besteht aus einern NIodul imT

Steuerung der Spektrometer-Hardware und einem ~ur Kalibl'ierung der ge
messenen Spektren. Beide in diesem Absehnitt bespl'ochenen Kalibrations
vel'fahren, Minimum-Hunt und NPCR, sind in der Software implementiert
und unter einer Benutzeroberftache zusammengefasst. Mit SPRmeasure kon
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 aIle anderen Spektren in dieser :\1essullg normiert werden.
\\Tahrend jeder Kalibl'ierung gibt es nur ein Referenzspektrum. Hat ein Spek
trum das Attribut "KaJibl'ierung", muB der Parameter der Brechungsindex
der gemessenen Losung sein. Normale Messungell konnen beliebige Namen als
Parameter haben. lhr Brechungsindex errechnet sich mit Hilfe der gewahl
ten Kalibratiollsmethode. SPRmeasure erlaubt es, fUr eine Probe mehrere
Messungen durchzuflihren und Ullter einem Parameter zu speichern. Die Ka
librierung wird mit den gemittelten Daten durchgefiihrt und anschliefiend
auf die eillzelnen Messungen angwandt. Auf diese \Veise wird del' statistische
Mefifehler und die Giite der Kalibrierung bestimmt.

Abbildung 4.17 zeigt das Hauptfenster von SPRmea.sure nach Offnen eines
Satzes von Kalibrationsspektren. 1m rechten Teil des Hauptfensters befindet
sich eine Liste aIler verfUgbaren Spektren mit ihren Parameternamen WId
jeweils einem Ankreuzfeld. Dieses zeigt an, ob das entsprechende Spektrum
momentan dargesteIlt wird und welches Attribut es hat. Das Referenzspek
trum hat ein graues, gesperrtes Ankreuzfeld. Ein "e" anstatt eines Hakens be
deutet, daB (lieses Spektrum zur Kalibrierung verwendet wird. In der Status
zeile am unteren Fensterrand werden Informationen libel' da.'i ange.sch..lossene
Spektrometer, wie z.B. Integl'ationszeit und I\lfittelung, angezeigt. Da.riiber
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Abbildung 4.17: BenutzeroberfJache von SPRmeasure.

befinden sich zwei Registel'kal'tenreiter mit del' Aufschl'ift "Spectrum" und
"Calibration". Del' erste Reiter zeigt die momentan geladencn Spektren all,
wohingegen bei AuswahI des "Calibration"-Reiters ein Analyscfellster mit
je nach I<alibrationsverfahren unterschiedlichen Parametern und Allzeigen
erscheint.

In Abbildung 4.18 ist elas Analysefenster fUr Minimum-Hunt abgebil
det. In einem Textfeld unter dem Plot der Kalibrationsfunktion sind die
Parameter der gefitteten Funktion und statistische Daten 7.U finden. Dazu
gehoren der Regressionskoeffizient r 2 der Eichkurve und die Standardabwei
chungen der :Millimumbestimmung (a),) und des Brechungsindexes der Ka
librationsspektren (an )- Anderungen an den Parametern fUr die ~1inimum

Hunt-~1ethode (Fensterbreite, Polynomgrad der Approximation und der Ka
librationsfunktion) fiihren zu einer sofortigen Xeuberechnuug der Kalibrie
rung, die so fur jeden Sensor individuell optimiert werden kann.

Fiir I\PCR Silld die ~1ogliclLkeiten SPrt-Sensoren zu kalibriereo, wie im
vorherigen AbscIULitt erHiutert, nahezu endlos. Die Zusammenstellung des
Regressiolls\"ektors spielt hierbei eine bedeutende Rolle. Aus diesem Grund
bietet SPRmeasure fUr die XPCR Kalibration eine OberfHicbe an, unter der
beliebige Vektoren zusammengcstellt werden kOIUlen. Oas Analysefenster fiir
NPCR ist in AbbiIdung 4.19 zu sehen_ Gleich unterhalb der heiden Knopf
leisten enthalt eine Tabelle die Hauptkomponenten der ~te13wertmalrix mit
ihrer jeweiligen prozentualen Abdeckung. :\1it der :\1aus kann eine beliebige
Anzahl von Hauptkomponenten ausgewahlt werden, fUr die zusanUl1f'Jl mit
der eingestellten Ordnung ein RegressiollS\-ektor zusammengestellt wird. Die
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Abbildung 4.18: Analysefenster von SPRmeasure fur die Kalibrierung mit der
Minimum-Hunt-Methode.

Abbildung 4.19: Kalibration mit NPCR.
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a:D-Zcikn
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Abbildung 4.20: Me6aufbau zur Messung von Reflexionsspektren.

Elemente dieses Vektars sind unterhalb der Tabelle mit den Hauptkamponen
ten zu finden. Einzeille Elemente k6unen gelOscht. arler neue durch Ziehen und
Ablegen einer Hauptkamponeute erzeugt werden. \Venn beispielsweise das
Element tLIU~ dem Vektor hinzugefiigt werden soll, mull einmal die Haupt
komponente til und zweimal U2 auf ein freies Feld gezogen werden. Nach jeder
Anderuug der Zusammenstellung wird der Vektar, die Standardabweichung
und der Regressionskoeffizient neu berechllet.

Mit SPRmeasure steht eine Auwelldung zur VerfUgung, die die KaJibra
tion von SPR-Sensoreu mit wenig mathematischen Vorkenntnisse tiber die
jeweilige KaJibrationsmethode ermoglicht. Die :\1et.hoden sind auf wenige Pa
rameter redu:.r,iert, deren Eillfl.uB auf die Kalibration in Echtzeit veranschau
licht werden kann. Dadurch erschlieBt dieses Prograrnrn clem Anwender die
!\'fessung des Brechungsindexes, der lediglicll eine fuuktiollsfahige Messung
wunscht und nicht das mathematische Hintergrundwisscn zur manuellen Op
timierung besitzt.

4.4 Charakterisierung der Sensoren

4.4.1 MefJaufbau

Der wr Charakterisierung vPJwendete ~1e6aufbau ist ill Abbildung 4.20 ge
zeigt ulld bestehl ans einer Licbtquelle (~Iikropack HL.2000-FHSA, OstfiJ
dern, DeulscWand), einem lx2 Faserkoppler (CA.l4J.50.l2.11-l, ATl OJ>
tique, Courcouronnes, Frankrcich), einem Spektrometer (PMA-ll, Hama
matsu Photonics K.I<., Hamamatsu City, Japan) und dem Fasersensor. Die
Lichtquelle ist cine \Volfram-Halogenlampe mit einem faseroptischen 5.\IA·
A...IlschluB. Das Licllt wird iiber den Faserkoppler in den Sensor eingekoppelt
und das refl.ektierte Licht am Spektrorneter gemesse.ll. Das PMA-ll deckt
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einen spektralen Bereich von 300 bis 800nm ab und millt fiber eine CCD
Zeile mit 1024 Pixeln. Daraus ergibt sich eine AuHOsung von ca. 0.5 nm. Ein
Computer steuert das Spektromeler fiber eine SCSl·Schnittstelle und liest
die Daten aus. Mit Hilfe des Programms SPRrneasure konnen die Spektren
unrnittelbar kalibriert und gespeichert werden.

4.4.2 Empfindlichkeit

Die Charakterisierung der Empfindlichkeit erlolgte mil Hilfe von handelsubli
then BrecllUngsindexlOsungen. Bei den LOsullgen handelte es sich um Car
gille Refractive Index Liquids der Serie A.A..l\. (Half Set, 10 LOsungen) mit
einem BrecllUugsindexbereich von 1.30 bis 1.39 RIU bei 589.3 nm in 0.01 RI L'
Scluitten und einer Genauigkeit von ±0.OO02 ruu (R.P. Cargille Laboratories
Inc. USA). Erganzt wurde der Satz lim Einzellosungen der Breclmngsilldizes
1.325, 1.335 und 1.345 ruu des selben HersteUers, urn eine moglichst genaue
Kalibration im Bereich von rvleerwasser (1.33 bis 1.34 RIU) zu erzielell. In
jeder Lasung wurden zehu Messungen mil einer Mittelwertbildung von vier
Spektren durchgefiihrt. Dies diente daY.u, den statistischen Felder der Kali
bratiollsmethoden zu ennitteln. Zwischen zwei Messungen sind Riickstallde
def Losullgen durch eine Reinigung in Rotisol entfernt worden. Der Mittel
wert aller zehn lviessllilgen je Bl'echungsindex ging in die Kalibration ein, die
anschlieBend wieder auf jede ein;"elne ~1esslmg allgewandt wurde. Auf die
se \Veise kOllllte man ermitteln, wie empfindlich die Kalibration gegenuber
statistischen Fehlerquellen ist.

Minimum-Hunt

Die QualiUH einer Kalibration mil Hilfe der Minimumsuche hangt von der
Fensterbreite und delll Polynomgrad def ~1inimurnsuchesowie clem Polynom
grad der Kalibrationsfunktion abo Zur Klarung des Zusammenhangs zwischen
den KaJibrationsparametern und der er.lielten Genauigkeit der Sensoren sind
in AbbildulIg 4.2] die durchschnittlicben Regressionskoeffizienten eines Sen
sors abgebildet. Variiert wurde die Fellsterbreite von zehu bis 200 Pixel bei
einem Pol)'nomgrad von zwei bis seclts. Die Durcllschlliltswerte ergeben sich
aus cler ~1inimumbestimmung von elf Spektren mit uuterschiedlichem Bre
chungo;index. Fiir jedes Spektrum ist die tjmgebung um den Pixel minimaler
Refle..-xion mit unterschiedlichell Fensterbreiten und Polynomgraden appro
ximiert worden. Aus den jeweiligen RegressioJlskoeffizienten berechnet sich
der Durchschnitt und ihre Standardabweichung. }Ian erkennt deutlich, daB
eine Fensterbreite von weniger als 50 Pixeln zu keiner guten Approximati
on der Fonn des Spektrums ftihrt (T2 -«: 1), wohingegen cine Fensterbreite
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Abbildung 4.21: Durchschnittliche Regressionskoeffizienten der approximier·
ten Polynome unterschiedlichen Grades und bei verschiedenen Fensterbreiten.

von liber 150 Pixeln die QualiUit nicht wei tel' verbessern kaun. Mit zuueh
mender Fensterbreite nimmt die Standardabweic.huIlg ab, d.h. die Approxi
mation zeigt keine unerwiinschte Abhangigkeit vom Brechungsindex memo
Das Diagramm zcigt aueh, daB ein Polynomgrad von mehr als drei keille
signifikanten Verbesserullgen bewirkt. \VenD man nun von del' Mindestanfor
derwlg einer Fensterbreite von 50 Pixeln und einem Polynom 3. Grades aus
geht, bleibt zu untersuehen, ob eine Obergrenze diesel' Parameter existiert.
Zu diesem Zweck sind fUr elf Brechungsindizes jeweils zehn Spektren aufge
Dammen und derell :\1inimurn approximiert worden. Aus den zehu Minima
pro Brechlwgsindex ergibt sich ein )Aittelwert und eine Standardabweichung.
Abbildung 4.22 zeigt. den Durchschnitt dieser Standardabweichung tiber die
vermessene Brechungsindexspanne in Abhangigkeit von der gewahlten Fen
sterbreite und clem Polynomgrad. Aus diesel' Darstellung ist erkennbar, daB
mit steigender Fensterbreite auch ein h6herer Polynomgrad gewahlt werden
muB, urn eine geringere statistische Streuung in der Minirnurnbestimmung zu
erzielen. So ist beispielsweise bei einer Fensterbreite von 200 Pixeln ein Poly
nom 6. Grades llotig, urn die gleiche durchschnittliehe Standardabweichnung
zu erreichen wie mit einem Polyuomgrad von 4 bei einem 100 Pixel breitem
Fenster, welclws die niedrigste Standardabweichung r.eigt. Dieses Ergebnis
zeigt einen scheinbarell ''''iderspruch r.u Abbildung 4.21. Bei breiteren Fen
stern wud del' Regressionskoeffizient zwar fast eins, aber andererseits nimmt
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Abbildung 4.22: Durchschnittliche Standardabweichung der Minimumbestim
mung von elf verschiedenen Brechnungsindizes in Abhangigkeit von der Fen

sterbreite und dem Polynomgrad.

die Standardabweichung bei der Mi.ni.mwnbestimmwlg :l.U. Dieser Sachver
halt ist damit zu erkHircn, daB zwar da.'" gefittete Polynom sehr gut mit
den Datenpunkten korreliert, aber die Position des Minimums im Spektrum
nicht erhalten bleibt. Die durch ein breiteres Fenster zusatzlich hinzugewon
Ilelle Information eignet sich nicht fUr die exakte Bestimmung des ?vlinimums.
Die optimale Fensterbreite variiert von Sensor Zll Sensor und liegt fur die ver
wendetcn Sensoren in der GroBenordnung von 104 ± 65 Pixeln. In keinem Fall
bringt ein Polynom von mehr als vierter Ordnul1g eine Ergebnisverbesserung.

:Jachdem die !vfinima ausreichend genau bestimmt sind, miissen sie liber
eine Kalibrationsfunktion ins Verhiiltnis zum jeweiligen Brechungsindex ge
bracht \verden. Fur einen Sensor sind in Abbildullg 4.23 exemplarisch die
\Vellenlangen der minimalen ReHexion und ein gefittetes Polynom 4. Grades
dargestellt. In der Tabelle sind die statist.ischen Eckdaten fUr unterschiedli
che Polynomgrade zlisammengefaBt. Der Regressionskoeffizient zeigt ab ei
nern Polynomgrad von vier keine signifikante Verbesserung des Fits. Mit einer
solchen Kalibratiol1sfunktion kann der Brechungsindex mit einer Standard
abweichung von bis zu a = 1.7.10-4 nm bestimmt werden. Bei haheren Po
lynomgraden besteht auch die Gefahr, daB die Kalibrationsfunktion in den
Randbereichen stark ausreiBt und somit den MeBbereich fijr diese Funktion
einschrankt-. In cler Pra.....is hat sich ein Polynom vierten Grades als optimal
erwiesen.

Die Ergebnisse der Kalibration mit Hilfe der Minimumsuche fijr die ein
zeillen Sellsoren sind in Tabelle 4.1 zllsammengefal3t. 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 ,..2 und Standardabweichung a fur Kalibrations
kurven mit unterschiedlichem Polynomgrad.

und ein optirniertes Verfahren sind Ilier gegenUbergestellt. Da-s Standardver
fahren beruht auf einer Approximation des Minimums mit Hilfe eine$ 100
Pixel breiten Fenstcrs und einem Polynom dritten Grades. In dec optimier
ten Version wurde zunnchst mit einer Fensterbreite von 10 Pixel und einer
quadratischen Funktion die Standardabweichung berechnet und anschliefiend
das Fenster in Schritten ~u 10 Pixel soIange verbreitert, bis sich die Stan
dardabweichung nieht weiter verringerte. In einem nachsten Schritt wurde def
Polynomgrad urn eins erhoht und wieder die Fellsterbreite variiert , urn eine
noch geringere Standardabweichung ~u er.tielen. Bei einem Polynomgrad von
fUnf wurde der Vorgang abgebrochen und die Pal'ameterkombillation mit def
gefingsten Standardabweichullg als optimal bewertet. Das optimierte Verfah
ren zeigt eillen durehweg hoheren Regressionskoeffizientell und eine gefingel'e
Standardabweichung. Die erzielte Verbesserung schwankt stark zwischen den
Sensoren wld ist mit Ausnahme YOIl dell Sensoren 2 und 10 signifikant.

peR

Fiir die KaJibration mit NPCR ist vor aUem die Zusammenstellung des Re
gressionsvektors von Bedeutung. Die maUmale Anzahl cler EJemente dieses
Vektors wird clurch die AnzaW der Hauptkomponenten und def gewahlte
Polynomgrad uach Gleichung 4.16 bestimmt. Beliebig viele Elemente konnen
aus diese.m Vektor gestrichen werden, um einerseits die Anzahl der Kalibra
tionsparameter zu reduzieren und andererseits die Genauigkeit zu crhCihell.
Urn den EinfiuB des Regressionsvektors auf die GUte der I<alibration cieutlich
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Tabelle 4.1: Regressionskoeffizient der Kalibrationsfunktion und Standardab-
weichung der Brechungsindexbestimmung fur zehn Sensoren mit einer stan~

dardisierten Minimumsuche (100 Pixel Fensterbreite, Polynom 3. Grades) und
mit optimierten Parametern.

standard optimiert
Fenster- Polynom-

Sensor r' a·l01 breite grad r' a·l0'1

1 0.99985 2.9 40 2 0.99995 1.7
2 0.99990 2.1 110 4 0.99991 2.0
3 0.99972 4.0 50 2 0.99986 2.8
4 0.99962 3.6 120 3 0.99977 2.8
5 0.99957 4.4 40 2 0.99967 3.8
6 0.99943 5.0 160 4 0.99966 3.8
7 0.99976 3.3 120 4 0.99984 2.7
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

Zl! machen, sind die Sensoren mit jeweils einem voJIstandigen Vektor und ei
nem optirnierten Vektor kalibriert und ihre Ergebnisse miteinander vergliehen
worden.

Es wurde bereits erlau tert, daB nicht mehr als drci Hauptkomponen
ten n6tig sind, urn eine Abdeckung von tiber 98 % zu erzielen. FUr den
hier betraehteten SaL" von :t.elUl Sensorell hat die erste Hauptkomponente
eine durdlschnittliche Abdeekung von 88.9 ± 2.4 %, die ersten beiden von
96.1 ± 1.1 % und die ersten drei von 98.9 ± 0.4 %. Del' optimale Regressions
grad wurde mit drei ermittelt und ergab sich daraus, daB ein hoherer Grad
zwar die AnzaW del' Elemellte des Regressionvektors erhoht, diese aber kei
nen positiven EinfluB auf die Genauigkeit haben, d.h. fUr eine bestimmte
Anzahl an Hauptkomponenten existiert ein maximaler, sillnvoller Polynom
grad. \Vahlt man nun zwei oder drei Hauptkomponenten aus, ergeben sich
Regressiollsvektoren mit 9 oder 19 Elernenten. Der Vektor aus zwei Haupt
komponenten ist nieht weiter optimiert worden und stellt die Standardme
thode dar. Zum Vergleich ist ein Vektor aus drei Hauptkomponenten erstellt
und optirniert worden.

Zwei versehiedene Vorgehensweisen sind bei del' Optimierung verfolgt
worden: ",um einen wurden ausgehend yom 9 Elemente groBen Vektor der
Regression zweiten Gradesjedes del' zehn Zllsatzlichen Elemente eines Regres
sionsvektors tlritten Grades einzeln hinwgefHgt und die Standardabweichung
nen berechnet. AIle Elernente, die die Standardabweiclnmg der Kalibration
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4.4 Charakterisierung der Sensoren

Tabelle 4.2: Regressionskoeffizient der Kalibrationsfunktion und Standard
abweichung der Brechungsindexbestimmung fur zehn Sensoren kalibriert mit
NPCR. N gibt die Zahl der Elemente des Regressionsvektors an. In Spalte
"standard" ist N = 9 fur aile Sensoren.

standard
Sensor r2 a - 10-1

1 0.99996 1.6
2 0.99994 1.6
3 0.99984 3.0
4 0.99972 3.1
5 0.99993 1.7
6 0.99991 2.0
7 0.99993 1.7
8 0.99921 5.2
9 0.99992 2.2
10 0.99993 1.7

optimiert
N r2 a· 10"
10 0.99999 0.7
9 0.99995 1.4
9 0.99995 1.7
14 0.99998 0.8
10 0.99998 0.9
10 0.99999 0.7
11 0.99999 0.8
10 0.99994 1.5
10 0.99998 1.1
10 0.99998 1.0

rcduzicrt haben, wurden anschlieflend clem Ausgangsvektor angehangt. :\fun
sind wieder !lach und nach die Elemente mit dem kleinsten Wert aus clem
Vektor gestrichcn worden, his sich die Standardabweichung signifikant erh6ht.
In del' zwciten ~vtethode wird von dem 19-zeiligen Regressiollsvektor dritten
Grades ausgegangen und wieder solange die niedrigwertigen Elemente ge
strichen, bis sich die Standardabweichung nicht weiter minimieren lant. Der
bessere der beiden so erzielten Vektoren ist dauD cler KalibratiollSvektor.

Die erzicltcn Ergebnisse in Form von Standardabweichung und Regres
sionskoelfizient fUr 7..ehn Sensoren sind in Tabelle 4.2 zusammengefaBt. Die
Daten der nieht optimierten Regressionsmatrix mit zwei Hauptkomponenten
sind in der Spalte "standard'( zu linden. Die Spalte "optimiert" enthalt die
Daten fUr die manuell optimierte Matrix mit drei Hauptkomponenten. Es
ist deutlich zu erkennen, daB eine Optimierung der Kalibration mit NPCR
die StandardabweicllUng der Brechungsindexbestimmung durehweg unter die
Genauigkeit der J<alibrationsfliissigkeiten bringen kaun. Aber auch die stan
dardisierte Kalibration weist mit Ausnahme der Sensoren 3, 4 und 8 eine
gute Genauigkeit auf.

ScbluBfolgerung

Die Ergebnisse der Kalibration fiir die einzemell Sensorell sind in Abbil
dung 4.24 zusammengeIaBt. Durchschnittswerte fOr die betrachteten Sen
soren zeigt Abbildung -1.25. In allen Hi.llen erzielt die optimierte NPCR-
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Abbildung 4.25: Durchschnittliche Standardabweichung der Brechungsindex
bestimmung (j und durchschnittlicher Regressionskoeffizient der Kalibrations
funktion f2 mit verschiedenen Kalibrationsmethoden.

Methode die geringste Standardabweichung und die geringste Streuung tiber
aile Sensoren. Bis auf die Sensoren 3, 4 und 8 kann standardisiertes NPCR ein
besseres Ergebnis erreichell als eine Kalibration mit optimierter Minimumsu
ehe. Eine optimierte NPCR-Kalibration erreicht im Vergleich :om einer nicht
optimierten Minimumsuche eine um den Faktor 1.5 bis 7 geringere Standard
abweichung. 1m Durchschnitt liegt der Faktor bei 4.

Der Aufwand, eine NPCR-Kalibration manuell :om optimieren, ist deut
lich hoher als fUr die Minimumsuche. Allerdings lassen sich diese Optimie
rungen gut als Algorithmus formulieren und sind somit auch in die Software
Srllineasure integrierbar. 1m Vergleich zur Minimumsuche sind mit NPCR
fUr kalibrierte Messungen von unbekannten Proben selIr viel mehr Daten
notig. Ein Satz Kalibrationsdaten besteht bei NPCIl aus clem Matrixprodukt
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4.4 Charakterisierung der Sensonm

V§-l mit n x k Elementen, dem Regressionsvektor mit I Elementen und der
Vorschrift Hir die Zusammenstellung von UI;. Eine m.it der ~Hnimumsuche

kaJjbrierte Messung benotigt lediglich die Parameter cler Eichkurve.

4.4.3 Ortsauflosung

Die Ortsauftosung cler Sensoren, die direkt nach dem Tapervorgang mit der
sensitiven Coldschicht beschichtet werden, wird ma6geblich durch die Lange
des entfernten Fasermalltels bestimmt. In cler Regel kann diese Lange bis zu
5 mm bet.ragen. Fur cine OrtsauftOsung unterhalb cines Millimeters ist des
haJb eine Maskierung unerlalllich. Das verwendete :;"faskierungsverfahren mit
einer Teftonschicht ist bereits in Kapitel 4.2.2 beschrieben worden. Die Cha
rakterisierullg der Ortsauftosung wurde experimentell mit drei untersch.iedli
ellen Konfigurationen an eillem geschicllteten System durchgefijhrt.

Die Erzeugung einer :;"1e6probe mit defillierten Crenzftachen zweier Stoffe
unterschiedLichen Brechungsindexes, die zudem die Metallbeschichtung ll.icht
oder nur minimal beansprucbt, gestaltete sich als schwierig. Eine prazise Cha
rakterisierullg ist nur rnoglich, wenn cler l:nterschied cler heiden Stoffe im
Brechungsinclex und damit auch das Signal/Rauschverhaltnis all cler Crenz
Hache ausreichend hoch ist. Dennoch darf cler h6here Brechungsindex nicht
den Mel3bereich des Sensors iiberschreiten. Dieser 'Vert liegt zwischen 1.37
und 1.39 mu, weshalb ein OI/'vVa'3ser System wegen des zu lwhen Brechungs
indexes fast aBer Ole und Fette (n > 1.4 IUU) ungeeignet ist. In erstell Ver
suchen ergaben Schichten aus Gemischen von Agar und \\Tru;ser unterschiedli
cher Salinitat wenig zufriedenstellende Ergebnisse, obwobl die mechanischen
Eigenschaften hervorragend waren. Diffusion zwischen den beiden Schichten
macJlte jedoch eine klare 'Itennung c1er Crenzschicht unmogl.ich.

Die \OVahl fiel letztelldlich auf ein System aus Percoll und \Vasser mit
0.9% Salinitat einged..ickt in Agar. Abbildung 4.26 zeigt den Sensor im Per
coli/Agar ScWchtsystem. Percoll wird in cler Biotechnologie zur Zelltrellnung
verwendet und ist ein Jllineraliscl1E~ :;"1ateriaJ mit sehr geringem osmotischem
Druck und geringer Jonenkonzentration. Die Dichte, und einhergehencl da
mit. auch der Brechungsindex, kann durch Zentrifugieren kontrolliert erhoht
werden. Der Brechungsindex \"On handeJsiiblic1Jem Percoll (Sigma-Aldrich,
~liinchen) betragt 1.354 RIU und hegt damit dentJich uber dem "om Was
ser/Agar Gemisch mit 1.335RIU.

Das Agar wurcle in viereckige I<uvetten geftillt und im Kiihlscluank aus
geharlet. Der r.u charakterisierende Sensor wurde senkrecht nach unten an
einem ~ikromanipulator befestigt und wenige Ylillimeter in die Agar-Schicht
eingefiihrt. \Venn das thermodynamische Gleichgewicht erreicht war, wurde
Percoll auf e1as Agar gegeben. Xun wurde der Sensor in SchriUen von 100 J1.rn
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Abbildung 4.26: Sensor in einem PercolljAgar-Schichtsystem.

herausge7,Ogen und an jeder Position zelm Reftexionsspektren aufgenommen.
Diesel' Messung wurde flir drei 11I1Lerschiedlich konfigurierte Sellsoren durch
geflihrt. Del' erste Sensor war ein unmaskierter Sensor, del' tiber seine ganze
TaperHinge mit Gold beschichtet wurde. In einern zweiten Schritt wurde der
selbe Sensor mit Teflon AF beschichtet und das Profil wiederholt. Ein drittes
Profil mit einem Sensor, dessen Spitze vor del' Goldbeschichtung maskiert
wurde, schlieBt die Charakterisierung abo Abbilduug 4.27 zeigt die Profile
del' drei Maskierullgskonfigurationen.

Del' unmaskierte Sensor zeigt eine Minirnumverschiebung von 586.6um in
Agar auf 602.8nm in Percoll. Die Tiefe, tiber die 10 und 90% del' Verschie
bung des :Vlinimums um 16.2 nrn geschieht, betragt 2.5 nun, d.h. ein abrupter
Obergang zweier Yfedien unterschiedlichen Brechungsindexes kann mit einer
Genauigkeit von 2.5 mm gemessen werden. Die Standardabweichung der Mi
nimurnbestimmung betragt im :\1ittel 0.l2 nm. \Venn nlUl eine Maskierung
auf die SpiL;r,e gebracht und damit die aktive Uillge auf etwa 500 J-lID redu
ziel't wird, verschiebt sich das !vlinimum in Richtung gr6Berer \Velleulangen,
wie im ~'veiLen Profil :.r,u el'kennen. Die Ortsaufl6sIlng verbessel't sich auf ca.
1.6 mm. Allerdings wird der Unterschied des Refiexionsminimums zwischen
Agar und Percoll stark reduziert, d.h. die Dynamik des Sensors wird durch
die Maskierullg vermindert. Deutlich wird dies auch dmch die groBere durch
schnittliche Standardabweichung del' 1'lillimumbestimmung von 0.3] nm. Den
EinfluB del' Maskierung auf das Reflexionsspektrum verdeutlicht der rechte
Graph in Abbildung 4.27, in dem das Reftexionsspektren in Agar jeweils ei
nes Sensors dargestellt ist. Dureh Allfbringen del' Maskienmg auf da') Gold
flacht das Spektrum gerade in del' Region um das Minimum extrem ab, so
daB die MinirnumbestiTlllllung weniger genau win!.
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Abbildung 4.27: EinfluB der Maskierung auf die Ortsauflosung: Profile des Re
flexionsminimums in einem Schichtsystem aus Percoll und Agar mit 0.9 % Sa
Jinitat (links) und Reflexionsspektren in Agar (rechts) gemessen mit Sensaren
ohne Maskierung, einer Maskierung uber der Goldbeschichtung und einer vor
der Goldbeschichtung maskierten Spitze.

Sei der Spitlie des Sensors, mit clem clas clritte Profil aufgenommen WUT

de, handelt es sich um eine vor der Metallbeschichtung maskierte Fa'5erspit
ze. Zwischen Agar und Percoll verschiebt sidl das Minimum um 20.] nm.
Die Breite von 10 bis 90% clicser Verschiebung betragt 1 Jl1m. Die durch
selmittliche Staudardabweichllllg der Minimumbestimmung betragt O.05mn.
Bei der Herstellung ist der Taper tiber eine Lange von ca. 800 pm mit Gold
beschichtet worden. \Vahrend der Ylessung wurde beobachtet, daB sich da<;
Minimum mit der Zeit aueh daun versehiebt, wenn der Sensor knapp unter
der Grenzflache positioniert wurde. Dies ist auf~\Vei Effekte zurtickzufGhrem:
wm einen hat cia<; Licht der Halogelliampe bei Dauerbeleuchtung an der Fa
serspitze das Agar verfliissigt und zum allderen selden das Percoll die Agar
scllicht mit der Zeit aufzuweichen. Beide Ursachen zeigen, da.B es sich bei
der gemessenen Ortsaufit>sung urn eine obere Grem~e handelt. Auch wenn
das Ziel einer Ortsau.fl6sung in der Gr6Benordnung yon lOO 11m bisher nieht
erreicht wurde, zeigt dieser Versuch, daB der Sensor dieses Potential besitzt.

4.4.4 Mechanische Stabilitiit

Die Kenntnis des lokalen Brechungsinde.-xes in einer Sedimentprobe ist n5tig,
urn ein ~\'Iodell flir die Lichtausbreitung im :\1eeresboden zu erstellen. In
£rtiheren Arbeiten sind bereits :\"essungen der skalaren Beleuchtungsdichte in
Sedimenten durchgefiihrt worden, die eine heterogene Verteilung tiber Tiefe
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Abbildung 4.28: Brechungsindexprofil einer Sedimentprobe der Lagune von
Heron Island, Great Barrier Reef. Australien. Es handelt sich urn dasselbe Profil
kalibriert mit Minimum-Hunt (links) und NPCR (re<:hts).

und FHi.che des Sediments ergab. Denlloch wllrde vielfach fUr modellhafte
Berechnungen cler Brechllngsindex als konstant angenornmen. Der Grund fUr
die ungleiclunaBige Vel'leilung kann ul1terschiedliche Ursadlen haben. Sci
konstantcm Brechungsindex bestimmen Absorption und Transmission des
Sonnenlichts durch Sand, Bakterien und organisches Material die Lichtvertei
lung. Sind jedoch lokale Bl'echungsilldexanderungen zu beobachten , kaHn <.lies
auf unterschiedliche I\a.hrstoffkonzentratiollen odeI' SaJiniUitell in cler MeB·
umgebung hinweisen, die eine :vtikrollmgebung fUr Lebewesen schafft hzw.
von ihnen erzeugt wird.

Del' Versuchsaufbau besteht aus einer FluBkammer, die eine Sedimentpro
be enthiilt und mit einer Halogenlampe aJs kiinstliches SOllllenlicht kontrol·
liert beleucntet werden kann. Ein Aquarium ellthiilt einen Wasservorrat \10m

Probenort, der uber eine Pumpe als defillierter, kOllStanter \Vasserstrom tiber
die Probe fliefit, urn naturliche Stromullgsbedingungen zu simulieren. Das
mit clem Brechungsindex.c;ensor aufgenommene Profil 'l"..eigt. Abbildung 4.28.
Hierbei handelt es sich om dasselbe gemessene Profil, das mit ~1inimull1

Hunt und :,\PCR kalibriert wurde. Zusatzlich ist aJs Kreis del' Brechungs
index dargestellt, der nach der Profilnahme im Uberstandswasser des Se.
diments gemessen wurde. Dieser sollte idealerweise identisch sein nut dem
Startwert der ~1essung. Es ist zu erkennen, daB sich der W"ert bei der Ka·
libration mit :\linirnum·Hunt nach oben verschoben hat, wohingegen eine
~PCR-Kalibration desselben Profils eine Verschiebung zu einem kleineren
Brechungsindex hin ergibt , d.h. die Profilnahme sorgt bereits fUr eine Sen·
sorsignaJ, das l1icllt mit clem Brechungsindex der Probe 7.usammenhangt.
Eille i\'linimumverschiebung eines Reflexiollsspektrums hin 7.U gr6Beren Wel-
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lenJangell kaun entweder durch einen steigenden Brechungsindex oder durch
eine diinnere Metallbeschichtung erreicht werden. Da del' Sensor oach del'
Profilnahme sorgfiiltig gereinigt wurde, sind Ablagerungen, die den gernes
senen Brechungsindex Yerandern, auszuschlie6en. Demnach ist die Goldbe
scllichtung durch das Sediment beschadigt worden, was unter dem ~1i.kroskop

aJs Kratzer auf der Sensorspit:r:e erkennbar war. Del' Fehler, cler durch die
veranderte Goldschieht bei del' Brecbungsindexbestimmullg gemaeht \Vird, ist
bei KaJibratioll mit l\PCR sem viel groBer a1s bei Verwendung del' ~'linimum
Hunt-~1ethode lind verandert den :'vle6wert auch in gegensatzliche Richtun
gen. Minimum-Hunt er7.eugt eine Abweichung von ca. 0.0025RlU nach der
Profilmessung. Del' mit :,\PCR bestimmte Brechungsindex liegt mehr als
0.01 ruu unter dem Startwert.

1m Profil del' mit NPCR kalibrierten \Verte ist au6erdem deutlieh eine
Spitze bei 5.25 mm zu erkennen. An diesel' Position ist scholl bei del' Messung
erkennbar gewesen, dan der Sensor offensichtlich auf ein Hindernis gestoBen
ist, das nieht ohne wei teres durchstochen werden kann. \Vahrend des Vor
fahrens verbog sich die Faser au6erhalb des Sediments. Diese Spannung loste
sich wahrend del' nachsten .MeBschritLe. ;'\J'PCR zeigte sich gcgeniiber solcher
nicht kalibricrbaren EinftiiBe auBerst empfindlich. Zwar weist auch die Mes·
sung mit Minimum-Hunt an derselben Stelle ein lokales .~\'Iaximum auf, was
sich jedoch nicht signifikant von del' Verschiebung durch das Abtragen def
Goldschicht abweicht.

4.5 Anwendung

:'\,lachdE"m der Brechllllgsindexsensor wahrend der Charakterisierung seine ho
he Empfindlichkeit und gute OrlsauflOsung gezeigt hat, wurde er in Anweu
dungen del' marinen Mikrobiologie eillgesetzt. In einem Versueh wurde ein
Profit durch eine Ascidie der AIt Diplosoma virens aufgenommen. Der Ver
such ist au! del' Forschungsstation Heron Island im Great Barrier Reef der
lniversity of Queensland, Brisbane, Australien in Zusammenarbeit mit :'\1ee
resbiologen durchgefiihrt worden.

Ascidien beherbergen Kolonien von \Virtszellen und entsprechellden Syrn
bionten, haufig photogene Bakterien oder Algen. Diese Symbionten ,-ersorgen
ihren Wirt mit Kohlenstoffverbindungen, die die Ascidie nicht seJbst prod u
zieren odeI' aufnelunen kann. 1m Gegenzug schafft sie eine fdrderliche Umge
bung fUr die Symbionten lind verteidigt sie VOl' Feinden. Die Art Diplosoma
virens kann beispielsweise SchwefeJsaure ausscheiden, wenn sie unter StreB
stelIt. Die genaue Zusammensetzung des Gewebes, del' Kohlenstoffzyklus und
das Photosystem dieser Kolonien sind bis heute uicht ganzlich bekannt. Ein
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Abbildung 4.29: Ascidie Diplosoma virens mit Symbionten Prochloron sp.
und Acariochloris sp.

guter Uberblick tiber das Zusammenspiel zwischen \\Tirt und Symbiont flir
die hier betraehtete Diplosoma virens und andere Aseidien, die Prochlomn
beherbergen, ist bei Ktihl et a1. [27] ;"u tinden.

Diplosoma virens beherbergt Symbionten der Arten PmchloiOn sp. und
Acar-iochloris sp.. Prochloron sind oxygene, phototrophe Prokaryoten. Ab
bildung 4.29 zeigt eine solche Ascidie. Diese Symbionten befinden sich im
auBeren Gewebe etwa ein bis zwei 1'Iillirneter unter der OberfHi.che der Asci
die und versorgen die Kolouie mit \"ahrstoffen, die sie mittels Photosynthese
gewinnen. Das Gewebe fungiert als Filter gegen UV-Licht mittels MAAs
(mycosporine.like amino acids), Aminosauren, die eine starke Absorption im
UV-Bereieh haben [28]. 1m \Vellenlangenbereich von 400 bis 700 nm hingegen
betragt die Dampfung des Liehts nur ein Aehtel bis ein Viertel der Dampfung
im UV-Bereich. Messungen del' skalaren Lichtstarke mit Ylikrosensoren im
Gewebe del' Ascidie ergaben ein Ma.ximum genau dart, wo sich die Symbion
ten befindel1. Dieses offensichtliche Einfangen von Licht in del' Umgebung der
Symbionten Hi.fit auf ein Maximum eines Gradienten des Brechungsindexes
schlieBen. Bisher war es jedoch nicht moglich, den Brechungsindex in situ
mit entsprechender Ortsaufi5sul1g zu messen.

Mit dem faseroptischen Brechungsindexsensor sind Profile im aufieren
Gewebe einer Ascidie gemessen worden. Hierfiir wurde die Ascidie in einer
Petrischale fixiert und der an einem :~vlikromanipulator befestigten Sensor in
das Gewebe eingestochen. AnschlieBend wurde er in 100 ttm Schritten her
ausgezogen und das Reflexionsminimum bestimmt. Abbildullg 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 au8e
ren Gewebe einer Ascidie. Rechts ist der Sensor in einer KanUle vergr66ert
dargesteJJt.
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Abbildung 4.31: Profil des Reflexionsminimums im auBeren Gewebe einer
Ascidie. Der Pfeil markiert die Stelle des maximalen Brechungsindexes. Die
beiden MeBpunkte bei 600 und 7001Jm sind Artefakte durch mechanischen
StreB, der auf den Fasersensor ausgeubt wird.

die \"eranderlen Reftexionsbedingungen Licht ausgekoppelt. Bei der Messung
ist ein Absinken der Sigllalilltensitat lUld eill starkes Abflachen des SPR
Minimums zu beobachten. Die Bestimmung des Reflexionsminimums weist
bei diesem Effekt eine etwa fiinfmal groBere Standardabweichung auf als ch
ne mechanischen StreB, so daB sicll die Genau.igkeit der Messung stark redu
ziert. AuBerdem verschiebt sich das Minimum zu groBeren \Vellenlangen, so
daB ein Me6signa! erzcllgt wird, das nicht auf einen veranderten Brechungs
index I:uriickzuftihren ist. AufgrWld dieses Effektes wurde der Sensor nicht
kalibriert betrieben, sonclern das Reflexionsminimum aufgenommcn. An cler
Form des Spektrums kaIllI festgestellt werden, ob der Sensor unter mechani
schem StreB steht. Vor der Profilnahme wurde ein Me6punkt im umgebenen
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Wasser aufgenomrnen, der in Abbildllng 4.31 als Quadrat eingezeichnet ist. Es
ist deutlich erkennbar, daB die Messung die Position des Ylinimums 'l,U groBe
ren \¥ellenUingen hin verschoben hat. In 600 JLlTI Tiefe konnte der Sensor nicht
weiter in die Ascidie eingebracht werden, was an einer starken Verbiegung
der Glasfaser und einem dadurch vel'ursachten Anstieg del' SPIl-Vlrel1enHinge
und der Standardabweichung im Profil erkennbar ist. \Vahrend des Heraus
ziehens des Sensors aus der Ascidie entspannte sich die Faser schnell und
die Form des Spektrums nonnalisierte sich wieder, so daB ab einer Tiefe von
500 Jl.rn auswertbare Ergebnisse vorliegen.

Oer maximale Brechungsindex wurde in einer Tiefe von 300 JLrn gemes
sen. Das Ileflexionsminimum liegt dort bei 611 ± 0.1 nm im Vergleich zu
606.6 ±O.14 nm in Meerwasser Val' del' Messung und 609A ± 0.16nm nach der
Messung. Die Ylinimumversdliebung, verursacht durch den Abrieb der Gold
schicht, betragt somit 2.8 nm. Die Verschiebung :-::wischen Meerwasser und
del' Stelle des maximalen Brechungsindexes betragt 1.6 nm, was einer Ande
rung des Brechungsindexes von mindestens +0.001 RllJ gegentiber Meerwas
ser entspricht. Gesetzt den Fall, daB das Minimum auch wahrend des Her
ausziehens durch Abrieb an der Faserspitze verschoben wird, ware der maxi
male Brechungsindex im Ascidiengewebe noeh groBer. In jedem Fall genUgt
die gemessene Oifferenz zwischen dem Brechungsindex des umgebenen :Meer
wassers und clem lnnern des Ascidiengewebes, um das einmal eingekoppelte
Licht innerhalb cler Ascidie zu halten und $Omit eine lidlt1eitende \Vil'kung
zu haben.
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Kapitel5

Konzept eines bildgebenden
SPR Systems

Der faseroptische Brechungsindexsensor konnte seine Funktionsfahigkeit und
Ortsauflosung in der Profilmessung im iiuBeren Gewebe einer Ascidie unter
Beweis stellen. Jedoch bleibt der Nachteil einer Punktmessullg, daB mchrere
gleichzeitige MessulIgcll an unterschiedlichen Orten nUf mit mehreren Sen
soren moglieh sind. Ais L6sung fUr die zweidimensionale Messung kommen
bildgebende Verfahrell \Vie das SPR Imaging in Frage. Das Funktionsprin
zip ist bereits in Kapitel 3.3 erHiutert worden. In diesem Kapitel wird das
Konzept eines soJchen SPR Imaging Systems1 das filr die Anwendung in der
marinen i'vlikrobiologie entwickelt worden ist, Daher crlautert.

5.1 Struktur des Mel3systems

Die \Vahl der Lichtquelle fur die Anregung fiel auf eine \Vei13lichtquelle. Ei
De Laserlichtquelle kommt trotz der hoheren Emptindlichkeit gegeniiber des
Brecl.1Ullgsindexes wegen der Streifenbildung auf den Aufnahmen nieht in
Frage. Flir erste Versuche solI eine Halogenkaltlichtlampe 1<I.,..2500 (Schott
GmbH, ~1ainz) eingesetzt werden. Das SensorpJement besteht aus einem un·
beschichteten, rechtwinkligen BK7-Gla'5prisma (\\132-527, Edmund Industrie
Optik GmbH, Karlsruhe), auf das mit ImmersiollsOl zur Anpassung des Bre
chungsindexes ein beschichleter Objekttrager befestigt wird. Dieser ist mit
2 tun Chrom als Haftvermittlerschicht zwischen Objektrager und einer 50 nm
Goldbeschichtullg versehen. Die zu messende Probe wird auf den beschich
teten Objektrager aufgebracht. Zur Untersuchung yon marinen Organismell
ist es notig, eine Flu13kammer zur Ef'.teugung definierter Umgebungsbedin
gungen mit dem Objektrager zu wrbinden. Es ist auch denkbar, mikrobielle
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Konzept eines bildgebendcn SPR Systems

Halogenlampe
mil

Schwanenhals

Motorsteuenmg,

zwei iibereinander
angeordnele Drehtische

Kamera

Abbildung 5.1: Aufbau eines SPR Imaging Systems basierend auf der Anre
gung mit einer WeiBlichtquelle. ErHluterungen siet'le Text.

\1atten direkt auf dem Objekttrager aufwachsen zu lassen, urn den \Vachs
tumspro",eB del' .\tlatten unter verschiedenen Bedingungen zu beobachten.
Als Detektor dient die CCD-Kamera llsensicam sensimod" (PCO Computer
Optics GmbH, Kelheim). Zusatzliche Komponenten sind eine Kollimations
optik sowie ein Polarisationsfilter flir die Lichtquelle und ein Interferenzfilter
vor del' Kamera. Falls die ~vfessung llicht in Dunkelheit durchgeflihrt werden
kann, ist zur :'.-linimierung des Einflusses von Umgebungslicht ein zlisatzlicher
Polarisationsfilter VOl' del' Kamera erforderlich.

Die Allol'dnung von Lichtquelle, Prisma und Kamera ist in Abbildullg 5.1
gezeigt. Das System ba.':iiert auf zwei Drehtischen (DT-80, )'1icos, Umkirch)
und cinem optomechanischen Schienellsystem ("moskito", ebenfalls Micas).
Auf einer Grundplatte sind die beiden Drehtische genau ubereinander an
geordnet. Auf dem unteren wird eine Schiene befestigt, die verschiebbare
Reiter aufnehmen kaIll, so daB ein InterferenzfiIter und die Kamera in einer
optischen Achse liegcn. Das Prisma wird auf eillem Vcrschiebetisch, del' sich
lateral in zwei Achsen um ±2.5 nun justieren laBt, auf dem oberen Drehtisch
befestigt. An dem Prisma wird del' goldbesehiehtete Objektrager und auf die
sem die zu messellde Probe fixiert. Da die Goldschicht nicht den gesamten
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5.2 AusbHck

Abbildung 5.2: Photo des SPR Imaging Systems.

Objektdiger homogen bedeckt und auch die MeBprobe lIicht immer exakt po
sitioniert werden kanu, kaun mit dell lateralen Stellschrauben das Prisma so
justiert werden, daB das Anregungslicht den gewilnschten Bereich beleuch
tet. Als Lichtquelle client cine Halogenlampe mit Schwanellhals. Das Ende
des Schwanenhalses \Vied an einem Reiter befestigt, del' auf einer zweitcll
Schiene bewegt werden kaun. Diese Sdliene ist fest mit del' Grulldplatte ver
bunden, so daB zue Eillstellwlg des Einfalls- bz\\'. BeobachtungswinkeJs das
Prisma hz\\'. die Karnera bewegt werden rnufi. Urn den gJeichen Einfalls- wie
auch Ausfallswinkel einzustelJen, mun die Kamera urn den doppelten Winkel
\'erfahren werden \Vie elas Prisma. Die Drehtische sind mit Schrittmotoren
bestiickt, die den Tisch in Schritten von 0.01 0 bewegen lassen. Die ?I'lotoren
werden Uber eine Motorsteuerung geregelt, die an einen PC angeschlossen
ist. Dicse Steuerung ist in cler Lage, die Drehtische in eine definierte Position
zu drehen, von wo aus eine prazise Einstellung der \Vinkel erfolgen kann.

5.2 Ausblick

Der mechanische Aufbau ist bis auf den beschichtetcn Objekttrager kornpJett.
Die BeschichtU11g solIte in derselben Sputteranlage durchgefiihrt werden, wie
flir die faseroptischen Sensoren. Aufgrund tcchnischer Schwierigkeilen cler
Beschichtungsanlage ist es bisher jedoch nicht gelungeu, die Glastrager mit
einer SPR-fahigen MetaJibeschichtung zu versehen. Deshalb liegen im zeitb-
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Konzept cines bildgebendell SPR Systems

chen Rahmen dieser Arbeit noch keine Ergebnisse des ]\vleBsystems vor. An
dieser Stelle soli nun ein Ausblick auf geplante AktiviUiten flir bildgebende
SPR gegeben werden.

Der erste Schritt ist eine Charakterisierung des Systems im Hinblick auf
die in dieser Arbeit nicht experimentell untersuchte \Vinkelabhangigkeit der
SPR-Allregung. Zu diesem Zweck werden mit unterschiedlichen Interferenz
filtern in einem \VellenHingenbereich von 600 bis 800 nrn in Schritten zu 10 urn
Aufnahmen im \Vinkelbereich von 60 bis 85" gemacht. Die Berechnungen in
Kapitel 2.2 haben ge.,;eigt, daB in diesem \\Tertebereich eine sehr effektive
SPR-Anregung erfolgt. Die Messungen werden fiir unterschiedliche Objekt
trager durchgefiihrt, urn eine optima]e Kombination aus Anregungswinkel
und Filter zu finden. Ais optimal ist die Anordnung zu bezeichnen, die fur
den gewunschten MeBbereich des Brechungsindexes die groBte Intensitatsdy
namik zeigt, also an der Stelle, an der die Steigung der ReflektiviUitskurve
den gr6J3ten Betrag hat. In Abbildung 2.5 auf Seite 16 beispielsweise :;,eigt im
linken Graphell die Reflexionskurve fiir (JOO nm die groBte Anderung bei ei
Ilem Einstrahlwinkel 75" oder 77". Je groBer die V\i'ellenHillge des Interferenz
filters gewahlt wird, clesto kleiner wird der .\1eBbereich des Brechungsinde
:xes, da mit steigender Anregungswellenlange der Kllrvenverlauf steiler wird.
Allerdings erhoht sich die AliHosung stark, weil eine kleine Anderung des
Brechllugsindexes eine groBe IntensiUitsanderullg bewirkt. Dieses Verhaltcn
kann allsgenutzt werden, illn in einer ersten ~'fessung mit einer kleinen \Vel
lenliinge den Brechungsindexbereich der Probe zu ennitteln und anschlieBend
mit einer gr6Beren vVellenlange die Genalligkeit der Messllng zu erh6hen. FOr
eine automatisierte .\tfessung ist dann ein motorisiertes Filterrad anstelle ei
nes einzelnen lnterferemfiJters notig.

Nach einer allsreichenden Charakterisierung des Systems sind Labormes
sungen an Ascidien geplant, lUn die Ergebnisse aus den !vlessungen mit dem
faseroptischen Sensor zu vertiefen. An den Ascidien soll die Brechungsin
dexverteilung um die Symbiontcn untersucht werden. Mit Hilfe des Kamera
systems kann auch beobachtet werden: ob der aus den Profilmessungen er·
mittelte Brechungsindexunterschied zwischen dem Gewebe del' Ascidie illld
dem Umgebungswasser mit der Aktivitiit der Symbionten %usammenhiingt
oder ob es eine Eigenschaft des Gewebes selbst ist. Hierror muB der Bre·
chungsindex in Abhallgigkeit von der lntensitat eiller aktinischen Lichtquelle
betrachtet werden.
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Kapitel6

Zusammenfassung

III den letzten Jalu-en ist ein gro6er "Iarkt fUr SPR-basierende MeBsysterne
im Bereich der Chemo- und Biosensorik entsta.nden. Die Brechungsindexab
hangigkeit wird bei diesen Systemen z.B. a15 \Vandlungsmechanismus rUr
sehr spezifische ~101ekiilbindungen verwendet. In dieser Arbeit ist das MeB
prinzip direkt auf die Messung des Breclmugsindexes in def Umgebung von
phototropheu1 mariuell Mikroorganisrnen angewalldt worden.

Der Sensor besteht aus einer Multimode-Glasfaser1 deren Ende tiber cine
definierte Lange angespitzt wird und mit ciller SPR-unterstiitzenden Me
tallbeschichtung versehen wird. Durch eine .Maskierung uuter del' Metallbe
schichtullg werden Bereiche des Sensors passiviert, urn bei del' Messung die
Ortsaufl6sung zu erhohen. Die Anregung von SPR geschieht durch Einkop
pelullg von \VeiBlicht einer Halogenlampe in die Faser. Das reflektierte Licht
der Faserspitze wird iiber einen Fac;erkoppler mit einem Spektrometer ge
messen lind anhand des spcktralell Verlaufs bzw. der \VellenHi.nge mini maIer
Reflektivitat der Brechungsindex ciner ullbekannten Probe bestimmt.

Simulalionen des StraWenverlaufs innerhalb des Tapers und der \Vechsel
wirkung mit der Metallbesehichtllllg habcn ge7.eigt, daB die Lange des Tapers
die reflektierte Lichtintensitat stark beeinfluBt. Je Hi.nger der Taper ist, desto
geringer ist aueh die reftektierte Liclitmenge. Andererseits wird das Reftexi
onsminimum dUTch lange Taper sHirker betont, so daB ein KompromiB zwi
schen Lichtintensitat und SPR-\Vechseh,irkung im Taper gefunden werden
DInGte. Die Ergebnisse haben gezeigt, daB bei einem 500 bis 1000 lim langen
Taper eine Ortsauflosung von 100 pm bei ausreichender Signalstarke erzielt
werden kann. Die Empfindliehkeit gegenuber dem Brechungsindex wird dUTch
die Tapergeometrie zudern nieht mafigeblich beeinfluBt, d.h. die theoretische
Versch.iebung des Reflexionsminimull1s bci Variation des Brechungsindexes
ist uahezu llnabhangig von der Geometrie der Faserspitze.

Auf die hergestellten Sensoren wurden zwei Kalibratiollsverfahren auge-
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Zusammenfassung

wandt und miteinander verglichen. Einerseits \vurde mit Hitfe der \tIinimum
suche die \Vellenlange der minimalen Ileftektivitat bestimmt und in Relation
zum gemessenen BrecllUngsilidex gesetzt. Andererseits kam die niehtlineare
Regression der Hauptkomponenten (KPCll) ZUlli Einsatz, bei der die gesam
te J<urvenform mit dem Brechungsindex korreJiert wird. Die Parameter der
beiden Methoden sind flir sich optimiert und die erzielten EmpfindJichkeiten
miteinander verglichen worden. Dabei zeigte siehl daB mit NPCR durch
schnittlich eine um den Faktor 4 genauere ~1essung des Brechungsindexes
moglich ist als mit der Minimumsuche. Die Minimumsuche zeigte sieh jedoch
robuster gegenuber Drifterscheillungen des Sensors durch Abrieb an der Me
tallbeschichtung.

Mit den hergestellten Sensorell ist es moglich, den Brechwlgsilldex mit
einer Genauigkeit von 10-4 RIU zu messen. Dieser \Vert ist vergleichbar mit
anderen Arbeiten, deren Sensor keine ausreichend hohe Ortsauflosung aufwei
sen. Flir die Messung von BrechulIgsindexprofilen in marinen Lebensraumen
ist del' hier vargestellte Sensor sellr gut geeignet. Die Ortsaufl6sung wmde
in einem Schichtsystem aus Agar und Percall bestimmt und bet-rug 1 mm,
obgleieh mit den beiden Stoffen kein idealer Ubergang zwischen unterschied
lichen Brechwlgsindizes el'zeugt werden konnte. Deshalb liegt die Ortsauf
lasung eher in der GroBenol'dnung einiger hundert Mikrometer. Unmaskierte
Sensol'en haben im Gegensatz hienm eine Ortsauft6sung von 2.5 bis 7 mm.
~.fit diesem Sensor ist es somit gelwIgen, den Brechungsindex in wassrigen
~ledien mit bisher nicht erzielter Ortsaufl.asung zu messen.

Der Sensor ist an biologischen Proben zur Anwendung gekommen. Profile
im auBeren Gewebe einer Ascidie zeigten ein Maximum des Breclmngsinde
xes in der Nahe von phototrophen Sym13ionten. Dadurch konnte die Vermu
tung bestatigt werden, daB ein Maximum del' LichtintensiUit, da", zuvor an
derselben Stelle gemessen wurde, auf die Anderung des Brechungsindexes
J\urlickzufiihren ist. In weiteren Experimenten soll nun untersucht werden,
ob es sich um eine Eigenschaft des Gewe13es handelt oder 013 beispielsweise
Nahrstoff- oder Salzkonzentrationen den Untersehied erzeugen. Desweiteren
sind Versuche an schleimbildenden Biofilmen geplant, die ebellfalls eine stark
hetereogene Verteilung del' LichtintensiUit zeigen.

Fill die Visualisierung zweidimensionaler Brechungsilldexverteilullgen ist
ein Konzept fUr ein biJdgebendes SPR-System elltwickelt worden. Die SPR
AnreglUlg erfolgt wie beim Fasersensor mit einer \;VeiBlicbtquelle: jedoch mit
Hilfe einer Kretschmann-Kollfiguration. Das vom Prisma reflektierte Licht
wird hinter einem lnterferenzfilter mit einer CCD-Kamera aufgenommell.
Eine .A..ndenUig des Brechungsindexes schHigt sich in del' IntensiUit del' Auf
nahme nieder. Mit diesem System sollte es maglieh werden, den Brecllllngs
index mit einer Ortsauflosung von maximal 5 Jlm bei einer Empfindlichkeit
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besser als 10-4 rue zu messen. Aufgrund technischer Schwierigkeiten in der
Beschichtungsanlage konote das System im Rahmen dieser Arheit nicht mehr
charakterisiert werden.

Der hier vorgestellte faseroptische Brechungsindexsensor kOllute in bisher
lucht losbaren Me6aufgabell in der marinen Mikrobiologie eillgesetzt werden
und Iieferte Ergebnisse. durch die weitere Auwendwlgen und Untersuchun
gen an Meereslebewesen moglich werden. Bislang sorgten die durchgefiihr
ten .\1essungell fUr ein klareres Verst.iindllis rur elas Zusammenspiel zwischen
Symbiont und \Virt einer Asciclie. Die Anwendungen werden auf mikrobielle
\1atten in Gewassern mit sehr hohem SaJzgehalt erweiterl, da hier dUTch die
SaliniUit der Brechungsindex des \Vassers ma6gebJich beeiuftu.6t wird und
Auswirkungeu auf die Lichtausbreitung in der :'\ahe phototropher Organis
me.n hat. Erste Ergebnisse und Auwendungeu des SPR-Imaging-Systems sind
ebenfalls in naher ZUkUllft gepJant.

69



Literaturverzeichnis

[1] H. ~'v1acleod, Thin-Film Optical Filters, Adam Hilger Ltd., London, 1969.

[2J R. \v. ,,,rood, On a remarkable case of uneven distribution of light in a
diffraction grating spectrum, Philosophical Magazine 4 (1902) 396-402.

[3] A. Otto, Excitation of Jlonradiative surface plasma waves in silver by me
thod of frustrated total reflection, Zeitschrift fUr Physik 216 (4) (19G8)
398-410.

[4] E. Kl'etschmann, Radiative decay of non radiative surface plasmons ex
ciled by light, Zeitschrilt fUr Naturlorschung A A 23 (12) (1968) 2135
2136.

[5] E. KretschmaUll, Die Bestimmung optischer Konstanten von Metallen
durch Anregllug von OberfHichenplasmaschwingungen, Zeitschrift fill
Physik 241 (4) (19il) 313-324.

[6] H. Raether, Surface plasma oscillations and their applications, Physics
01 Thin Films 9 (1977) 145.

[7] H. Raether, Surface Plasmons on Smooth and Rough Surfaces and on
Gratings, Springer, Berlin, 1988.

[8] C. ~ylander, B. Liedberg, T. Lind, Gas detection by means of surface
plasmon resonance, Sensors and Actuators 3 (1982) 79-88.

[9] B. Liedberg, C. Nylander, I. Lundstrom, Surface plasmon resonance for
gas detection and biosensing, Sensors and Actuators 4 (1983) 299-304.

[10] J. Homola, S. S. Yee, G. Gauglitz, Surface plasmon resonance sensors:
review, Sensors and Actuatots B 54 (1-2) (1999) 3-15.

[11] R. C. Jorgensoll, S. S. Vee, A fiber.optic chemical sensor based on surface
plasmon resonance, Sensors and Actuators B 12 (1993) 213-220.

70



L1TERATURVERZEICHXIS

[12J R. C. Jorgenson, S. S. Yee, Control of the dynamic range and sensitivity
of a surface plasmon resonance fiber optic sensor, Sensors and Act.uators
A 43 (1994) 44-48.

[13] A. Katerkamp, P. Bolsmann, ~1. 'iggemann, ~1. Pellmann, K. Cam
maml, Micro-chemical sensors based on fiber-optic excitation of surface
plasmons, ~'Iikrochirnica Acta 119 (1995) 63-72.

[14J R. Alonso, F. VilJuendas, J. Tornes, J. Pelayo, New 'in-line' optical
fibre sensor based all surface plasmon excitation, Sensors and Actuators
A 37-38 (1993) 187-192.

pal c. Ronot-TrioJi, A. Trouillet, C. Veillas, H. Gagnaire, ~,'Ionochromatjc

excitation of surface plasmon resonance in an optical-fibre refractive
jllCle.x sensor, Sensors and Actuators A 54 (1996) 589--593.

[16] A. J. C. Thbb, F. P. Payne, R. B. Y1illington, C. R. Lowe, Single-mode
optical fibre surface plasma wave chemical sensor. Sensors and Actuators
B 41 (1997) 71-79.

[17] R. Slavik, J. Homola, J. Ctyroky, Miniaturization of fiber optic surface
plasmon resonance sensor, Sensors and Actuators B 51 (1998) 311-3]5.

[18] L. A. Obando, K. S. Bookslt, 'funing dynamic range and sensitivity of
white-light, multimode, fiber-optic surface plasmon rC50nsnce sensors,
Analytical Chemistry 71 (1999) 5116-5122.

fI9] E. Yeatman, E. A. Ash, Surface-plasmon microscop)\ Electronics Letters
23 (20) (1987) 1091-1092.

120] B. Rothhausler, W. Knoll, Surface-plasmon microscopy, ~ature 332
(1988) 615-617.

121] H. Knobloch, G. von S~ada-Borryszkowski, S. Woigk, A. Helms, L. Breh
mer, Dispersive surface plasmon microscopy for the characteriution of
ullralhin organic films, Applied Physics Letters 69 (16) (J996) 2336
2337.

[22J B. P. :'<elson, A. G. Frutos, J. ~!. Brockman, R. ~1. Corn, Near-infrared
surface plasmon resonance measurements of ultrathin films. 1. ..\.ngle
shift and SPIl imaging experiments, Analytical ChE'mislry 71 (1999)
3928-3934.

71



LITERATURVERZEICH'iIS

[23J B. Grunwald, Faseroptischer Mikrosensor zur ~'Iessung des Brechungs
index nach dem Prillzip der OberfUichenplasmonenresouaJlz, Diplomar
beil, Cnjversilat Bremen (1999).

[241 A. Savitzky, M. J. E. Golay, Smoothing and differentiation of data hy
simplified least squares procedures, Analytical Chemistry 36 (8) (196-1)
1627-1639.

[25] T. Isaksson, T. ~res, The effect of multiplicative scatter correction
(~'fSC) and linearity improvement in i\"IR spectroscopy, Applied Spec
troscopy 42 (7) (1988) 1273-1284.

[26] K. Johnston, S. Vee, K Booksh, Calibration of surface plasmon res<r
nance refraclometers using locally weighted parametric regression, Ana
lytical Chemistry 69 (1997) 1844-1851.

[27] M. Klihl, C. Lassen, N. P. Revsbech, A simple light meter for ll1easure~

mellts of PAR (400 to 700nm) with fiber-optic microprobes: Application
for P vs Eo (PAR) mea':iurements in a microbial mat, Aquatic Microbial
Ecology 13 (1997) 197-207.

[28] M. Kiihl, A. \V. D. Larkum, The microenvironment and photosynthetic
performance of prochloron sp. ill symbiosis with didemnid a'3cidians, in:
J. Secklach (Hrsg.), Cellular origin and life in extreme habitats Vol. 4,
Symbiosis: :'vIechanisms and Yfodel Systems., Kluwer Academic Publis·
hers, Dordrecht, 2002.

72



Teil II

Pulsweitenmoduliertes
Kamerasystem zur Messung
von Chlorophyll-Fluoreszenz

73



Kapitel7

Chlorophy11-FIuoreszenz

7.1 Biologische Bedeutung

Die Photosynthese ist einer der wichtigsten Proz:esse in def Biologie. Die
Fiihigkeit, mittels Licht Kohlenstoff zu fixieren, client zur Erzeugung von
Biomasse odeT :Kahrstoffen und bedeutet damit Wachstum. Es existieren
verschiedene Prozesse "'UT Kohlenstoffixierung, von denen aber die Photo
synthese der bekaunteste, wichtigste und am besten untersuchte ist. Sie wird
nicht nur in den grilnen BliiUern von terrestrischen Pflanzen betrieben, SOIl

clern z.B. auch von griin-blauen Bakterien (Cyanobakterien) unci roten oder
grlinen Algen. Somit wird kInr, daB die Evolution cler Photosynthese.ie nach
Lebensrawn und Lichtbedingungen unterschiedlich veTlief. Aus der Kennt
nis der Photosyntheserate, clem :~'ilaB del' Umwandlung von Licht in organi
sches ~'Iaterial, Sauerstoff oder auch oxidierte Sclnvefelverbindungen, lassen
sich Einblicke in die Physiologie der Lebewesen gewinnen und somit Stoff
kreisHiufe in Okosystemen erschlieBen [1].

Photosynthese beruht auf del' Absorption von Lichtenergie mit Hilfe so
genannter Antennen-Komplexe. Dies sind Farbpigmente, die ahnlich der So
larzelle in del' Lage sind, Lichtenel'gie zur Ladungstrennllug und damit zur
El'zeugung freiel' Elektronen zu verwcllden. Das bekanuteste Pigment fUr die
sen Prozess ist Chlorophyll. Die erzeugten Ladungstrager durchlallfen eine
Reihe biochemischer Reaktionen, bis sie letztendlich die Energie zur Fixie
rung von anorganischem Kohlenstoff liefern. Die Elektronentransportkette
del' Photosynthese fUr Organismen, die 7,ur Gewiunung von Elektronen \-Va,>
ser oxidieren (oxygene Phototrophen), ist schematisch in Abbildung 7.1 ab
gebildet. Zu erkelUlen sind zwei Reaktionszentrell (Photosystem lund 11),
mit z:wei unterschiedlichen Antennen-Komplexen PG80 und P70D, die Licht
unterhalb vOll680nm hzw. 7DOnm "einfangell" k6nnen. Ausgehend von Pho-
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Pbotosystem [] Pbolosystem I

Abbildung 7.1: Die photosynthetische Elektronentransportkette yon oxygenen
Phototrophen. P680 und P70D sind Antennen-Pigmente zur lichtabsorption.
Oer Prozess startet mit der Oxidierung von Wasser zu O2 im Photosystem II,
wofur vier Lichtquanten notig sind. Weitere Erlauterungen siehe Text.

tosystem II wird durch Licht die Oxidierung von \Vasser zu reinem Sauerstoff
angeregt, wobei P680 durch ein entstehendes freies Elektl'on in eincn ange
Tt>gten Zustand gehoben wird. Filr diesen Prozess sind vier Lichtquanten
notig. Zunacllst wird danD def primare Elektronenakzeptor QA reduziert,
der dann wiederul11 nach Aufnahme VOI1 zwei Elektronen den sekundareu
Aheptor Qe reduziert. QA und QB sind Pla.<>tochinone, die an Proteine ge
bunden sind. Ansehliefiend lost sich das QB-\1oJekiil aus seiner Bindung und
diffundiert innerhalb der Chloroplast-::vtembran zu einem weileren :\1olekiil
KOlnplex (boll) und gibt dort seine Elektronen an ein Plastocyarun (PCy)
wieder abo Die Diffusion ist die langsarnste Reaktion in der TI"ansportkette,
wodurch sich reduziertes QB zu einem Piastochinon-Pool (PC-Pool) akkumu
lieren kann. \Venn sieh dieser Pool weitgehend gefiillt hat, wird ein Ubergang
der Elektronen vaIl QA nach QB sellr unwahrscheinlieh, so daB das ursprting
lieh angeregte P680 unler Lichtabgabe in seinen Grundzustand zuriickfallt.
Haben Elektronen das Photosystem I erreicht, ist ein weiterer Liehtquant
notig, urn P700 in einen a.llgeregten Zustand zu bringen, wodurch Ferredo
xin (Fd) rcduziert wird. Mit Hilfe der Oxidation von Ferredoxin kann ein
Energietrager fUr den StoffwechseJ (l\ADPH) gebildet werden, dessen Re
duktionsaquivalent uber den sogenannten Calvin-Zyklus mit anorgallischem
Kohlellstoff (C02 ) in organischen Verbilldungen - z.B. Zucker - fixiert wer
den kann. Dieser Prozess ist llicht mehr auf Liehtenergie angewiesell und wird
deshalb im Gegensatz zur beschriebenen Lichtreaktioll der Elektrollentrans
portkette als Dunkelreaktion bezeichnet. Die gesamte Lichtreaktioll bis zur
Reduktion von Ferredoxin dauert abhangig vom Fiillstand des PC-Pools 5
bis 20 inS.
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Abbildung 7.2: Normiertes Absorptions- und Emissionsspektrum von Chlo
rophyll a (Chi a) und b (Chi b) gelbst in Methanol. Das Emissionsspektrum
wurde bei einer Anregungswel1enlange von 417 nm (Chi a) bzw. 435 nm (Chi b)
gemessen.

7.2 Fluoreszenzmessung mit gepulstem Licht

Die Lichtenergie, die die Pltotosysteme erreicht, wird durch drei konkurrie
rende Mecha.nismen umgewandelt. Diese sind die Erzeugung von freien Elek
tronell in den Photosysternen, Erzeugung von \Varme und die ChlorophyU
Fluoreszem:. \Venn beispielsweise die Photosyntheserate abnimmt, erh6ht
sich entweder die \Varmeabgabe oder die Fluoreszenz. Der Grund flir eine
erhohte FhlOrf'.szellzausbeute liegt meist in einem aufgefiillten PC-Pool, so
daB die \Vahrscheinlichkeit eines Ubergangs von angeregtem P680 in seinen
Grnndzustand Ullter Abgabe von Licht zUllimmt. Es ist auch moglich, die
Reduktion von QB chemisch durch Zugabe eines Hemmstoffes zu ullterbin
den. In diesem Fall millt man die maximale Fluoreszemmusbeute. \\renn man
die Fluoreszenz von isoliertem Chlorophyll iTt einem organischen Losungsmit
tel miBt, ist die Fluoreszenzausbeute immer kOl1stant lind maximal graB. Die
Absorptions- und Emissionsspektren von Chlorophyll a und b [2], den beiden
haufigsten Fonnen von Chlorophyll, sind in Abbildung 7.2 gezeigt. Es sind
jeweils zwei Absorptionsmaxima bei 417 und 660 nm flir Chlorophyll a unci
bei 435 und 625 nm fUr Chlorophyll b :tu erkennen. Das Emissionsmaximum
fUr Chlorophyll a liegt bei 671 nm mit einem Nebenmaximum bei 719 nm.
Flir Chlorophyll b liegt das Maximum bei 644 nm und das Nebenmaximum
bei 703nm.

Die in vitro - d.h. in einer klinstJichen Laborumgebung gemessenen 
Spcktren ullterscheiden sich von den in vivo, d.h. im lebenrlen Organismus,
gemcssellen. Bei in vivo-Spektren steht nicht die reine Absorption des Liehts
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Abbildung 7.3: VerIauf der Fluoreszenzausbeute jeweils eines dunkeladaptier
ten (links) und eines lichtadaptierten phototrophen Organismus (rechts) bei
Beleuchtung mit MeBlicht und einem Sattigungspuls.

im Vordcrgrund, sandern die Umwandlllng c1er absorbierten Lichtenergie in
cine fOr den Organismus direkt verwertbare Energiefol'm, ~.B. 111 Sauerstoff
produktion oder f<ohlenstoffixierullg. Diese Spektren nennen sich AktiollS
spektren. Sie zeigen beispielsweise bei der Darstellung der Sauersloffprodl.lk
tion in Abhang1gkeit Vall der Anregungswellenlange, daB bei \VellenHingen
groBer 600 nlll kaum noch Saller5toffproduktioll stattfiudet, obwahl Licht
absorbiert wird. Dies ist dadurch begriindet, daB langwelliges Licht lucht
gentigend Energie fiir die Erzeugung von Elektronen ~ur Verftigung stellt. Ein
weiterer Untersch..ied zwischen in vitm und in vivo gemessener Chlorophyll
Fluoreszenz, den Kautsky 1931 mit bloBem Auge endeclde [3, 4], ist die
Abhangigkeit von der Beleuchtungsstarke und -dauer. Diese Variabilitat der
Fluoreszenz, def sogenaJUlte Kautsky-Effekt, Hi8t den SchIllO W, da8 die
Fluores7..enz ein indirekter Parameter fUr EnergiegewinnungsprOl'.esse inner
halb des Organismus ist.

Eine :'\1ethode, mit der die Fluoreszenz unter Vernachlassigung der er
zeugten \Varme gemessen werden kann, basiert auI gepulstem Licht 15, 6].
Zur Einhaltung dieser Bedingung darf die Lange def Lichtpulse wenige Se
kunden nicht iiberscbreitell. Durch Variation der lmpuls-Lichtstiirke lassen
sich zwei unterschiedliche Situationen in den Photosystemen erzeugen. Diese
sind in Abbildung 7.3 dargestellt. Bei sehr geringer Lichtstarke (~le6Iicht)

werden keine Elektronen im PC-Pool akkumuliert, sondern werden SOfOTt an
das Photosystem I weitergeleitet. Die 51ch flir diesen Fall ergebende Fluores
zellzausbeule F hat cineD niedrigen 'Vert. Als Fluoreszcnzausbeute defillielt
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man das Verhaltnis von absorbierter und emittierter Lichtenergie. Gibt man
nun eineo ausreichelld starken Lichtpuls (SattigungspuJs) auf die Probe, wird
der PC-Pool so schnell mit Elektronen aus dern Photosystem II aufgefiillt,
daB diese nieht vom Photosystem I verarbeitet werden konnen. Nun wird
die maximale Energie in Fluoreszenz llmgewandelt und man erhalt die ma
ximale Fluoreszenzausbeute F:n. Die absoJllten \Verte filr Fund F:n hangen
von der Vorgeschichte der Photosysterne abo Ein dunkeladaptierter (an Dun
kelheit angepaBter) Organismus hat den kleinstrnoglichen F-vVert und wird
als Fo bezeichnet. Der F/,,-vVert hingegen ist dunkeladaptiert am groBten
und wird Fm genanut wird. Die Differenz zwischen Fund F:n bezeichnet die
variable Fluoreszenz F~. und quantifiziert den Teil der Fluoreszenz, der bei
MeBlicht durch den photoehemischeu Elektrouelltransport geloscht wird. 1m
lichtadaptierten Zustand ist die maximale Fluores::-;enz F,'n kleiner als Fm·
Dieser Unterschied ist auf die Warmeentwicklung bei dauerhafter Beleuch
tung zuriickzufiihren, wodurch die Fluoreszenzausbeute reduziert wire!. Mit
Hilfe dieses MeBschemas konnen viele biologisch interessante Parameter, wie
z.B. die Qualltenausbellte rPp des Photosystems und die damit einhergehende
ElektronenfluBrate ETR nach den Formeln

bzw.

</Jp

ETR

(7.1)

(7.2)

mit der Bestrahlungsstarke Ee , berechnet werden. Die BestrahlungssUirke
wird in def Biologie meist in der Einheit pTnol ~;,~u)lle/l angegeben, also einer
Anzahl von Photonen pro FHiche und Zeit. Betrachtet wird dabei nur der
spektrale Bereich der photosynthetisch aktiven Strahlung von 400 bis 700 urn
(photosynthetic active radiation, kurz: PAR). Bei starker Sonneneillstrahlung
beispielsweise im australischen Sommer kann man BestrahlungssHirken von
tiber 2000 umol ~¥~tunt'n messen, wohingegen im ~vlittelmeerraum bei blauem
Himmel etwa 1300 pmol r~~~tonen gemessen werden kOlmell.

Neben den kur:l,en Pulsen, die keinen photochemischen EinftuB auf die
Probe habeH, ist die Beobachtung der Photosynthese bei unterschiedlichen
lichtbedingungen biologisch von groCer Bedeutung. Deshalb ist eine aktini
sche, d.h. photochemisch aktive, Lichtquelle !lotig, die im Labor das Sonnen
licht ersetzt, urn z.E. zu messen, ab welcher Lichtstarke die Photosynthese
inhibiert wird. Die Entwicklung superheller LEDs in den letzten Jahrell hat
eine zllsatzliche HalogenJampe ::-;umindest flir Organismen, die in ihrem Le
bensraum nicht direktem Sonnenlicht ausgesetzt sind Ulld somit keine hohen
Lichtintensitaten gewohnt sind, iiberfltissig gemacht. Da.<; aktinische Licht
kann in den :'vleBpausen von den selben LEDs erzeugt werden, wie das Mel3
licht und der Sattigungspuls.
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7.3 Gegenwartiger Entwicklungsstand von
Chlorophyll-FluoreszenzmeBsystemen

Das Prinzip, mit gepulstem Licht CWorophyll-Fluoreszenz zu messen, wurde
von Schreiber et al. 1986 als PA~1 (pulse amplitude modulation) veroffent
licht [51. In den folgenden Jahren sind mehrere kommer/.ielle Fluorometer auf
den .\'Iarkt gekomrnen, mit dellen zaWreiche Parameter aus der Chlorophyll
FluoreS'l.enz bestimmt werden konnen. Die Entwicklung von .\1e8geraten auf
der Basis der PA:vt-~'lethode bei der IValz GmbH (Effeltrich) fiihrte Anfang
der 1990er Jahre zu einer groBen zaW von Ergebnisseu iiber unterschiedli
che Aspekte der Bedeutung von Chlorophyll-FluorCS7.enz. Bis heute hat sich
die Produktpalette auf elf Gerate fUr z.E. Unterwassereinsatze, Mikroskope
orler faseroptische Messullgen erweitert. Das Anregungslicht wird von eiller
Halogenlampe, einer LED oder einer Blitzlampe erzeugt. Als Detektor dient
entweder ein Photomultiplier oder eine Photodiode.

Eine Anwendung der gepulsten Lichtmessung fUr zweidimensionale Mes
sungen der Chlorophyll-Fluoreszenz ist Anfang 1990 entwickelt worden, als
die ersten ausreichend empfindlidten CCD-Kameras verfiigbar waren. Die
Empfindlichkeit war dennoch so niedrig, daB in den meisten Fallen ein Bild
versUirker notig war. Takahashi et al. verwendete 1994 ein System mit Bild
versUirker, CCD-Kamera und einem HeNe-Laser mit einer Linielloptik als
Anregungslicht [7]. Einer der erstell Aufbauten ohne BildversHirker ist von
Siebke et a!. ein Jahr spateI' veroffentlicht worden [8]. Als Anregungslicht
diente cine HalogenJampe. Beide Systerne hatten das Problem, den Parame
ter Fo nkht messen zu konnen, da die Intcnsitat der Fluoreszenz zu gering
war, um ein ausreichendes Signal/Rausch-Verhiiltnis zu erreichen. Aus die
sem Grund be-schriinkten sich die !\'Iessungen auf die maximale Fluoreszenz
Fm und F~ sowie auf F bei ausreichender Lichtst.iirke. Sei Siebke et al. be
trug die minimale Beleuchtungsstarke 450 flmQ! ~~~tont'n . Diese Einschrankung
machte die .\1essung von Fo ul1moglich und wurde von Oxborough et a1.
1997 umgangen 19), indem sie argumentierten, daB eine Anderung von Fo
sirn auf das Verhaltnis von Fm und F:., niederscblagt und somit Fa indirekt
bestimmt werden kaun. Er 1..eigte dies an ~'I'fessullgen, die mit einem mo
difizierten Jvlikroskop durchgefiihrt worden. Desweiteren waren bis Zll die
sem Zeitpunkt Aufnahmen der zeitlichen Dynamik in einer Zeitspanlle von
weniger als einigell zehn Sekunden wegen langer Integrationszeiten der ver
wendeten Kameras nicht moglich. Ein Durchbnlch gelang ~edbaJ et al. im
Jahr 2000 mit einem Kamerasystem, das fUr !\Iefilicht, aktinisches Licht und
den Sattigungspuls unterschiedliche Lichtquellen verwendete [10] und in der
Lage war, auch die minimale Fluoreszenz Fo zu messeD. Dieses Instrument
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ist bei Po.So. Instruments (Bmo, Tschechische Republik) bereits kommerzi
ell verffigbaro. Die Firma \Valz GmbH hat in der Zwischenzeit ehenfaIls eill
PAM-Imaging-System auf den ~Iarkt gebrachto. Die A...llwendungen der Kame
rasysteme decken einen Bereich von der kontaktlosen QualitatskontroJle von
Friichten [111, bis zur Messung des Einfiusses von LichtstreB auf Blatter [121
abo. Veroffentlichte Anwendungen in marinen LebeIlSraume.1l sind derzeit rar
und werden wie zo.B. von Berman-Frank et al. [13] mit speziell optimierten
~ikr05kope.n durchgefiihrt.
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Kapitel8

Messung der
Chlorophyll-FIuoreszenz

In diesem Kapitel wird die benotigte Hard- und Software zur ~'lessung der
zweidimensionalen Chlorophyll-Fluoreszenz im Detail beschriebe.l1. Zunachst
wird das Gesamtsystem vorgestellt und anschlieBend die emwickclte Zeit
steuerung genauer erHiutcrt. Den Abschlufi bildet die Be$chreibung des l.'Iefi.
vorgangs mit der Software Look@PA~.

8.1 Autbau

Das System zur :\1essung cler ChlorophylJ-FJuoreszcnz besteht aus ciner CCD
Kamen mit ciller lateralen, ortJichen AuflasuJlg von 640x480 Pixeln und
4096 Graustufen (12 Bit), einem LED Ring und ciner Zeitsteuerung fUr die
zeiUiche 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 CCO-Chip wird zur Rauschullterdriickung mit
einem Peltierelement auf -15°C gekiihlt. AuBerdem besitzt die Kamera einen
eJektronischen Shutter, der mittels eines Triggereingangs mit einer Gatezeit
von 100 us geschaltet werden kann. 1m Gegensatz zu einem meclmnischem
Shutter, der den Lichteinfall auf den Chip verhindert, zweigt dieser in ge
schlossenem Zustand die durch Lichteinfall erzeugten Ladungstrager ab: so
daB sie nicht :tum Bildsignal beitragen. Dies macht eine schnelle ~Iodula

lion der Kameraaufuahme moglich. Die maximale Integrationszeit fUr eine
Aufnahme ist durch die interne Kameraelektronik auf maximal 450 IllS ein
geschrankt.

Die ve,wendeten LEOs (HLMP-CB15, Agilent, Boblingen wId E1L51-
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Abbildung 8.1: Schematischer Aufbau des Fluoreszenz-MeBsystems.

3BOA-02, Toyoda Gosei, Haruhi, Japan) haben ihr Emissionsmaximum bei
470 nm und konnen eine LichtsUirke von bis zu 1800 med abgeben. Ais Filter
zur Trennung von Anregungslicht und Fluoreszenz dient ein fiG695 Langpafi...
Filter (Schott, Maim~). Die LEDs sind ringformig angeordnet und fokussiert,
so daB die FHichenausleuchtung der Probe vom Abstrahlwinkel der LEDs
abhangt. Dieser betragt bei beiden LED-Typen 15°, d.h. der Ourehmesser
des Lichtspots betfagt ungeHihr ein Viertel der Entfernung !'.um Objekt. Die
ersten Versuche sind mit einem Ring aus 24 LEDs durchgefiihrt worden. Ein
zweiter Ring mit 54 LEOs ist spater zur besseren Fokussierung, effizienteren
Kiihlung der LEDs unci rvtaximierung der LichtsUirke entwiekelt worden.

Die selbst entwickelte Zeitsteuerung besitzt einen Eingang (OE), mit dem
der rVlefiablauf gestartet werden kann. Das Signal hierfUr stellt die PC-Karte
der Kamera zur Verfiigung. Aus der Sieht der Software miissen die Timingda
ten an die Zeitsteuerung iibertragen werden und ein Aufnalnl1ezyklus der Ka
mera gestartet werden. Ein Signal der PC-Karte, welches wah rend der Auf
nahmezeit logisch 1'\ull ist, startet die Zeitsteuerung. An eineo Ausgang (outI)
kann eine LED-Lichtquelle angeschlossen werden. Mit diesem Leistllngsaus
gang konnen bis zu 77 LED angesteuert werden. Ein zweiter Ausgang (out2)
liefert ein TTL-Signal zur Triggerung der Kamera. In einern zweiten Modus
kann die Zeitsteuerung die Lichtquelle auch dann anstellern, wenn keine Auf
nahme gemacht wird. Auf diese \\Feise kann auch aktinisches, d.h. photoehe
misch wirksames Licht 1.wischen den Aufnahrnen fUr die Probe erzeugt und
beispielsweise die ElektronenfluBrate bei unterschiedliehen Lichtintellsitaten
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Abbildung 8.2: Zeitlicher Ablauf der Triggersignale fur lichtquelle und Ka
mera.

gemessen werden.
Die Aufnahme wiId von deI Software Look@PAM gesteuert, die fUr diese

Anwendung entwickelt wUIde. Mit deI Software ist es moglich, die Tirning
Parameter einzllstellen, IntensiUitsbildel' aufzunehmen, in BUder del' Fluo
reszenr.3usbeute uud Quantenausbeute urnzurechnen uud abzuspeichern.

8.2 Zeitsteuerung

Von den verwendetell Kompollenten her ahnelt del' Aufbau clem MOLLJ
System (~IOdliJar Luminescence Lifetime Imaging, siehe [14)), mit clem zwei
dimensionale Sauerstoffvel'teilungen mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes ge
messen werden kOllnen. Es konunt derselbe Karneratyp zum Einsatz und es
konnen diesel ben LEOs ZUT Anregung verwelldet werden. Allerdings unter
scheidet sich die Filterung der Fluoreszenz und der zeitliche Ablauf bei beiden
Systemen. Da das .\!lOLLI-System bereits fUr mobile Labol'anwendungen am
:\1PI zur Verfiigullg steht, soUte ein \Vechsel zwischen beiden S)'sternen Illjt
moglichst wenjg Aufwa.lld durchzuflihren sein.

Die Zei.lsleuerung bildet das Herf.Stiick des ~te8s)'stems. Sie hat die Auf
gabe, den zeitliche.ll Ablauf der Lichtpulse und des Kamera-Shutters zu steu
ern. AuBerdem oolIte es moglich sein, die LichtintensiUit del' LEOs ooftwa
reseitig zu \"ariieren, urn :\1eBlicht, den Sattigungspuls und aktinisches Licht
ohue manuelle Eingriffe generieren zu k6nnen. Zur Erteugung versch..ieden
heller Lichtpulse, ohne den Strom regeln zu miissen, bielet sich eine Pulswei
tenmoduJation an. Dabei werden zykIJsche lmpulsfolgen mit einem bestimm
ten Tastverhiiltll1s er.leugt. Je groGer das Tastverhaltnis aus Pulsweite T pY.'

und Periodendauer Ted ist, desto groBer ist auch die mittlere Leistung und
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Tabelle 8.1: RS232~Befehle zur Steuerung der Zeitsteuerung

Zeichen

'A'+X,'(X
'B'+XX,X
'C'+X,XX
'D'+X,XX

'>'
"

'O'+X
1S1+X

Hex-Code
3Fh

41h+XXX
42h+XXX
43h+XXX
44h+XXX

3Eh
2Eh

4Fh+X
53h+X

Beschreibung
Kamrnunikationstest
Toff von out! einsteIJen
Ton von out! einsteJIen
Toff von out2 einstellen
Ton von out2 einsteJlen
Signalausgabe starten
Signalausgabe beenden
OutputReg setzen
SetupReg setzen

damit die Helligkeit der LEOs.

Das Signal, das den Shutter der Kamera steuert, verfUgt tiber eine ein~

stellbare Verzogerwlg, damit starke Fluoreszenzsignale ahne manuelle Ein~

steJIungen 1 etwa an der Blende des ObjekLives, aufgenommen werden konneu.
Abbildung 8.2 zeigt den zeitlichen Ablauf des modulierten LED·Signals und
der Belichtungszeit Texp der Kamera. Das Tastverhaltnis aus Pulsweite zu Pe
riodeudauer bestimmt die mittJere Bestrahlungsstarke der LEDs. Fur einen
Sattigungspuls ist dieses VerhaItnis gleich Eins1 d.h. die LEDs leuchten kon~

tinuierlich. Fur :\tIeBlicht und aktinisches Licht kann das Verhaltnis beliebig
klein gewahlt werden. Die untere GrellZe des Tastverhaltnisses wird durch
die Quanteneffizienz der Kamera limitiert.

Die Schaltung besteht aus einem Kommunikatiollsmodul realisiert mit ei
nem PIC·Mikrocontro]]er als SchnittsteJle zum PC und einem Altera FPCA
als Timingmodul zur Erzeugung der Ausgangssignale fUr Lichtquelle und Ka
mera. Der PIC-Baustein ist in C prograrnmiert, wohingegen die FUllktionen
des FPCA in einem VHDL-Design implementiert wurdcn. Die Kommuni
kc'ltion zwischen Zeitsteuerung und PC wird tiber die RS232~Schnittstelle

hergestellt. Die zur Verfiigung stehenden Befehle sind ASCII~Zeichen, die in
Tabelle 8.1 zusammengestelJt sind. \Venn ein Befehl von der Zeitsteuerung
als giiltig erkannt wird, antwortet sie mit einem Ausrufungszeichen (21h)
SOllst mit einem Fragezeichen (3Fh). Die Antwort ffir einen erfolgreichen
Kommunikationstest ist '42' (34h+32h). Die beiden Ausgiinge out! und out2
k6nnen unterschiedliche puJsweitenmodulierte Signale ausgeben. Die Zeiten
flir den eingeschalteten (Ton) und den ausgeschalteten (Totf ) Zustand k6nnen
flir Ausgang out! mit den Befehlen 'A 1 bzw. 'B' und fUr Ausgang out2 mit
'C' bzw. 'D' gefolgt von drei Bytes geset:tt werden. Die drei Bytes bezeiclmen
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Tabelle 8.2: Konfigurationsregister und ihre Funktion

Register Bit
OutputReg 4

3
2
1
o

SetupIleg 4
3..2

Funktion
Software Trigger
Hardware Trigger (OE) zulassen
aute
outS
outA
aut2 wartet auf outl
Taktteiler

00: 1
01: 2
10: 4
11: 8

die Anzahl der Pulse n, die tiber

n = fc1k • Ton /alf (8.1)

berechnet werden kann. Die Taktfrequenz fclk der Schaltung betragt 20 MHz,
so daB Zeiien zwischen 50 us und 838 ms in Schritten zu GO IlS eingestellt wer
den konnen. Die Befehle '>' und '.' sind def Software-Trigger und starten
bzw. stoppen die Ausgabe der Signale. Das Verhalten der Zeitsteuenmg wird
tiber zwei 5-Bit breite J<onfiguratiollsregister eingestellt. Die Bedeutung der
einv.elnen Bits ist in Tabelle 8.2 :t:U tinden. Das Register OutputReg konIigu
riert die Art der Triggerung und setzt asynchron die zusatzlichen Ausgange
autA, outS unci oute, mit denen z.B. externe HalogenJaml>en, Pumpen usw.
an- und ausgeschaltet werden konnen. SetupReg bestimmt, ob die Ausgabe
des Ausgangs out2 von out! getriggert wird. Die..c;e Einstellung hat fUr die
~Iessung der ChJoropbyll-Fluoreszenz keine Bedeutung} sondern ist fur die
~1essung von Fluoreszenz-Abklingzeiten mit MOLLY notig. Aufierdem kann
ein Taktteiler eingestellt werden, durch den die Taktfrequenz fclk geteilt wird.
So kann der Zeitbereich fUr die Ausgangssignale durch eine geringere zeitliche
Auflosung auf bis zu 6.7 s bei einer Schrithveite von 400 ns erweitert werden.
Diese Funktion wird verwendet, urn Sattigmlgspulse langer als 838 ms :tu
erteugen. Die Ausgange out! und out2 konnen auch iJlvertiert ausgegebell
werden} urn z.B. den low-aktiven Eingang des Kamerashutters ansprecben
Ztl konuen.
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Abbildung 8.3: Hauptfenster von Look0PAM mit einem Bild der maximalen
Fluoreszenzausbeute (F~-Bjld) einer Koralle.

8.3 Bildaufnahme

Fur die Aufnahme von Fluoreszenzbildern wird das Programm Look@PAM
verwendet. Mit dieser Software kann der Benut.,;er die Starke der Lichtpul
se eillstellen und einzeln sowie kontinuierlich Bilder der Fluoreszenzintensitat
bei !\·Ie61icht (F-Bilder) aufnehmen. Zu [rei wahlbaren Zeitpullkten kann mit
tels eines Sattigungspulses dje maximale Fluoreszem:ausbeute (F::,-Bild) ge
messen werden. In den Zeitraumell zwischen zwei :Messungen wird die Probe
bei Bedarf mit aktinischem Licht beleuchtet. "Venn jeweils ein F- und ein
F:~-Bild vorliegt, kanll ein Bild del' Quantenausbeute (¢p-Bild) berechnet
und dargestellt werden. lim den EinftuB des Umgebwlgslichts zu millimie
ren, wird vor jeder Aufnahme ein DUllkeIbiId mit denselben Zeiteinstellun
gen wie bei der Messullg jedoch ohne Anregungslicht aufgenommen. Dieses
Dunkelbild wird vom Bild bei Lichtanregung subtrahiert. Das Hauptfenster
von Look@PA.~'l ist in Abbildung 8.3 zu sehen. Cnter der Titelleiste des
Hauptfensters ist eine Reihe von Schaltfiachen zu el'kellnen, mit del' auf aI
le Funktionen der Software zugegriffel1 werden kann. Darullter befindet sidl
der Bereich zur Darstellung der Aufnahmen. tber eine Reihe von Register
kartenreitern am unteren Bildralld ist es moglidl, zwischen der Anzeige von
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8.3 BiJdaufnahme

Abbildung 8.4: Einstellung der Zeitparameter fur MeBlicht, aktinisches Licht
und den Sattigungspuls (v.l.n.r).

F-, F:n- und einem berechneten ¢,,-Bild urnzuschalten. Die Bilder konnen
als Jntensitatsbild oder aber als BiJd der Fluores;-..enzausbeute F dargestellt
werden. Die Umrechnung erfolgt pixeJweise tiber die Formel

F = I. Too
Tl'XP . Tpw

(8.2)

mit der gemessenen lntensitat des Pixels I, der BeJichtungszeit der Karnera
Tl!xP' der Periodendauer des Lichtsignals Ted und seiner Pulsbreite Tpw . Der
Bruch auf der rechten Seite ist cler Kehrwert des :\1aBes der auf die Probe
abgestrahlten Lichtenergie. Die Einheiten von J und F sind wiJlkiirJjcll.

Eine Ylessung beginnt mit der Einstellung von Pulsweite und Perioden
dauer cler einzelnen Beleuchtungsarten. Dies geschieht im Setup-Fenster von
Look@PA:\1. Abbildung 8.4 zeigt das Setup-Fenster mit den Paramelern fUr
:\.1e61ichl, aktinisches Licht und den Sattigungspuls. Bei lichtschwachf'n Auf
nahmen konnen Bildpunkte horizontal und vertikaJ zusammellgefasst werden
(Binning), urn die Intensitat zu erhoheu. Diese Funktion gilt gleichenna6en
fUr :\1eBlicht und den Sattigungspuls, damjt beide Aufnahmeu dieselben Di
mensionen haben und in ein Q>p-BiJd umgerechnet werden konnen. Flir aBe
BeJeuchtullgsarten wird auBerdem dieselbe Pulsweile verwendet. Die lUlter
schiedlichen Lichtintensitaten sind dalm liber die Periodendauer einslellbar.
Aile Aufnahmen werden immer bei ganz gooffneter Objektivblende gemacht,
urn die Empfindlichkeil der Kamera vall aUS7.unul:7.en.

Von besonderer Bedeutwlg ist die richtige Einstellung des :\tleBlichts, da
es keinen photochemischen Effekt auf die Probe habell darf. Urn die optimaJe
Periodendauer t':U ermitteln wird diese :l;un3.chst auf cinen hohcll \Vert einge
stelll, so daB die gernessene Intensitiit an der DetektiollsschweUe der Kamera
liegt. In der Regel Jiegt dieses Tastverhaltnis bei 1:200, d.h. die Pulsweite
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~\'lessung der Chlorophyll-Fluoresllenz

betragt 5 J.LS, weshalb die Periodendauer in der Gr6fienordnung von 1 ms lie
gen sallte. Dieser 'Vert variiert jedoch von Probe zu Probe und hangt auch
yom Abstand der Kamera sowie vom verwendeten Kameraobjektiv abo Nun
werden kontinuierlich F-Bilder aufgenommen lind die IntensiUit beobachtet.
Look@PAM verfligt flir diesen Zweck tiber die 1'I6glichkeit, mit del' Maus
eine Region auf einem Bild auszu\Viihlen, dessen durchschllittliche Fluores
lIenllausbeute in einem Graphen dargestellt wird. In diesem Graphen lafit sich
nun beobachten, ob sich bei kontinuierlidler :\.fessung die Fluoreszenzausbeu
te aufgrund des aktinischen Effektes erh6ht. 1st dies nieht der Fall, kann eine
groBere IntensiUit, d.h. ktirzere Periodendauer flir das Mel3licht eingesteIJt
werden, urn ein besseres Signal/Tlausch-Verhaltnis IIU erzielen. Naehdem das
:\1eBlicht eingestellt ist, wird nun die Belichtungszeit \Vahrend eines Satti
gungspulses so gewahlt, daB der CCD-Chip der Kamera gerade eben nieht
libersteuert wird. Dieser Ablauf ist \Vahrend der Auwendung des Systems
soweit standardisiert worden, daB er zuktinftig als autornatischer Abgleich in
Look@PAM implementiert sein wird.

Del' eigentliche :\1eBabJauf hangt stark von der Fragestellung der Anwen
dung abo Flir eine generelle Charakterisierungdes Photosystems wird die Pro
be dunkeladaptiert, d.h. flir 20 bis 30 Minuten an die Dunkelheit l,gewolrnel

,

urn die maximale variable Fluoreszenz tiber ein Fo• und ein Fm-Bild ~u ermit
teln. Ansdl1iel3end wird aktinisches Licht von zunachst geringer Starke auf
die Probe gegeben und nach 10 bis 15 rVlinuten wieder ein F- und ein F~-Bi]d

aufgenommen. Die IntensiUit des Lichts wird schrittweise bis Will Maximal
wert erhoht und die Aufnahme wiederholt. So entsteht ein Mel3datensatz,
mit dem fiir jeden Bildpunkt die Abhangigkeit der Quanteneffizienz von der
Beleuchtungsstarke berechnet werden kanJI. Zum AbschluB der Mcssung wird
nach Abschalten des aktinischen Liebts in Zeitabstanden von ca. 10 bis GOs
ein F- und eill F~-Bild aufgenornmen, bis die Probe wieder dUllkeladaptiert
ist. Diese sogenannte "rapid light curve" kann wahlweise auch schon wahrend
der Steigerung der LichtintensiUit aufgenommen werden. Somit eignet sich
das Kamerasystem nicht nUT ZUI statischen Charakterisierung des Photosy
stems, sondern auch zur Messung von lIeitlichen Ablaufen del' Photochemie.

8.4 Anwendung

Das Kamerasystem ist in der Forschungsstation der University of Queens
land (Brisbane, Australien) auf Heron Island (Capricorn Inselll, Great Bar
rier Reef) eingesetllt worden. Hier sind KoraJlenproben untersucht worden,
um die 6rtliche Verteilung der Chlorophyll-Fluoreszenz zu charakterisieren.
Von einer Koralle der Art P01-ites cylindrica ist zum einen die Chlorophyll-
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Aquarium mit Salzwasservorrat

Abbildung 8.5: Aufbau zur Fluoreszenzmessung in einer FluBkammer.

Fluoresr.cnz yon auBen und zum anderen an €inem Schnitt im Innern del'
Koralle gemessen worden. Die I<oralle bildet eine fingel'artige Skelcttstl'uktur
und beherbergt neben zahlreichen Polypen mit ihren kleinen Fangarmen auch
verschiedene phototrophe Algenarten, sogenannte endolithische ("im Stein'\
hzw. im Kalkskelett Jebende) Algen, deren Eindringliefe in die Koralle und
photosynthetische AktiviUit von Interesse ist. Bisher ist mit Fluorometern
lediglich ein Durchscllllittswert uber die FHicbe del' Probenspitze gemessen
worden. Heterogene Fluoreszenzverteilungen konnten aus diesem Grund bis
lang nicht untersucht werden. Dajedoch vernmtet wird, daB das Photosystem
del' Polypen einer Koralle, die einer sUirkeren SOIUlelleinstrahlung ausgesetzt
sind als elwa endolitbische Algen, einen anderen Quantenwirkungsgrad ha
ben, bietct sich das biJdgebende Verfamen an. Es bietet allerdings nicht nur
den Vorteil, die ortliche Variabilitat zu messen, sondern kann auch die zeit
liebe Dynamik erfassen.

Fur die ~1essungen ist ein Stuck del' Spitze einer KoralJe in einer Flufikam
mer fixiert worden. Eine Seitenwand del' Flufikammer ist aus durcbsichtigem
Polycarbonat, so daB Aufnahmen von der Seite del' Probe gemacht werden
konnen. Del' LED-Ring lind der Filter befinden sich direkt vor dem Objek
tiv der Kamcra in einem Abstand von etwa 6cm zur Probe. Ein Photo des
Versuchsaufbaus ist in Abbildung 8.5 zu sehen. Zunachst wurde die Probe
abgedunkelt fiir 20 :\1inuten ruben gelassen. AnschlieBend wurde cine Auf
nahme del' dunkeladaptierten Koralle aufgenommen (Fo- und Fm-Bild). :\un
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:\1essung der Chlorophyll-Fluoreszenz

Abbildung 8.6: Zweidimensionale Verteilung der Quantenausbeute ¢p bei vier
verschiedenen Lichtstarken und Intensitatsbild der Fluoreszenz (oben rechts).
Die Aufnahmen unten rechts zeigen eine AusschnittsvergroBerung der Koral
lenpolypen.

wurdell nacheiuallder drei verschiedene Lichtstarken als aktinisches Licht auf
die Koralle gestrahlt und !lach jeweils zehn Minuten wieder eine Aufllahme
gemachl (F- und F~-Bilder). Danach sind diese Aufnahmell in Hilder der
Quantenausbeute umgerechnet worden (c,bp-Bilder). Abbildung 8.6 zeigt die
Quantenausbeute der dUllkeladaptierten Koralle (oben links) und bei den
drei verwendeten LichtsUirken. :\1an erkennt deutlich, dafl die Qualltenaus
beute bei steigellder aktinischer LichtinlensiUit sinkt. Die dunkeladaptier
te Koralle zeigt eiu durchschnittliches tPP von 0.558. Dieser \Vert sinkt bei
knapp 400 mnul ~~l~t.<lIlen auf durchschnittlich 0.314 abo Die Quantenausbeute
zeigt jedoch eine stark heterogene Verteilung1 worallf die Verdoppelung dec
Standardabweiclmng der Quantenausbeute von 0.028 bei der dunkeladaptier
ten :\'Iessung auf 0.057 ~i gro6ter Lichtilltensitat him~··eist und aus den <pp
Bildern deutlicll hervorgeht. Insbesondere auf der auf den Aufnahmen rechts
gelegenen Seite zeigt die Quanteneffizienz einen besonders starken Ruckgang,
was darauf zuriickzufuhren sein kanJI, da6 diese Seite der KoraJle vor der
Probennahme z.B. dUTCh den Sonnenstand an niedrigere LichtintensiUlten
adaptiert war als die restJiche Probe. Aufierdem ist an den Ausschnittver
grofierungen in Abbildung 8.6 (unten rechts) zu erkellnen, da6 die Quallten
ausbeute in den Polypen gro6er als im urngebenen Skelett ist. Die Umrisse
der Potypen mit den Fangarmen y,eichllen sicb sowohl im Intensitatsbild als
auch im 4>p-Bild abo Die gezeigte Ausschnitts\'ergrofierung hat einen recht
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8.4 Anwendung

o 0.1 0.2 0.3 0.4 0..5 0.6 0.7
c)

Abbildung 8.7: a) Photo eines Schnitts durch eine Koralle. b) Fluoreszenzin
tensitatsbild und c) Bild der Fluoreszenzausbeute bei 300 limo! ~~1onen aktin'"
schem Licht. Weitere Erlauterungen siehe Text.

groBen Rauschanteil , der hauptsachlicll durch die Aufnahme bei Ylefilicllt
begriindet ist. Die EmpfindJichkeit der Kamera reicht aus, um ein :\'[eBsignaJ
in der selben Gro6enordnung ",ie das Rauschen zu erzielen. Die IntensiUi.t des
.\1efilichts kOlmte bei den Versllchen nicllt weiter erh5ht werden, weil dann
schon ein photoehemischer Effekt siehtbar wurde. Eine langere Integrations
:t;eit cler Kamera als die mogliehen 450 ms wiirde die Qualitat der Aufnahmen
erheblich steigern. Als ein weiterer einsehriinkender Faltor ist die maximale
Intellsitat des mit 24 LEDs bestuckten Liehtrings zu erwahnen. Bei vel'ein
:t;elten Aufnahmen lag die Venulltwlg nahe, daB der erzeugte Sattigungspuls
nieht stark genug war, um aUe Reaktiollszentren des Photosystems mit La
dungstdigern :t;U ftuten. Da die LEDs von Hand <luf einen Lichtspot von etwa
3 em Durehmesser in 6 em Entfernung fokussiert werden kOllllten, kalln mit
einem prazise fokussiertell Lichtring dec Dllrchmesscr des Spots aufgrund
des Abstrahlwinkels del' LEDs theoretisch halbiert und somit die BesLrah
lungsstarke vervierfacht werden.

In einem zweitell Versuch soil die Quallteneffizienz del' endolithischen AI
gen im Korallellskelett gemessen werden. Hierfiir wurde die Fluoreszenz an
einem Schnitt durch die KoralIe gemessen. Abbildwlg 8.7 zeigt das Photo der
Probe im Quersehnitt, ein InlensiUitsbild del' ChlorophyU-Fluoreszeuz und
ein BiJd der Quantelleflhienz. Die in del' KoraUe befindlichen Aigen sind als
\'erschiedenfarbige Streifen erkennbar. Ein braunlicher, etwa drei Millimeter
brei tel' Streifen an der AuBenseite beherbergt die Polypen. Darunter befindet
sich ein knapp eUI Millimeter breiter griinJicher Streifen aus AJgen. Auch bei
dieser :'''Jessung erfolgte zunachst eine :\Iessung del' dunkeladaptierten Ko
ralle gefolgt \'on Aufnahmen hei acht verschiedenen Lichtintensitaten. Das
Bild del' Quantenausbeute bei einer Lichtstarke von 300 JIIIK)I Photone" zeigt

m's
drei Streifen mit von aufien llach innen ahnehmenden f/Jp. \Verten. Der in
AbbiJdung 8.7a aufiere braune Streifen biIdet im f/Jp-Bild 8.7c ein Gebiet
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Abbildung 8.8: Quanteneffizienz ¢p und Elektronentransportrate ETR in
Abhangigkeit der Beleuchtungsstarke von drei unterschiedlichen Stellen an ei
nem Schnitt durch eine Koralle.

verhaltnismaBig homogener Verteilung, der bei der gewahlten Skalierung in
griin dargestellt ist. Darunter befindet sich ein schmaler blauer Streifen, der
die Qualltenausbeute cler Algen reprasentierL 1m 1ntensiUitsbild del' Fluo
rf'.szen~ sind die Algen als heBer Streifen erkennbar. Die heBen Stellen an der
AuBenseite der Koralle sind die Polypen.

Zur Visualisierung der Auswertung sind drei Regionen in Abbildung 8.7
eingezeichnet, deren durchschnittliche Quantenausbeute und die Elektronen
HuBrate bestimrnt und in den Graphen von Abbildung 8.8 dargesteUt wor
den sind. Eine Region ist urn einell Polypen irn auBeren braunen Streifen
gelegt, die zweite um ein stark fiuoreszierendes Gebiet der endolithischen
Algen und das dritte im weniger stark ftuoreszierellden 1mlern cler Koral
leo Es ist deutlich zu erkelmell, daB die Quantellausbeute der enclolithischen
Algell im lnnern der Koralle eine wesentlich groBere Dynamik in Abhangig
keit von der Lichtilltensitat zeigt als die der Polypen. Schon bei geringer
Bestrahlungsslarke raUt fjJp stark abo Ein Grund hierriir ist, daB die Algen
normalerweise einer wesentlich geringeren Lichteinstrahlung ausgesetzt sind
und sich ihr Photosystem auf diese Bedingungen eingestellt hat. Dies ist
auch au der ElektronenfluBrate erk enllbar, die in etwa halb so groB ist wie
in den Polypen, und damit verdeutlicht, daB das Photosystem der Algen
die Flut von erzeugten Ladungstragern nicht bewiiltigen kann, also der PC-
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Pool im VerhaItnis zu dem dec Polypen kleiner ist. 1m lnnern dec Koralle
ist die starkste Reduktion der Quantelleffizienz zu beobachten. Die gewahlte
Region zeigt dunkeladaptiert denselben <pp-W"ert wie die 3uBeren SchiclIten,
aber er tillt schon bei der kleinstell Lichtstufe stark abo Die lLier gewa.hJ
te zweidimensionale Darstellung der CWorophyll-Fluoreszenz kalUl nUT ei.nen
Eindruck \'001 Informationsgehalt der gernessenell Daten vermitteln. Besser
geeignet zur Darstellung dec Bildserien ist ei.ne FiImsequen7., mit der beson
ders dynamische Bereiche identifiziert werden konnen. Ein Beispiel hierfiir
ist au! der lnternetseite der )'1ikrosensorgruppe im Ma."{-Planck-Insitut fur
marine ~hkrobiologie (http://www.mpi-bremen.def.......bgrunwal) zu finden.
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Kapitel9

Zusammenfassung

Die Entwicklung von Kamerasystemen flir die Messung von Chlorophyll
Fluoreszenz hat sieh seit der VerHigbarkeit entsprechend empfindlicher CCD
Karneras rapide entwickelt. Jedoch weist der Aufbau existierende Systeme
eine ummreichellde Flexibiltat zur Untersuchung verschiedener Lebellsraume
in der rnarinen :Mikrobiologie auf und flexiblere Kamerasysteme sind nicht
empfindlich genug, urn die dUllkeladaptierte, minimaJe Fluoreszenzausbeute
direkt messen zu kOllnen. In dieser Arbeit ist es geluugen, ein Kamerasystem
zu entwickelu, cias entsprechend flexibel jrn Aun)au ist und auch die notige
Empfindlichkeit besitzt.

Das hier vorgestellte Kamerasystem ist in der Lage, die FJuores:.r,en",aus
beute des Chlorophylls von phototrophen, marinen Organismen ortlich und
zeitlich aufgelost aufzwlelunen und in zweidimensionale Darstellungcn von
wesentJichen physiologischen Parametern, wie z.B. del' Quantenausbeute und
ElektronenfiuGrate des Photosystems um:.mrechnen. Da.s System beruht auf
der Anregung von Chlorophyll-Fluoreszenz mit blauen LEOs und der Auf
nahme des emittierten LiclIts mit einer CCD-Kamera. Die Trennung von
Anregungslicht und Fluoreszenz geschieht tiber einen optischell LangpaGfil
ter. Man kann tiber eine Pulsweitenmodulation das photochemisch inaktive
:\1e61icht, die Sattigungspulse und das aktinische Licht mit derselben Licht
queUe erzeugen, womit keine zusat;,;liche Lichtquelle zur Messung verwendet
werden mull.

Die Ortsauflosung des Systems ist einzig durch die verwendete Optik li
mitiert. In den Anwendungen ist eine Makrolinse verwendet worden, mit der
eine OrtsaufiOsung von etwa 20/.lIn pro Pixel moglich war. Es ist allerdings
auch moglich, mit Hilfe der Optik eines Mikroskops ortJiche Auflosungen im
Mikrometerbereich zu erzielen. Je nach Ausfiihrung des Mikroskops kann
dabei sagar das Anregungslicht tiber 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 yon
Chlorophyll mit Hilfe yon 54 fokussierten blauen LEOs.

these auf der Ebene einzelner Zellen m6glich.
Mit diesem S.ystem ist es gelullgen, Ch..lorophyll-Fluoreszenz von Korallen

und den in ihnen lebenden Algen bei unterschiedlichen Lichtstarkell aufzu
nehmen und physiologische Daten liber das Photosystem der Organismen zu
gewinnen. Es konnen aIle bisher bekannten Fluoreszenzparameter allfgenom
men werden llnd kontinuierlich dargestellt werden. Jill Vergleich zu vielen
anderell Systemen ist es "or aUem moglich, die Fluoreszenzausbeute Po dun
keladaptierter Organismen /'iU messen. Da <lieses Fluoreszenzsignal sehr klein
ist, mussen diese Aufnahmen fUr einige Anwendungen an dec Detektionsgren
ze des verweudeten CCD-Chips aufgenommen werden.

Mit den Messungen an einer Koralle \'on auEen und an einem Schnitt
konnte das erste Mal die hereits vermutete heterogene Verteilung der Qua.ll
tenausbeute des Pbotos.ystems zweidimellsional visuaJisiert werden. Die Pho
tosynthese betreibenden Polypen der Koralle zeigten hohere \oVerte als ihre
Cmgebung. Am Korallenschnitt kOHnte die Dynamik der Quantenausbeute
endolithischer Algen bei verschiedenen Lichtstarken visualisiert werden.

Die in den gez.eigten :\lessungen eillgesetzte Lichtquelle wird kunftig durch
einen liehtstarkerell LED-Ring ersetzt, der aus einem Aluminiumring zur
Ktihlung der LEDs besteht wie er in Abbildung 9.1 gezeigt ist. Ocr Ring
kann 54 LEDs aufllehmell, die durch die Bohrungen in einem Abstand von
45 mm fokussiert werden. Hiermit kann etwa cine doppelt so greBe Bestrah
lungsleistung erzeugt werden wie zu\-or. Diese Lichtquelle macht die :\Iessung
tiber einen groBeren dYllamischen Bereich der Fluoreszenzausbeute moglich.
Eine weitere \ °erbesserung wird im Bereich der bildverarbeitenden Software
geschehen , deren Potential trotz der guten Bedienbarkeit noch Dieht aus
geschopft ist. Beispielsweise ist cine Online-Darstellung der Quanteneffizienz
und der ElektronenfluBrate genauso geplant wie automatisierte MeBabHiufe.
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Zusammenfassung



Zusammenfassung

In def marinen rVJikrobiologie werden :\Iefisysteme mit hoher ortJicher Auf
IOSWlg unler anderem bei def UntersucllUllg von Stofl].;reisliiufe:ll in mikro
bieIJen Lehensgemeinschaftell eingesetzt. Die in dieser Arbeit vorgesteUten
Sensoren fUr Brechungsindex und CWorophyU.Fluoreszenz sind besonders
filr phototrophe l d.h. photosynthetisch aktive, Organismen geeignet, um ei
nerseits die optischen Eigenschaften ihrer Umgebwlg zu charakterisieren und
andererseits zweidimensionale Verteilungen der photosynthetischen AktiviUit
zu messeD.

Der auf dem Prinzip der OberfUichenplasmonenresonanz hasierende fa
seroptische Brechungsilldexsensor ist in del' Lage, den BrecllUngsindex mit
einer Empfindlichkeit von 10-4 RIU bei einer Ortsauflosung von weniger als
1 mill zu messen. Er konnte erfolgreich bei der Messung von Profilen im
auBeren Gewebe ciner Ascidie eingesetzt werden und ~eigte ein yfa......imum
ill unmittelbarer Umgebung von Algen, die in diesem Gewebe E'ingebettet
sind. Dadurch ist e1as zuvor in anderen Arbeiten gemessene Ma.....imum der
LichlintensiUit erkUirbar. AuBerdem ist ein System ~ur zweidimensionalen
Darstellung des Brechungsindexes vorgestellt wordell , mit dem eine Orts
aufJosllng an der theoretischen Grenr.e von 5/Lm moglich ist bei potentiell
besserer Brechungsindexaufl6sung. Beide Sensoren eignen sich hervorragend
:wr Analyse der physikalischen Eigcnschafien in der Cmgebung von photo
trophen Organismell.

In einem zweiten Ansatz ist €.in Kamerasystem zur :\rlessung der ChJoro
phylJ-Fluoreszenz entwickelt worden. Hiermit ist es moglich , die Fluores
zenzausbeute von Mikroorganismen bei unterschjedlichen Lichtintellsitaten
zu bestimmen. Mit den Ergebnissen konnen Aussagen tiber die Effektivitat
der betriebenen Photosysnthese getroffen werden. 1m Gegellsatz zu einigen
ex.istierenden bildgebelldell Chlorophyll-Fluoreszenz-)'1ellsystemell kann mit
der h..ier vorgestellten L06ung auch die minimale Fluoreszem:ausbeute Fo be
stimnlt werden. Dadurcb ist es Jlloglicb, detaillierte physiologische Jllforma
tionen tiber das untersuchte Photosystem bei Dunkelanpassung zu messen
und somit die maximal mogliche Photosyntheserate zu bestimmell. Die Orts--

99



aufiOsung hangt maJ3geblich von der verwendeten Kameraoptik ab und kanll
mit Hilfe eines Mikroskops bis zu 1Jim pro Pixel betragen. In den vorge
steUten A..llwendung der Fluores7..enzmessung bei Korallen wurde eine Orts
auft6snng von ungefahr 20 J.tIn erzielt. Das System wurde bei der Bestinuuung
der Quanteneffizienz ,'on Kora1len und in ihr lebenden Aigen allgewelldet. Es
konnte ein groBer Ulltersehied in der Dynamik der Effizienz zwischen Koral
lenpolype.ll und den Aigen ermittelt werden. Die an hohe Lichtintensitalen
gewohnten Polypen zeigen einen leiehten Ruckgang der Effizienz mit sleigen
der Lichtintensitat, wohingegen die Effizienz der Algen, die im Iunern der
KoraIle normalerweise nUT geringer Lichtmengen ausgesetzt sind, schon bei
der kleinsten gewahlten LiclltintensiUit zuriickgeht.

Beide vorgestellten Sysleme habell gezeigt, daB die Elltwicklung von op
lischen :\1eBgeratell w neuen Anwelldungsfeldern in der marinen :\1ikrobio
logie gefiilut haben. Aufgrund des interdisziplillaren Allsatzes der Arbeit
hat sowohl die technische Entwicklung als anch deren .Allwendung in realen
),1efiaufgaben vonei.nander profitiert. In der Arbeitsgruppe Mihosensoren des
?\1ax-Planck-Instituts fUr marille Mikrobiologie werden die entwickelten Sy
steme eingesetzt und weiter optimiert.
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